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RESUMEN

La semilla de pajuro (Erythrina edulis) es una leguminosa nativa subutilizada consumida
como hortaliza y podria ser potencial fuente de nutrientes de calidad. En el marco de esta
investigacion se realizO una caracterizacion fisica a las semillas de pajuro crudas,
determinandose que las semillas analizadas destacan por su gran tamafio y peso en
comparacion a otras legumbres, presentaron forma reniforme, son de color marrén rojizo
oscuro y por su humedad se pudieron clasificar como semillas frescas. Luego se sometieron
a coccion tradicional para evaluar el efecto de cuatro tiempos de coccion (20, 25, 30 y 35
minutos) en la composicion quimica de las semillas crudas y cocidas. Se determiné que a 25
minutos se obtuvieron los mejores resultados, a este tiempo se redujo significativamente el
contenido de ceniza de 6.23 a 5.77 %, ¢l contenido de almidon de 40.61 a 31.91 %, la
actividad del inhibidor de tripsina de 52.25 a 2.72 mg TI/g, los compuestos fenolicos totales
de 1.61 a 1.22 mg EAG/g, la capacidad antioxidante por DPPH de 37.99 a 32.39 umol ET/g
y por ABTS de 201.09 a 140.42 pumol ET/g, pero aumentaron significativamente el
contenido de carbohidratos de 72.20 a 73.04, la digestibilidad de la proteina in vitro de 75.82
a79.25 % y se obtuvo el menor indice glucémico predicho (88.41). El tiempo de coccion no
tuvo efecto en el contenido de proteina y grasa. Los hallazgos de esta investigacion seran
importantes para evaluar el efecto del tiempo de coccidon que garantice la conservacion de
nutrientes, reduccion de antinutrientes, digestibilidad modulada y buena capacidad

antioxidante de las semillas de pajuro.

Palabras claves: Leguminosa hortaliza, calidad de coccion, textura, pérdida de solidos,

digestibilidad, correlacion.



ABSTRACT

Pajuro seed (Erythrina edulis) is an underutilized native legume consumed as a vegetable
and could be a potential source of quality nutrients. Within the framework of this research,
a physical characterization of raw pajuro seeds was carried out, determining that the seeds
analyzed stand out for their large size and weight in comparison to other legumes, had a
reniform shape, were dark reddish brown in color and could be classified as fresh seeds due
to their humidity. They were then subjected to traditional cooking to evaluate the effect of
four cooking times (20, 25, 30 and 35 minutes) on the chemical composition of the raw and
cooked seeds. It was determined that at 25 minutes the best results were obtained, at this
time the ash content was significantly reduced from 6.23 to 5.77 %, starch content from
40.61 to 31.91 %, the trypsin inhibitor activity from 52.25 to 2.72 mg TI/g, total phenolic
compounds from 1.61 to 1. 22 mg AGE/g, antioxidant capacity by DPPH from 37.99 to
32.39 umol TE/g and by ABTS from 201.09 to 140.42 pumol TE/g, but significantly
increased carbohydrate content from 72.20 to 73.04, in vitro protein digestibility from 75.82
to 79.25 % and obtained the lowest predicted glycemic index (88.41). Cooking time had no
effect on protein and fat content. The findings of this research will be important to evaluate
the effect of cooking time to ensure nutrient conservation, anti-nutrient reduction, modulated

digestibility and good antioxidant capacity of pajuro seeds.

Keywords: Legume vegetable, cooking quality, texture, solids loss, digestibility,

correlation.



I. INTRODUCCION

La mayoria de las leguminosas cultivadas se consumen como semillas secas, también
llamadas legumbres o legumbres en grano; sin embargo, cuando las semillas se encuentran
frescas se las conoce como leguminosas hortalizas, entre las mas consumidas se tienen a la
arveja verde, judia verde, haba, caupi, frijol de yarda y frijol verde (FAO/OMS, 1993;
McCrory et al., 2010; Ntatsi et al., 2018). Las leguminosas hortalizas contienen mas agua,
menos proteinas, mas carbohidratos solubles y menor contenido de almidon lo que las hace
mas apetecibles que las legumbres. En consecuencia, su consumo estd destinado a
proporcionar una nutricion equilibrada mas que a servir como fuente de proteinas (Ntatsi et
al., 2018). Al ofrecerse como alimento fresco tienen una vida util limitada y se pueden
preparar mas rapido que las legumbres secas adaptdndose a los hébitos de consumo
modernos. Por ello sus caracteristicas de calidad son diferentes de las utilizadas para evaluar

las legumbres (Bhattacharya & Malleshi, 2012; Ntatsi et al., 2018).

Las leguminosas subutilizadas y menos conocidas poseen atributos nutricionales basados en
el conocimiento tradicional de los habitantes locales (Sridhar & Sharma, 2021). Se entiende
por subutilizados a «aquellos cultivos no-comerciales que son parte de un portafolio de
biodiversidad, anteriormente més popular y que hoy en dia no son apreciados por los
productores y los consumidores» (Padulosi & Hoeschle-Zeledon, 2004). Seglin Pastor et al.
(2006), el pajuro es una de las leguminosas subutilizadas debido a que presentan una
produccion inferior al 10 % del cultivo nativo més importante respecto al drea sembrada, no
estan presentes en las exportaciones nacionales y su presencia no es regular en los
supermercados de la capital; sin embargo, tienen potencial para contribuir a la seguridad
alimentaria y a la economia de la agricultura familiar campesina (FAO, 2018). Pajuro,
chachafruto, ball, poroto, son algunos de los nombres que recibe la especie Erythrina edulis
(Acero, 2002; Escamilo, 2015), leguminosa hortaliza subutilizada que se produce para
alimentacion humana, animal y hasta para la recuperacion de suelos degradados, pero solo

es consumida por los pobladores ubicados en los sectores rurales principalmente de Peru,



Colombia y Ecuador (Escamilo, 2015; GBIF.Org, 2022; Pastor et al., 20006).

En la literatura se encuentra informacion respecto al contenido de proteina y carbohidratos
(Barrera & Mejia, 1998; Delgado-Soriano ef al., 2022; Escamilo, 2015; Pérez et al., 1979;
Vargas, 2016; Villafuerte et al., 2021). Asimismo, sobre las propiedades funcionales de
semillas sometidas a coccidon-extrusion (Delgado-Soriano et al., 2020), digestibilidad in vivo
de semillas cocidas tradicionalmente (Delgado-Soriano et al., 2022), caracterizacion de
péptidos antioxidantes (Guerra-Almonacid et al., 2019; Intiquilla et al., 2016, 2019; Palma-
Albino et al., 2021); asi como su uso en aplicaciones de peliculas comestibles de almidon de
pajuro (Sandoval et al., 2021), bebidas proteicas (Espinoza, 2018), productos de panificacién
(Vargas, 2016; Vilcanqui-Pérez et al., 2022) y extractos proteicos (Arango et al., 2012).

No obstante, pocos trabajos se ocupan del estudio de leguminosas hortalizas subutilizadas,
como las semillas de pajuro, consumidas habitualmente tras la coccion tradicional en
comparacion con las que abordan el estudio de legumbres secas; asimismo, se desconoce
algunas caracteristicas fisicas, la relacion entre los parametros de calidad de coccién y
caracteristicas quimicas con el tiempo de coccidn de esta semilla. Por lo expuesto, el objetivo
de esta investigaciéon fue evaluar el efecto del tiempo de coccidén tradicional sobre la
composicion quimica de las semillas de pajuro; primero se realizé una caracterizacion fisica
de las semillas enteras y quimica de la harina obtenida a partir de las semillas de pajuro
crudas, luego se analizd las caracteristicas de calidad de cocciéon y se realizd la

caracterizacion quimica de las harinas obtenidas de las semillas cocidas en cuatro tiempos.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. PLANTA DE PAJURO

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA Y DESCRIPCION BOTANICA

El género de Erythrina comprende alrededor de 112 especies que se distribuyen en todas las
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Araujo, 2005); su origen griego proviene de
la palabra erythros en referencia al color rojo caracteristico de sus flores (Escamilo, 2015;
Velasquez et al., 2019). Erythrina edulis es el nombre botanico que recibi6 la planta de
pajuro y su clasificacion taxondémica actual fue establecida por Krukoff y Barneby en 1974
de acuerdo a la base de datos del Instituto Jardin Botanico de Missouri (Tropicos, 2020);

dicha clasificacion se muestra a continuacion:

Clase : Equisetopsida C. Agardh
Subclase : Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden : Rosanae Takht.

Orden : Fabales Bromhead
Familia : Fabaceae Lindl.
Género : Erythrina L.
Especie : Erythrina edulis

El pajuro es un arbol frondoso de altura promedio entre 10 a 15 metros, su tronco posee
algunas espinas que parecen puas por lo cual es de facil reconocimiento, de igual forma sus
hojas poseen pequefias espinas (Figura 1.a); sus flores son de color rojo carmesi, que se
convierten en un racimo de vainas alargadas color verde claro en donde se encuentran las
semillas (Figura 1.b) (Escamilo, 2015). Cada vaina llega a medir entre 35 y 40 cm, con un

ancho de 4 a 6 cm dependiendo de la zona donde se cultive, ademads podria llegar a contener



hasta 10 semillas (Figura 1.c). Las semillas son de forma similar a un frejol verde, pero
mucho mas grande, y en la madurez su céscara se torna de consistencia gruesa y de color

marron oscuro brillante la cual es necesario pelar para su consumo (Figura 1.d) (Acero, 2002;
Escamilo, 2015).

LT
P
Figura 1: a) Arbol de pajuro. b) Flores de pajuro. ¢) Vainas de pajuro. d)
Semillas de pajuro
FUENTE: Adaptado de Trépicos (2020)



2.1.2. ORIGEN Y DENOMINACION

El pajuro es oriundo de la region andina, se cultivaba en la cordillera de los Andes y era
aprovechado por los incas, su distribucion geografica iba desde Venezuela, hasta Bolivia
pasando por Colombia, Panamé, Ecuador y Peru (Barrera & Mejia, 1998; Escamilo, 2015).
En Peru también se cultivaba en la ceja de selva, los valles interandinos bafados por los rios
Vilcanota, Huallaga, Marafion, Condebamba, Huancabamba y en las entradas de valles

costeros de la region norte del pais (Escamilo, 2015).

Segtn la base de datos de Global Biodiversity Information Facility (GBIF), en los ultimos
cinco afios solo se dispone de informacion referente a ocurrencias reportadas sobre el uso
del pajuro principalmente en Colombia, Ecuador y Pert (Figura 2) (GBIF.Org, 2022). Asi,
actualmente en Per se cultiva entre los 500 y 3400 m.s.n.m., siendo la altura para la mejor
produccion entre los 2300 y 2800 m.s.n.m., sobre todo en la sierra norte de Piura, Amazonas,

Cajamarca, La Libertad, Ancash y Huanuco (Escamilo, 2015).

. B o
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Figura 2: a) Ocurrencias reportadas de uso de pajuro del 2017 — 2022. b)

Reporte de las ocurrencias por pais del 2017 — 2022
FUENTE: Adaptado de GBIF.Org (2022)



Por otro lado, de acuerdo al lugar de procedencia, el nombre vernaculo de la especie E. edulis
varia como se muestra en la Tabla 1, siendo el nombre mas usado el de “pajuro” para

denominar al frejol de palo en el departamento de Cajamarca (Escamilo, 2015).

2.1.3. ETNOBOTANICA DE LA PLANTA DE PAJURO

La planta de pajuro es utilizada por los pobladores para formar cercas vivas y para evitar la
erosion de los suelos a orillas de rios y quebradas, también se utiliza como arbol de sombra
en cafetales y cacaotales, y como soporte de especies trepadoras como la granadilla, ademas
es una de las leguminosas que mejor fija el nitrogeno, mejorando la recuperacion de los
suelos degradados. Asimismo, sus hojas, flores y raices son empleadas con fines medicinales
para tratar cicatrices, dificultad para orinar, dolor de cabeza y estbmago, dolencias cardiacas,
infecciones bucales, etc. Por otra parte, el tegumento de la semilla brinda una pigmentacion
morada con propiedades colorantes que es utilizado por las tejedoras para tefiir hilos de
mantas; otro aspecto, es su uso con fines ornamentales por poseer numerosas flores color

rojo carmin (Acero, 2002; Araujo, 2005; Escamilo, 2015).

Entre su diversidad de usos se emplea como alimento humano, donde el fruto completo
(vaina y semilla) se puede consumir cuando aun es pequeio y no ha madurado mucho. No
obstante, cuando las semillas estin maduras se consumen bien cocidas y sin cascara debido
a que es poco digerible, esta practica era comun en las casas de los agricultores y en las
chicherias (Figura 3). En la actualidad su consumo ha disminuido debido a que la siembra

de la planta cada vez es menor (Acero, 2002; Escamilo, 2015; Velasquez et al., 2019).

Respecto a su uso para alimentacion animal, las hojas, cascaras del fruto y semillas del pajuro
son un excelente forraje debido a un mayor contenido proteico que los pastos, pero lo utilizan
ocasional y complementariamente. En el caso de rumiantes lo pueden consumir crudo; por

el contrario, para pollos, cerdos, peces y conejos es necesario cocerlo (Acero, 2002).



Tabla 1: Ubicacion y nombre vernacular de la especie Erythrina edulis

PAIS Departamento

Provincia

Elevacién (msnm)*

Nombre vernaculo

Amazonas

Ancash
Cajamarca

Cusco
Peru Huanuco
Junin
Ucayali 2
La Libertad
Lambayeque

Pasco

Piura
San Martin

Colombia® -
Venezuela® -

Ecuador’ -

Bolivia® -

Bongara, Chachapoyas y Luya

Pomabamba, Huaraz y Huari

Contumaza, Cutervo, Jaén, San Ignacio,
San Miguel, San Marcos, y Chota

Anta, Paucartambo, Urubamba

Huanco, Leoncio Prado, Pachitea

Chanchamayo, Satipo,

Bolivar, Huari, Huaraz y Pomabamba

Lambayeque

Oxapampa,

Morropon, Frias y Huancabamba

Huallaga

1420-2663
3000
1100-2500
2080-3200
1362-2000
1346-1900
1200-3000
3212
1730
1500-3000
20002300

1583-2000

1400-2400

Lope
Pashul, pashullo, pajul y bashul, chimpi
Pajuro

Frejol del inca

Pashullo, pajul, poroto y bashul

Poroto

Chachafruto, balu, baluy, chaporuto, frijol
mompas poroto, sachafruto y sachaporoto

Frijol momp4s, balu, bucar¢ y chachafruto

Guato, sachaporoto, zapote de cerro, frijol
de monte, Pashullo, poroto y poroton

Sachahabas

FUENTE: Adaptado de 'Escamilo (2015); 2Araujo (2005); Acero (2002); “Tropicos (2020).



Figura 3: a) Separacion de las semillas de sus vainas. b) Semillas de

pajuro cocidas listas para consumo
FUENTE: Adaptado de Escamilo (2015)

Por otro lado, por ser una planta que no exige ningun cuidado, puede llegar a vivir mas de
200 afios y continuar produciendo (Escamilo, 2015); también existe la leyenda que su
consumo regular otorgaba longevidad, asi en Colombia existen comunidades nativas cuyos
pobladores que consumieron pajuro tuvieron un promedio de vida superior a los 90 afios

(Acero, 2002).

2.2.  VALOR NUTRICIONAL Y FACTORES ANTINUTRICIONALES DE LA
SEMILLA DE PAJURO

Esta semilla es conocida por su potencial nutritivo como fuente importante de proteina
vegetal y carbohidratos; dichos valores correspondientes a la semilla sin céscara cruda o
cocida fueron reportados en algunas investigaciones (Tabla 2). De los valores de proteina
cruda presentados por la literatura se puede declarar a las semillas de pajuro como producto
con contenido “alto en proteina”, pues la contribucion de la proteina a la energia total supera
el 20 %, valor establecido bajo la regulacion de la Unidén Europea, llegando a aportar hasta
el 27 % de la energia total (Parlamento Europeo, Reglamento (CE) N° 1924/2006, Relativo
a Las Declaraciones de Propiedades Nutricionales y Saludables de Los Alimentos, Anexo

17, 20006).



Tabla 2: Composicion quimica de la semilla de pajuro sin cascara, en base seca

Energia' Proteinas’ Extracto etéreo  Fibra  Cenizas Carbohidratos’

Tratamiento FUENTE
(keal) (%) (%) (o) (%) (%)
Crudo 383.06 21.10 0.54 2.86 491 73.45 Delgado-Soriano et al. (2022)
Crudo 394.70 26.19 1.02 4.68 2.60 70.19 Villafuerte et al. (2021)
Crudo 379.99 20.51 0.51 5.13 5.64 73.34 Brack (2003) citado por Escamilo (2015)
Crudo 379.99 20.50 0.51 5.13 5.64 73.35 Barrera & Mejia (1998)
Crudo 380.20 18.00 0.60 7.50 5.70 75.70 Pérez et al. (1979)
Coccion tradicional ~ 384.31 20.58 0.47 2.83 4.51 74.44 Delgado-Soriano et al. (2022)
Coccion tradicional ~ 396.00 22.8 1.52 0.94 2.90 72.78 Vargas (2016)
Coccion-Extrusion 382.52 20.78 0.44 2.51 4.92 73.86 Delgado (2018)
; ;/Iilg)rzess calculados a partir de lo reportado por autores con los factores generales de Atwater (FAO, 2003).

3 Valores calculados como 100 — (% proteina + % extracto etéreo + % ceniza) en base seca.



Entre los factores antinutricionales presentes en la semilla de pajuro se tiene a los alcaloides,
lecitinas, inhibidores de tripsina y quimotripsina (Barrera & Mejia, 1998). Como se observa
en la Tabla 3, mediante una marcha fitoquimica en las semillas de pajuro se reporté la
presencia de esteroides y terpenos, alcaloides insolubles en cloroformo y alcaloides
cuaternarios. Respecto a los alcaloides insolubles en cloroformo éstos son los que estan
formados por alcaloides fendlicos neutros (Bergofion, 1994). Mientras que los alcaloides
cuaternarios son los que contienen un atomo de nitrégeno tetra sustituido (funcionalidad de
amonio cuaternario), siendo por lo tanto sustancias ionicas; por lo anterior, estos son solubles
en soluciones acuosas acidas, basicas y neutras, ya que permanecen ionizadas en todo el

rango de pH, siendo asi insolubles en la mayoria de solventes organicos (Martinez, 2020).

Por otro lado, respecto a la actividad bioldgica de los alcaloides de las especies de Erythrina,
estudios realizados desde la década de 1930 a finales del 2018 mostraron que existe una
amplia variacion en la potencia de la actividad paralizante de las semillas de diferentes
especies. Tal es el caso de las semillas grandes y blandas de E. edulis que mostraron un bajo
valor de potencia paralizante, lo cual fue respaldado por su gran historial de consumo,

cocidas o fritas, de la gente en Colombia (Fahmy et al., 2020).

2.3. COCCION TRADICIONAL

Por procedimiento tradicional de coccion se entiende a las técnicas que normalmente se
utilizan en la gastronomia, en particular en la cocina colectiva. Estas técnicas no estan
estrictamente codificadas, sino que se derivan de habitos antiguos. Generalmente se

caracterizan por tratamientos térmicos intensos y de larga duracion (Lobefaro et al., 2021).

Durante la coccidn tradicional se desarrollan modificaciones quimicas, fisicas y enzimaticas
en los alimentos, las mismas que alteran la digestibilidad y la capacidad antioxidante de los
fitoquimicos dietéticos (Zhao et al., 2019). El principal propdsito del procesamiento térmico
en las legumbres es producir cambios fisicos y quimicos en la estructura de las semillas, que
mejoren la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de sus nutrientes, asi como mejorar sus
propiedades sensoriales. Sin embargo, el calentamiento también provoca variaciones
sustanciales en los perfiles de compuestos bioactivos, ya que la mayoria de ellos se liberan

en el medio de remojo o coccidn, se degradan, precipitan o forman complejos con otras
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moléculas presentes en las legumbres, lo que afecta la biodisponibilidad, la bioaccesibilidad
y la bioactividad (Sanchez-Veldzquez et al., 2021). Asimismo, los antinutrientes se pueden
eliminacion durante la coccion y de esta forma evitar que afecten el uso de productos a base
de leguminosas debido a que son téxicos, desagradables al paladar y tienen la capacidad para
bloquear nutrientes, inhibir el metabolismo o reducir la digestion (Y. Kumar et al., 2022).
Debido a ello, las condiciones de calentamiento (combinacidon tiempo-temperatura) son
importantes para que aumente la biodisponibilidad de los nutrientes, pero sin provocar una

degradacion significativa (Mehta, 2015).

Otro aspecto que influye en las condiciones de coccion es el tamafio, forma y estructura de
las diferentes especies de semillas. Cuando se cocina en un bafo de agua hirviendo el tiempo
de coccion de cada semilla es diferente, es decir, existird un intervalo mas o menos amplio
de tiempo de coccidn, ademas, el nimero de semillas cocidas aumenta con el tiempo (Ibarz

et al.,2004).

2.4. CALIDAD DE COCCION DE LEGUMINOSAS

El tiempo de coccion requerido para que las leguminosas alcancen la textura aceptable para
los consumidores, determina la calidad de coccidon. El tiempo de coccion es el factor de
mayor importancia en este proceso tecnologico y es representado por el tiempo desde el
comienzo de ebullicion del liquido de coccion hasta la coccion completa (Reyes-Moreno et
al., 1993). Otra forma de definir al tiempo de coccion es cuando los granulos de almidon
dentro de los cotiledones se gelatinizan completamente mediante un proceso hidrotérmico

(Wood, 2017).

Determinar el tiempo de coccién es importante para la produccion y consumo de
leguminosas debido a que periodos largos requieren de mayor consumo de electricidad o
combustible; algunas operaciones previas a la coccion pueden reducir dicho tiempo, entre
ellas se practica el descascarillado de las semillas, division de los cotiledones y en su mayoria

el remojo previo de las semillas enteras y secas (Bento et al., 2021; Wood, 2017).
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Tabla 3: Marcha fitoquimica de metabolitos secundarios de la semilla de pajuro

Alcaloides
Alcaloides
Parte de la Esteroides y insolubles  Alcaloides Alcaloides
Flavonoides Antraquinonas Taninos y Saponinas solubles en
planta Terpenos en cuaternarios fendlicos
cloroformo
cloroformo
SEMILLAS - - - + - + ++ -
HOJAS - +++ -+ + - - ++ -

Criterios de anélisis semicuantitativos

+++ Muy bueno

++ Abundante

+  Presente

- Ausente

FUENTE: Adaptado de Dominguez, citado por Barrera & Mejia (1998)



2.4.1. METODOS DIRECTOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE
COCCION

a. Analisis sensorial

Las técnicas directas para definir la calidad de coccion han ido evolucionando, siendo la
evaluacion sensorial con paneles entrenados y no entrenados la més utilizada (Van Loey et
al., 1995; C. R. Wang et al., 1988). Posteriormente Yeung et al. (2009) propusieron una
clasificaciéon que se relaciona con el punto de coccidon, empleando un solo evaluador
capacitado; se clasificé como: 1 = poco cocido, 2 = ligeramente poco cocido, 3 = cocido, 4

= ligeramente recocido y 5 = recocido.

Al respecto, Wood (2017) indica que las desventajas de utilizar pruebas sensoriales se deben
a una respuesta individual y subjetiva de los panelistas, el nimero de panelistas necesarios
puede ser alto, el costo de encontrar participantes fiables y la fatiga sensorial de los
panelistas. Por el contrario, en algunas muestras se puede detectar la “arenosidad” en la boca,
ademas el “aroma” y la “opacidad del caldo” también se pueden incluir como medidas de

determinacion del tiempo de coccion.

b. Método tactil

Segiin Wood (2017), esta es la primera metodologia que evalud el tiempo de coccion de las
legumbres y que todavia se utiliza en algunos laboratorios. Yeung ef al. (2009) estableci6
una clasificacion para el método tactil por escalas (Tabla 4) que lo relaciona con el punto de
coccion, empleando un evaluador capacitado en presionar la semilla cocida entre el pulgar y

el indice.

c. Método de coccion automatizado Mattson

El método consiste en unos émbolos huecos individuales sujetos a perdigones de plomo,
cada uno de los cuales se apoya a una unica semilla. A continuacion, se agrega agua

hirviendo y se pone en marcha un temporizador. El tiempo de caida del émbolo, cuando la
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cubierta de la semilla y los cotiledones se ablandan lo suficiente se registra por un ordenador

en los sistemas automatizados (Wood, 2017).

Tabla 4: Clasificacion que relaciona punto de coccion con textura tactil

de legumbres cocidas

Escala Punto de coccion Textura tactil

El grano es dificil o no se puede aplastar y el

1 Poco cocido o 1 .
cotiledon se siente duro
) El grano es menos dificil de aplastar y el
2 Ligeramente crudo 8 s . . P Y
cotiledon se siente ligeramente duro
) ) El grano es firme, pero se aplasta facilmente
3 Cocido promedio & ) p . P
y el cotiledon se siente suave
4 Ligeramente Hay poca resistencia para aplastar el grano y
recocido el cotiledon se siente blando
5 Recocido El grano se aplasta facilmente

FUENTE: Tomado de Yeung et al. (2009)

Las investigaciones que determinan el tiempo de coccion con un cocedor automatico
Mattson consideran el tiempo en que el émbolo penetra un amplio rango de semillas,
encontrandose reportes que van del 50 al 100 % (Berrios et al., 1999; Laurent et al., 2008;
Nosworthy et al., 2017; Schoeninger et al., 2014; Siqueira et al., 2016; Wani et al., 2013).
En la Tabla 5 se presenta el tiempo de coccidon de algunas legumbres usando el sistema

Mattson y el sistema tactil (Nosworthy et al., 2017).

En relacién a los inconvenientes del método, Wood (2017) menciona que este cocedor no
resulta adecuado para las semillas muy pequefias o muy grandes, como lentejas o habas; por
un lado, las pequefias se pueden escapar de la sonda, mientras que las de gran tamafio pueden
no caber entre los émbolos. Asimismo, el grosor de la cubierta de las semillas y su resistencia
a la perforaciéon pueden conducir a resultados engafiosos, de modo que el ajuste de la

metodologia para su uso particular en cada semilla hace de éste un método dificil.
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Tabla 5: Tiempos de coccion de nueve muestras de legumbres

Tiempo de coccion

Legumbre

(min)
Guisante verde partido’ 34
Guisante amarillo partido! 37
Lenteja verde! 26
Lenteja roja partida' 12
Kabuli garbanzo? 22.7
Frijol blanco? 18.6
Frijol pinto? 19.2
Frijol rojo claro? 24.5
Frijol negro? 18.5

ITiempos determinados por amétodo tactil modificado y *Cocedor Automatizado Mattson
FUENTE: Tomado de Nosworthy et al. (2017)

2.4.2. METODOS INDIRECTOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE
COCCION

Dado que la medicion directa del tiempo de coccidn es problematica y lenta, y en algunos
casos la subjetividad puede conducir a errores; es importante evaluar métodos predictivos
indirectos, practicos y medibles que contribuyan a los tiempos de coccion. Estos métodos
indirectos requieren tiempos de coccion predeterminados, los cuales variaran en funcion de
la especie, la forma y los objetivos de andlisis en la muestra de interés (Bento et al., 2020;
Wood, 2017). Asimismo, se atribuyen como propiedades tecnoldgicas de la calidad de
coccion a la absorcion de agua antes y después de la coccion, el tiempo de coccion, la textura,

el porcentaje de solidos solubles en el caldo y el color del caldo (Bento et al., 2021).

15



a. Pérdida de solidos

El porcentaje de pérdida de solidos se utiliza comunmente para determinar el tiempo dptimo
de coccidon como una medida de pérdida nutritiva y de calidad. La relacion entre los sélidos
dispersos y el tiempo de coccidon preestablecida es positiva. Sin embargo, aunque esté
correlacionada con el tiempo de coccion, no puede usarse Unicamente este parametro para

predecir el tiempo de coccion y requiere del analisis de otras caracteristicas (Wood, 2017).

b. Analisis de textura

Para determinar la calidad de coccidn, el analisis de textura instrumental se ha aplicado cada
vez mas debido a su rapida y practica ejecucion (Abdel-Aal et al., 2019; Revilla, 2015;
Siqueira et al., 2013; Wani et al., 2017). Esto se debe a que la dureza o resistencia a la
compresion durante la masticacion es una de sus principales propiedades sensoriales que
influyen en la aceptacion de las legumbres cocidas por parte del consumidor (Bento et al.,

2021; N. Wang et al., 2012).

La determinacion del grado de firmeza de las muestras como una estimacion indirecta de los
tiempos de coccidn, viene utilizando algunos métodos, entre ellos se tiene: el método de
puncion, donde la evaluacion de la firmeza se da mediante la penetracion de una sonda
(simple o multiple) en cada una de las semillas y los datos se expresan como fuerza (N)
(Wood, 2017); el método de deformacion o analisis del perfil de textura (TPA), prueba de
doble compresion que se utiliza para conocer el comportamiento de las muestras cuando se
mastican con los molares, proporciona informacion sobre la dureza, la cohesividad, la
elasticidad, la gomosidad y la resistencia (Bento ef al., 2021); el método oficial de la AACC
(American Association of Cereal Chemists) por cizallamiento con una celda Kramer,
adoptado para evaluar la firmeza del legumbres, se define como la fuerza maxima necesaria
para cortar las legumbres cocidas y se expresa como la fuerza maxima de corte por gramo

de muestra cocida (N/g) (N. Wang et al., 2012).

Respecto a la variabilidad de los resultados, N. Wang et al. (2012) & Wood (2017) indican
que se debe a la diferencia de tamafios de las semillas, al equipo utilizado y a los pardmetros
de medicion. Sin embargo, es posible que, al expresar los resultados en fuerza por gramo de

muestra, se pueda reducir la variabilidad.
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2.5. ANALISIS FISICO Y QUIMICO EN LEGUMINOSAS

2.5.1. DESCRIPTORES MORFOLOGICOS

Los descriptores son caracteristicas o atributos de expresion facil que ayudan a simplificar
la clasificacion y uso de datos. Los descriptores de clasificacion permiten la discriminacion
facil (fenotipo), son altamente heredables, se pueden detectar a simple vista y se expresan

igual en todos los ambientes.

Las caracteristicas morfologicas principales para la seleccion de variantes son el color de la
semilla, tamafio, habito de crecimiento y adaptacion al clima adverso; la importancia de la
seleccion se debe a que es un factor evolutivo responsable del mantenimiento y ampliacion
de la variacion morfologica (Franco & Hidalgo, 2003). Los descriptores morfoldgicos
considerados para las semillas de legumbres pueden ser cualitativos y cuantitativos, algunos

de estos se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Descriptores morfologicos para Phaseolus vulgaris

Variables cualitativas Variables cuantitativas
Color primario de la semilla Tamafo de la semilla
Color secundario de la semilla Peso de 100 semillas

Distribucion del color secundario
Forma de la semilla

Aspecto de la testa

Venas en la semilla

Color alrededor del hilum

FUENTE: Adaptado de IPGRI (2001)

2.5.2. ALMIDON TOTAL

Los carbohidratos constituyen en promedio el 60 % del peso seco de las legumbres de grano

(Vargas-Torres et al., 2006), de ello, el almidén es uno de los polisacaridos mas importantes

y puede llegar a representar el 45 % del peso de la semilla (McCrory et al., 2010). El almidon
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se encuentra en forma de granulos compuestos de amilosa (polimero lineal de unidades de
a-D-glucosa unidas por enlaces a-1,4 glucosidicos) y amilopectina (polimero ramificado de

unidades de a-D-glucosa unidas por enlaces a-1,4 y a-1,6 glucosidicos) (FAO, 1999).

Una de las formas para cuantificar el contenido de almidon nativo de una matriz alimentaria,
previamente solubilizado, inicia con la hidrélisis del almidon en glucosa por accion de la
amiloglucosidasa. Luego la glucosa es fosforilada por la adenosina trifosfato (ATP) en la
reaccion catalizada por la hexoquinasa. A continuacion, la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-
fosfogluconato en presencia de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) en una reaccion
catalizada por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Durante esta oxidacion, una cantidad
equimolar de NAD se reduce a NADH (Figura 4). El consiguiente aumento de la absorbancia

a 340 nm es directamente proporcional a la concentracion de glucosa (Sigma-Aldrich, 2013).

Almidon
Amilopectina
Polimeros de unidades o-(1-4)-D-glicopiranosil
con aprox. 4% de ramificacion o-{1-6) .
Amilosa

CH,OH
o Polimero de unidades «-{1-4)-D-glicopiranosil

oi Amiloglucosidasa Gl
OH (residuos terminales (1-6)) ) ucosa
ond Amiloglucosidasa
| CH20H = CH20H CH20H
CH; CHO (o} o] o OH
% 5 N OH Amiloglucosidasa OH
el cH :; Lo o O ——
H \—/Lo OH OH
ol OH OH
n

HO— lWOH
CHQOHO on - ? Glucosa 6-fosfato OH OH OH
Hexoquinasa - deshidrogenasa HO i |
OH &.. B > \P/o C\\o
OH - HO \\o
o OH OH
ATP ADP oR NAD NADH
Glucosa ot 6-Fosfogluconato

Glucosa 6-fosfato

Figura 4: Reaccion enzimatica del almidén con amiloglucosidasa-

hexoquinasa-glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
FUENTE: Adaptado de Sigma-Aldrich (2007)

2.5.3. DIGESTIBILIDAD DEL ALMIDON IN VITRO E INDICE GLUCEMICO

Luego de un determinado tratamiento térmico se obtiene almidon digerible el cual es
hidrolizado durante la digestion humana en varias etapas. En la boca, la a-amilasa salival
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actia con bastante eficacia sobre el almidon, pero se degrada rapidamente por el medio acido
del estomago y, por lo tanto, desempefia un papel secundario. Una vez que entra en el
intestino la mayoria de la hidrdlisis se lleva a cabo por la a-amilasa pancreatica. Los
principales productos resultantes, maltosa, maltotriosa y a-dextrinas, son hidrolizados
eficientemente por la accion de enzimas especificas del borde del cepillo del intestino
(maltosa-glucoamilasa, sucrasa-isomaltasa, lactasa, etc.) para convertirse en glucosa y llegar

al torrente sanguineo (Lehmann & Robin, 2007; Singh et al., 2010).

En las plantas, los granulos de almidon estan contenidos dentro de las células y las paredes
celulares intactas pueden limitar el acceso al agua y las enzimas digestivas, lo que dificulta
la gelatinizacion y la digestibilidad; por lo tanto, las propiedades estructurales de la matriz
alimentaria y el procesamiento hidrotermal (coccién en agua) y mecanico (molienda)
influyen en su digestibilidad (Figura 5) (Butterworth ef al., 2022; Verkempinck et al., 2020).
Por otro lado, los métodos in vitro son faciles, rapidos y pueden ser menos costosos; sin
embrago, los inconvenientes son las diferencias en las operaciones y los parametros
experimentales para simular con precision el complejo proceso de digestion (Drulyte &
Orlien, 2019). Por este motivo, es dificil clasificar los almidones de legumbres con respecto
a su susceptibilidad a la a-amilasa, debido a las diferencias en la concentracion de la enzima,
el tiempo de hidrdlisis y la fuente de a-amilasa (Butterworth et al., 2012; Hoover & Zhou,

2003).

La a-amilasa aislada del pancreas porcino es una glicoproteina que esta formada por una
cadena polipeptidica de aproximadamente 475 residuos que contiene dos grupos azufre—
hidrégeno (-SH), cuatro puentes disulfuro y un Ca*" fuertemente unido necesario para la
estabilidad. Una unidad liberard 1 mg de maltosa del almidon en 3 minutos a pH 6.9 a 20 °C
(Sigma-Aldrich, 2018). La enzima cataliza de forma aleatoria la endohidrolisis de enlaces
(1—4)-a-D-glucosidicos en amilosa, amilopectina y oligosacaridos relacionados. El enlace
(1—6) no se hidroliza. La direccion del ataque multiple es desde el extremo reductor hacia
el extremo no reductor y se da la formacion de maltosa, maltotriosa y maltotetraosa (Figura

6) (Hoover & Zhou, 2003).
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FUENTE: Adaptado de Verkempinck et al. (2020)
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Los estudios cinéticos enzimaticos estan relacionados con la estructura, las propiedades y la
composicion del almidon y los alimentos ricos en almidoén, desde un punto de vista
nutricional. Asi, los estudios in vitro de la digestion del almidén por la a-amilasa modelan
las primeras etapas de la digestion y pueden sugerir respuestas glucémicas esperadas, esto
se representa en la Figura 7 (Butterworth ef al., 2022). El indice glucémico (IG) mide la
influencia de un alimento en el nivel de azlicar en la sangre y en la hormino insulina. Cuanto
menos un alimento haga subir el nivel de azucar, menos insulina requerird, y menor sera su
indice glucémico o viceversa (Grillparzer, 2006). Por lo tanto, los alimentos bajos en indice
glucémico son beneficiosos en el tratamiento de los trastornos cardiometabolicos (diabetes

tipo 2, enfermedad cardiovascular, etc.) (Butterworth et al., 2022).

Alto indice glucémico

Glucosa en sangre

M]

Bajo indice glucémico

>

Tiempo

LEYENDA
S Almiddn

[M] Maltosa, maltotriosa, dextrinas, etc.

Figura 7: Relacion de la digestion del almidon in vitro con el indice
glucémico
FUENTE: Adaptado de Butterworth et al. (2022)

2.5.4. DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA IN VITRO

Las proteinas son macronutrientes que juegan un papel esencial a nivel estructural y

funcional. Son polimeros complejos formados a partir de diferentes secuencias de 20
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aminoacidos que se pueden clasificar como: 1) proteinas estructurales (coldgeno, queratina,
etc.) y ii) proteinas con actividad bioldgica (enzimas, hormonas, proteinas con actividad
inmunologica, proteinas de reserva, etc.) (Bessada et al., 2019). Generalmente se encuentran
de manera significativa como proteina vegetal en las legumbres (22 — 30 %). Debido a ello,

en las regiones en desarrollo, suelen ser el componente principal de la dieta.

El andlisis multienzimatico de la digestibilidad de la proteina in vitro generalmente incluye
tripsina, quimotripsina y peptidasa, con algunas excepciones utilizando una solucion Unica
de tripsina o pepsina o, secuencialmente, soluciones de pepsina y pancreatina. Comtinmente,
se agrega una alicuota de la solucion enzimatica a una solucion de la muestra a pH 8.0. La
mezcla de muestra y solucidon enzimatica se incuba durante 10 minutos a 37 °C. Se registra
la disminucion del pH durante el periodo de incubacion, causada por los grupos carboxilo
de aminoacidos libres de la cadena de proteinas liberados por las enzimas proteoliticas

durante la digestion (Drulyte & Orlien, 2019).

2.5.5. INHIBIDORES DE TRIPSINA

En las legumbres los compuestos antinutricionales mas comunes son inhibidores
enzimaticos, como los inhibidores de tripsina, quimotripsina y a-amilasa. Los inhibidores de
tripsina, son los antinutrientes mas estudiados en legumbres, estos son proteinas de bajo peso
molecular (Y. Kumar et al., 2022); pertenecen a dos familias, Kunitz y Bowman-Birk que
inhiben las serinas proteasas pancreaticas perjudicando la digestion de las proteinas

(Guillamén et al., 2008).

Una de las determinaciones cominmente empleadas es el método Ba 12a-2020 planteado
por la AOCS, donde los inhibidores de tripsina se extraen de una muestra con una solucion
de NaOH, luego se afiade un sustrato sintético (DL-BAPA) al extracto diluido (en presencia
de inhibidores) o agua (en ausencia de inhibidores). A esto le sigue la adicion de tripsina. La
hidrolisis del sustrato por la enzima genera p-nitroanilida, que es un compuesto cromogénico
(amarillento) y se puede medir colorimétricamente. La diferencia de absorbancia a 410 nm
entre la ausencia y la presencia de los inhibidores en el sistema de ensayo es la base para

calcular la actividad del inhibidor de tripsina (Liu, 2021).
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2.5.6. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Los compuestos fendlicos se encuentran en todas las plantas como sus metabolitos
secundarios, éstos son sintetizados por ellas durante su desarrollo normal, asi como en
respuesta a condiciones de estrés (Hogervorst et al., 2017). En su estructura, al menos un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos adheridos esta presente (Hogervorst et al.,
2017). Debido a su amplia distribucion en las plantas, se pueden clasificar de diferentes
maneras. Se han clasificado por su fuente de origen, distribucion natural, funcion bioldgica
y estructura quimica. Segun su estructura quimica, los compuestos fendlicos vegetales se
clasifican en &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanos y otros; siendo los
flavonoides los compuestos fendlicos mas ampliamente distribuidos y estudiados en los
alimentos vegetales (Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018). Dentro de las clases de flavonoides,
las mas importantes son los flavonoles, flavanoles, flavonas, isoflavonas, antocianidinas o

antocianinas y flavanonas (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).

Los acidos fendlicos, los taninos y los flavonoides son los responsables del sabor amargo y
el color oscuro de las semillas. Las legumbres de color oscuro y pigmentadas generalmente
tienen mas contenido fenolico en comparacion con las variedades de color claro (Y. Kumar
et al., 2022). Debido a ello el contenido de fenoles totales se expresa en equivalentes de
acido galico el cual es un acido hidroxibenzoico, perteneciente a los acidos fendlicos,
sustancia que se conjuga principalmente en granos y semillas actuando como potente
antioxidante (Zhong et al., 2018). Asimismo, Zhong et al. (2018) menciona que, las
leguminosas contienen principalmente flavonoides en la cubierta de la semilla y no
flavonoides tales como acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoico en el cotiledon. Siendo

casi exclusivamente las isoflavonas las que se encuentran en plantas leguminosas (Welch et

al., 2008).

Por otro lado, el estudio de los compuestos fendlicos en las leguminosas puede ser de
importancia dado que inhiben el crecimiento de algunos microorganismos del intestino que
hidrolizan los oligosacaridos principales en las legumbres (sacarosa, estaquiosa y
verbascosa), y por tanto también evitar las flatulencias (Belitz et al., 2009; Mohan et al.,

2016).
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El ensayo de Folin-Ciocalteu fue pensado originalmente para analizar proteinas,
aprovechando el grupo fenol en tirosina. Entonces, Singleton et al. (1999) extendi6 este
ensayo para medir fenoles totales en vino. El método colorimétrico se utiliza para determinar
los compuestos fenodlicos totales presentes en una mezcla, ya que son los principales
antioxidantes que se encuentran en las matrices naturales (Antonio et al., 2016). Este método
se basa en la capacidad de reaccion de todas las especies reductoras de la muestra analizada
bajo condiciones alcalinas (5-10% Na>CO3 acuoso) sobre el reactivo Folin-Ciocalteu
(Antonio et al., 2016; Singleton et al., 1999). El reactivo es una mezcla de tungsteno y
molibdeno que tras ser reducidos por los grupos fenolicos y otros compuestos reductores
pasa del color amarillo a un complejo de color azul, la intensidad del color azul puede ser
monitoreado por un espectrofotdmetro (Antonio et al., 2016; Singleton & Rossi, 1965). La

reaccion colorimétrica se muestra a continuacion:

Na;WO4 / Na;MoOs + Fenol = (Fenol - MoW11040)*

Mo’>" (amarilloy + € = Mo*" (azu)

2.5.7. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Las moléculas antioxidantes presentes en los alimentos son capaces de eliminar directamente
las especies reactivas de oxigeno (ROS), actuar en la regulacion de las defensas
antioxidantes, inhibir la produccion de estas especies y formar nuevos radicales que son
estables (Antonio et al., 2016). Los antioxidantes actuan de acuerdo con dos mecanismos
(Figura 8): Métodos basados en HAT miden la capacidad de un antioxidante (ArOH) para
eliminar los radicales libres (R-) mediante la donacidon de atomos de hidrégeno. Mientras
que los métodos basados en SET expresan la capacidad de un potencial antioxidante de
transferir un solo electron para reducir cualquier compuesto, incluyendo iones metélicos,
carbonilos y radicales (Amarowicz & Pegg, 2019). Se han adoptado dos tipos de enfoques,
a saber, los ensayos de inhibicion, en los que el grado de barrido por hidrogeno o donacion
de electrones de un radical libre preformado es el marcador de la actividad antioxidante, asi
como los ensayos que implican la presencia del sistema antioxidante durante la generacion

del radical (Re et al., 1999).
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Figura 8: Mecanismo de transferencia de atomos de hidréogeno (HAT) y

transferencia de un solo electréon (SET)

FUENTE: Tomado de Bel$¢ak-Cvitanovic et al. (2018)

a. Ensayo de eliminacion del radical DPPH

El radical DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidracilo) es uno de los pocos radicales organicos de
nitrogeno estables, que lleva un color morado oscuro. Estd disponible comercialmente y no
tiene que ser generado antes del ensayo como en el ABTS. Este ensayo se basa en la
medicion de la capacidad reductora de los antioxidantes hacia el DPPH en solucion
alcohdlica generando la forma no radical difenilpicrilhidrazina DPPH(H) en la reaccion
(Gtilgin, 2012). Donde las moléculas antioxidantes pueden inhibir los radicales libres DPPH-

por mecanismo HAT y SET o mixto (Amarowicz & Pegg, 2019).

DPPH- (violetaa 515 nm) T ArOH > DPPH(H) (incoloro) T ArO- (HAT)
DPPH- (violetaa 515 nm) T ArOH - DPPH"™ (incoloro) T ArO-* (SET)

b. Ensayo de decoloracion de cationes radicales ABTS

El cation radical ABTS (4cido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) es soluble
en ambos disolventes acuosos y orgénicos, y no se ve afectado por la fuerza idnica; por lo
tanto, se puede utilizar en multiples medios para determinar capacidades antioxidantes
hidrofilos y lipofilos de extractos (Giilgin, 2012; Re et al., 1999). El método propuesto por
Re et al. (1999) implica la generacion directa de ABTS " como catidon preformado por la

oxidacion de ABTS con persulfato de potasio. Asi, el grado de decoloracién como porcentaje
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de inhibicion del cation radical ABTS se determina en funcion de la concentracion y el
tiempo y se calcula en relacion con la reactividad de Trolox como estdndar, en las mismas

condiciones (Re et al., 1999).

ABTS+ (azul-verde a 734 nm) + ArOH - ABTS(H) (incoloro) + ArO- (HAT)
ABTS+ (azul-verde a 734 nm) + ArOH 9 ABTS (incoloro) + [AI'OH] - (SET)
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III. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

Las actividades se realizaron en los laboratorios de Analisis Fisicoquimico de Alimentos,
Investigacion e Instrumentacion de Alimentos y Planta Piloto de Alimentos de la Facultad

de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2. MUESTRA DE ESTUDIO

Las semillas de pajuro frescas y maduras fueron cosechadas el mes de diciembre del 2018
en el distrito de Jesus (latitud 7°14'S, longitud 78°23'0O, 2564 m.s.n.m.), provincia de

Cajamarca—Pert (Figura 9).

latitud 7°14'S.
longitud 78°23'0

Figura 9: Lugar de procedencia de las semillas de pajuro
FUENTE: Adaptado de Delgado-Soriano et al. (2020)



3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES

- Filtro Millex-HV Durapore (PVDF) 0.45 pm 33 mm

- Frascos ambar

- Jeringa de 20 mL

- Mascarilla 3M con filtro para solventes organicos

- Material de vidrio: Vasos precipitado, bureta, erlenmeyer, pipeta, probeta, placas
Petri, tubos de ensayo, fiolas, embudos, bagueta.

- Microtubos de 2 mL

- Papel filtro rapido, papel filtro de fibra

- Papel toalla, papel aluminio y tissue

- Tips de 10, 200, 1000 y 5000 pL

- Tubos conicos de 10 y 50 mL

3.3.2. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

- Agitador magnético MR-HETTEC HEIDOLPH®

- Agitador vortex LP THERMO SCIENTIFIC®

- Balanza analitica GH-252 A&D®

- Balanza de precision OHAUS ADVENTURER®

- Bafio maria 1083 GFL®

- Campana extractora eléctrica CEX-150 C4®

- Centrifuga refrigerada U-320R BOECO GERMANY®

- Cocina eléctrica Dinamic Inox MGF8013 MAGEFESA®
- Colorimetro CR400 KONICA MINOLTA®

- Conductimetro INOLAB®

- Cronometro CASIO®

- Equipo de destilacion Kjeldahl

- Espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis THERMO SCIENTIFIC®
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3.3.3.

Estufa VENTICELL 111R MMM-Group®

Extractor Soxhlet BEHROTEST®

Texturémetro 3365 INSTRON®

Micropipetas 0.5-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 puL y 1000-5000 pL
Molino de impacto de rotor SR300 com alimentador vibratorio DR100 RETSCH®
Mufla HERAUS®

Potenciometro HI9026 HANNA®

Refrigerador/Congelador RN31 COLDEX®

Secador de bandejas

Tamiz Anular Abertura 3.0 P/SR300 y 0.2 P/SR300

Tamizador W.S. TYLER

Termoémetro (0-100° C + 2°)

Vernier

REACTIVOS

Acido 2,2'-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) - No. Cat. A1888,
Sigma-Aldrich®, Co. USA

Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Acido -6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) - No. Cat. 238813,
Sigma-Aldrich®, Co. USA

Acido acético 50%

Acido clorhidrico PA, Scharlau®

Acido gélico anhidro - No. Cat. 8.42649, Merck®, Co. USA

Bisulfito de sodio, Merck®

Carbonato de sdédio, Merck®

Caseina, Merck®

Clorhidrato de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (DL-BAPNA) - No. Cat. B4875,
Sigma-Aldrich®, Co. USA

Cloruro de calcio - No. Cat. 1.02382, EMSURE®, Alemania

Dimetil sulféxido (DMSO) - No. Cat. 515505, CDH®, India

Fenol Folin-Ciocalteu 2N - No. Cat. 1.09001, Merck®, Co. USA
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3.4.

3.4.1.

Fosfato dibasico de sodio anhidro - No. Cat. 643385, CDH®, India

Fosfato monobasico de sédio monohidratado - CDH®, India

Hidréxido de sodio - No. Cat. 1.06498, EMSURE®, Alemania

Kit de ensayo de almidon total - No. Cat. SA20, Sigma-Aldrich®, Co. USA
Maltosa anhidra, Merck®

Metanol HPLC, J.T. Baker®

Pancreatina de pancreas porcino 8 x USP especificaciones - No. Cat. P7545, Sigma-
Aldrich®, Co. USA

Persulfato de potasio - No. Cat. 010218, CDH®, India

Radical 2,2-Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) - Sigma-Aldrich®, Co. USA

Tartrato de sodio y potasio - No. Cat. GRM598, HIMEDIA®, India

Tripsina de pancreas porcino (tipo IX-S, 13000-20000 und BAEE/mg proteina) - No.
Cat. T0303, Sigma-Aldrich®, Co. USA

Trizma® base - No. Cat. T1503, Sigma-Aldrich®, Co. USA

a-amilasa de pancreas porcino (tipo [A 1184 U/mg proteina) (20 mg/mL solucién

salina) EC 3.2.1.1 - No. Cat. A6255, Sigma-Aldrich®, Co. USA

METODOS DE ANALISIS

CARACTERIZACION FiSICA

Forma, dimension y peso de 100 semillas

Para algunas caracteristicas morfoldgicas de las semillas de pajuro se emplearon los

descriptores de frijol comun (Phaseolus vulgaris) descritos por el Instituto Internacional de

Recursos Fitogenéticos (IPGRI, 2001). Para ello, se evaluaron tres descriptores (uno

cualitativos y dos cuantitativo), los cuales se describen a continuacion:

La forma de las semillas se determind de acuerdo a la clasificacion para Phaseolus

vulgaris (Figura 10).
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(1)

o

(5)

Figura 10: Clasificacion de las formas para Phaseolus vulgaris: (1)

Redonda, (2) Oval, (3) Cuboide, (4) Reniforme, (5) Alargada truncada
FUENTE: Tomado de IPGRI (2001)

- Las dimensiones promedio de tres repeticiones de un total de 30 semillas fue tomado
para reportar el largo (paralelo al hilum), ancho (lado opuesto del hilum) y espesor
(perpendicular al hilum), utilizando el vernier. Las dimensiones se expresaron en

centimetros (Figura 11).

Ancho (a) Espesor (e)

Longitud (L)

Hilum

Figura 11: Dimensiones consideradas en las semillas de pajuro

- El peso de las semillas, se determind escogiendo aleatoriamente 100 semillas, las
cuales se encontraban a temperatura ambiente y con una humedad entre 13 y 14 %.

El resultado fue expresado en gramos y trabajado por triplicado.

b. Color del tegumento y cotiledon de la semilla

El color del tegumento y cotiledon de la semilla de pajuro fresca y madura se determin6 con

la escala CIELAB utilizando el colorimetro CR400 Konica Minolta®. Los resultados se
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expresaron en términos de luminosidad (L*), coordenada rojo/verde (a*), coordenada
amarillo/azul (b*) y angulo de tono (h°). Las mediciones se realizaron en tres puntos

diferentes de un total de 20 semillas (Figura 12).

Tegumento

Cotiledon

Figura 12: Puntos de medicion del color de las semillas

c. Porcentaje de tegumento y cotiledon

Se determind de acuerdo a Caiza (2011), para ello las semillas se pelaron de forma manual
para poder separar el tegumento del cotiledon. Ambas partes de 100 semillas se pesaron en

una balanza de precision. Se trabajo por triplicado y el resultado se expres6 en porcentaje.

3.4.2. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL

Se determino la humedad (método gravimétrico, 925.10), proteina cruda (nitrégeno x 6.25 -
método Kjeldahl, 984.13), extracto etéreo (método de Soxhlet 920.85), fibra cruda (método
por digestion con HoSO4 y NaOH seguido de la incineracion de los residuos, 920.86) y ceniza
(método gravimétrico por incineracion, 923.03) de acuerdo a lo establecido por la AOAC
(2016). Los analisis se determinaron por triplicado y los resultados se expresaron en materia

seca (ms).

Los carbohidratos totales (ms) se determinaron por diferencia segun las tablas peruanas de

composicion de alimentos (Reyes Garcia ef al., 2017) de acuerdo con la Ecuacion 1:
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Cabohidratos totales (%) = 100 — (% proteina + % extracto etéreo + % ceniza) (1)

La energia se determin6 empleando el sistema de factores generales de Atwater (FAO, 2003)

de acuerdo con la Ecuacion 2:

Energia (kcal) = (g protefna x 4%) + (g extracto etéreo x 9 %) +

(g carbohidratos totales x 4 %) 2)

3.4.3. CALIDAD DE COCCION

a. Coccion de las semillas

Se colocaron 750 mL de agua destilada en una olla de 2.5 L y se llevé a ebullicion (90 °C),
inmediatamente se colocaron 250 g de semillas de pajuro frescas y maduras, se controlo el
tiempo de coccion (20, 25, 30 y 35 minutos) permitiendo obtener los tratamientos

experimentales (Anexo 1y 2). Este procedimiento se realizo por triplicado.

b. Pérdida de sélidos de pajuro hacia el agua de coccion

Segn Nasar-Abbas et al. (2008) para medir los solutos lixiviados en el agua de coccion, se
concentrd y se evaporod todo el liquido en una estufa a 105 °C hasta peso constante (Anexo
3). El resultado se expres6 como los sélidos perdidos en mg/100g (ms) de semilla cocida. Se

determino por triplicado.

c. Conductividad del agua de coccion

El agua de coccion se enfrio hasta temperatura ambiente y se determiné la conductividad de
los electrolitos lixiviados, empleando un equipo Inolab, los resultados se expresaron en
puS/cm, de acuerdo a lo establecido por (Miceli & Miceli, 2012). El procedimiento se realizo

por triplicado.
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d. Firmeza estimada por dureza de semillas cocidas

Se determiné segun el método 56-36.01 de la (AACC, 2016) con algunas modificaciones.
Cada tratamiento se cocid en las mismas condiciones establecidas en el disefio. La semilla
cocida se escurrio durante 15 segundos con un colador y luego se enfrié en un recipiente con
700 mL de agua destilada (20 &= 2 °C) durante 30 segundos. Nuevamente se escurrieron y se
transfirieron a otro recipiente con 700 mL de agua destilada (20 + 2 °C) durante 90 segundos
adicionales. Luego de ser escurridas fueron transferidas a un vaso de precipitado envuelto
en papel toalla para mantener la temperatura y humedad. Se utilizo el analizador de textura
Instron 3365 con carga estatica de 500 N y se us6 la celda de corte miniKramer. Se cargo
aproximadamente 4.5 £ 0.5 g de semilla cocida sin cascara (peso de medio cotiledon),
colocada perpendicularmente en las aberturas del soporte de la celda de cizallamiento
miniKramer (Anexo 4). Los pardmetros del sistema fueron: 1) velocidad del brazo de 1.5
mm/seg durante la compresion de la muestra, 2) Precarga 10 gf, 3) Penetracion 75 % de la
altura de la muestra. Los valores de firmeza se expresaron en N/g semilla cocida y fueron un
promedio de seis repeticiones con coeficiente de variabilidad menor al 10 %. Se us6 la

siguiente Ecuacion 3:

] N Fuerza maxima de corte
Firmeza (— ) =

g (3)

Peso de semilla cocina
3.4.4. DETERMINACION DE ALMIDON TOTAL

El contenido de almidon se midid usando el kit de ensayo de almidon SA20 de acuerdo con
el protocolo del fabricante (Sigma-Aldrich, 2013). Se solubiliz6 el almidon de la muestra
mediante el método DMSO/HCI. Para ello, se pes6é 0.2 g de las harinas de pajuro en un
matraz con tapa, se agregé 20 mL de DMSO y 5 mL de HCI 8 N, la mezcla se llevo a
incubacion a 60 °C por 30 minutos con agitacion. Luego se retiraron y se afiadio 50 mL de
agua desionizada y se ajusto el pH a 4.5 con NaOH 5 M. Se filtrd y el sobrenadante se diluy6

hasta 100 mL. A continuacion, se siguio el protocolo del fabricante (Anexo 5).
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3.4.5. DIGESTIBILIDAD DEL ALMIDON IN VITRO E INDICE GLUCEMICO

Se determind segun el método de Holm et al. (1985) con ligeras modificaciones, para ello
se utilizo a-amilasa de pancreas porcino (Tipo IA) que contenia 20 mg proteina/mL solucion
salina y 1184 U/mg proteina. Se prepararon 250 mL del tampon fosfato de sodio (TPS) 0.2
M a pH 6.9, mezclando 66.71 mL de Na;HPO4 (0.4 M) con 58.3 mL de NaH>PO4.H>O (0.4
M) y se ajusto el pH con NaOH o HCI concentrados. Luego, se prepard una solucion de
trabajo DNS que contenia 10 g de DNS, 11 g de NaOH, 0.5 g de bisulfito de sodio y 2 g de
fenol disueltos en 1 L de agua destilada. La solucion de trabajo de a-amilasa se obtuvo
mezclando 10 pL de la enzima con 2.8 mL de TPS para obtener una actividad amilasa de 85
U/mL (preparado méximo 30 minutos previos al comienzo de la hidrolisis). Para la reaccion,
se suspendieron 1.5 g de las harinas de semilla de pajuro en 50 mL de TPS
(aproximadamente 1 % de almidén p/v), se preincubd en bafio maria por 10 minutos hasta
37 °C y se tomo una alicuota de 100 pL para el tiempo cero (to). Inmediatamente se afiadio
1.25 mL de solucion de trabajo a-amilasa y se tomaron alicuotas de 100 pL a los 5, 15, 30,
60, 90 y 120 minutos de incubacion a 37 °C. Las muestras fueron analizarlas por el método
de DNS a 550 nm frente a un blanco tampon reemplazando la alicuota por TPS,
simultdneamente se realizo un blanco muestra (Anexo 6). La maltosa se utilizdé como patron
y los valores se expresaron en mg de maltosa liberada por gramo de muestra para obtener la
curva de calibracion de seis puntos (Anexo 7), el andlisis se realizé por triplicado. El grado
de hidrolisis se expres6 como la concentracion de azucares reductores en equivalentes de

maltosa en cada momento de acuerdo con la Ecuacion 4:

(Absssg nm +b) X 0.5
mg maltosa ty_i,9 =

(4)

m

donde,
0.5: concentracion de maltosa en la reaccion.
b: intercepto de la curva estandar de maltosa.

m: pendiente.

Los datos obtenidos del analisis DNS se procesaron adicionalmente segin Pélchen et al.,

(2022) para corregir los azucares reductores enddgenos presentes en la muestra antes de la
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adicion de a-amilasa y se expres6 como porcentaje de almidon digerido in vitro de acuerdo

con la Ecuacién 5:

mg maltosa ts_;,, - (mg maltosa t, — 1) X 0.95 x 100
mg almidon total

Almidén digerido in vitro (%) =

donde,
1: concentracion de maltosa en 500 uLL de blanco muestra.
0.95: factor de correccidon de hidrolisis.

ts.120: tiempo a los 5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.

a. Analisis de cinética de hidrolisis de almidon

El comportamiento cinético de la hidrolisis enzimatica se evalu6 mediante el modelo de
primer orden propuesto por Gotii et al. (1997), las curvas de digestibilidad se pueden ajustar

a la siguiente Ecuacion 6:

Ce = Coo (1 — ek (6)

donde,
Ct: Almidon digerido in vitro calculado en el tiempo t (%).
Cw: Almidon digerido en el punto final de la reaccion (%).

k: Constante de velocidad de primer orden (min™).

b. Linealizacion de cinética de hidrdlisis de almidon

Los célculos se realizaron segin el método denominado LOS por sus siglas en inglés Log of
Slope (logaritmo de la pendiente) propuesto por Butterworth ez al. (2012), quienes indicaron
que para obtener estimaciones confiables de los valores de k y C« para los posteriores
calculos de indices de hidroélisis (HI) se debe seguir los siguientes calculos.

Diferenciacion de la Ecuacién 6, esta primera derivada representa la pendiente de una curva

de digestibilidad en el tiempo t:

dc
< = Coke™ (7)
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Expresando la Ecuacion 7 en forma logaritmica se tiene:

In (%) = In(Ck) — kt (8)

Por lo tanto, se obtiene una grafica denominada LOS, donde el In(dC/dt) contra t es lineal
con una pendiente de —k. La interseccion en el eje y es igual a In(Ck) y, por lo tanto, C se

puede calcular a partir del valor de k£ obtenido a partir de la pendiente de la gréfica.

El 4rea bajo las curvas de digestibilidad (AUC) se obtiene de la integracion de la Ecuacion
6 entre los limites de to y un tiempo seleccionado too. Si to = 0, esta ecuacion se expressa
como:

AUCgg = Ceotgg + (C—“’) (e Koo — 1) (9)
90 o 90 k

El indice de hidroélisis (IH) se calcul6 dividiendo el 4rea bajo las curvas durante la digestion
del intestino delgado simulado (AUCyy) por el de una muestra de referencia

(AUCgq referencia)> pan blanco, usando la siguiente Ecuacion 10:

AUCq,

AUC‘)O referencia

[Hop = ( >x100 (10

c. Evaluacién del indice Glucémico predicho (IGp)

El IGp se estim6 a partir del [Hoo y los valores relativos se calcularon de acuerdo a Granfeldt

et al. (1992), como se muestra en la Ecuacion 11:

IGp, = 8.198 + 0.862 IHy, (11)
3.4.6. DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA IN VITRO (DPIV)

Se realiz6 segun el método reportado por Nosworthy et al. (2017), con modificaciones. Se
preparo 50 mL de suspension acuosa de la harina de pajuro (equivalente a 6.25 mg proteina
ms/mL), se ajusto el pH a 8.0 con NaOH (0.1 N) o HCL (0.1 N), y se colocd en bafio maria
a 37 °C con agitacion; el mismo procedimiento se realizé con la caseina como patrén de
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referencia. Simultaneamente se prepard el sistema multienzimdatico que contenia 50 mg de
tripsina de pancreas porcino (tipo IX-S, 13000-20000 und BAEE/mg proteina) y 50 mg de
pancreatina de pancreas porcino (8 x USP) disueltos en 25 mL de agua destilada, se reguld
el pH a 8 y fue mantenido en refrigeracion hasta su uso. A continuacion, se afladieron 5 mL
de la solucion multienzimatica a la suspension de proteinas, el cambio de pH fue medido
después de diez minutos contados desde que la mezcla (enzima-sustrato) alcanz6 los 37 °C.

El porcentaje de la digestibilidad de proteina in vitro fue calculada usando la Ecuacion 12:

Digestibilidad de proteina in vitro (%) = 65.66 + (18.13 X ApHyg min)  (12)

donde,
ApH10 min=(pH inicial de aproximadamente 8.0) — (pH a los 10 min)

3.4.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL INHIBIDOR DE TRIPSINA
(AIT)

Se determino segun lo descrito por Liu (2021) en la metodologia de volumen medio AOCS
Ba 12a-2020. Para la extraccion de los inhibidores, se mezcld 0.5 g de la muestra de harina
con 50 mL de NaOH 10 mM en un vaso de precipitado usando un agitador magnético a 100
RPM a temperatura ambiente durante 2 h, el extracto se centrifugd 15 min a 8000 RPM y 8
°C; el sobrenadante paso6 por un filtro de jeringa de 0.45 pm y se diluyo6 hasta 100 mL con
agua desionizada fria. Los extractos se almacenaron en congelacion hasta su uso. Para el
extracto del tratamiento TO fue necesaria una segunda dilucion (FD=20) hasta que la
inhibicion se encuentre entre 30 — 70 %. El ensayo se realiz6 en un bafio de agua a 37 °C.
Se inicio mezclando 1 mL del extracto con 2.5 mL de solucién de trabajo BAPNA (0.4
mg/mL precalentado a 37 °C), se preincubd por 10 minutos. Luego se agregé 1 mL de la
solucion de trabajo tripsina (20 pg/mL) con agitacion inmediata, la reaccion de color se
detuvo a los 10 min de incubacién agregando 0.5 mL de solucion de acido acético al 30 %
(v/v). El volumen obtenido pasé por un filtro de jeringa de 0.45 pm antes de la lectura de
absorbancia a 410 nm (A 410m) fue una medida la tripsina en presencia de los inhibidores en
la muestra. Para una lectura de referencia (Aasior), se utilizd6 1.0 mL de agua en lugar del
extracto diluido para trabajar en ausencia de inhibidores. También se prepararon y midieron

un blanco de muestra (A4i0Bm) Y un blanco de referencia (A4ioBr), para ello se anadio la
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solucion de enzima al final de la reaccion. El porcentaje de tripsina inhibida se calcula con

la siguiente Ecuacion 13:

(A — Ag1omc)
TI (%) — 410RC 410MC

(13)

A410RC

donde,

% TI: Porcentaje de tripsina inhibida.

Asiorc= (A 410r - A 4108r): lectura de referencia corregida en A410 nm.

A 410mc = (A 410Mm - A 4108m): lectura de muestra corregida en A410 nm.

(A s10rC - A 410Mmc) / A s10rc debe estar en el rango de 0.30 a 0.70, es decir, 30 — 70 % de

inhibicion de tripsina por un extracto de muestra diluido dado.

Luego, la actividad del inhibidor de la tripsina se expresa en mg tripsina inhibida por g

muestra en base seca de acuerdo a la Ecuacién 14:

0.02 AS
AIT (mg TI/g) = %TI X =2t X FD X (14)

muestra

donde,

0.02 mg: Cantidad de tripsina utilizada para el ensayo (1 mL de 20 pg/mL).

AS: Actividad especifica de la tripsina utilizada. Se consider6 una AS de 16500 und
BAEE/mg de proteina.

15000: Actividad especifica de una tripsina de referencia que tuviera una AS de 15000 und

BAEE/mg de proteina.

3.4.8. OBTENCION DE EXTRACTOS FENOLICOS

Se utilizdo el método de Chirinos et al. (2013) para extraer la fraccion hidrofilica.
Brevemente, se pesd 0.5 gramo de harina de semilla de pajuro y se mezclé con 10 mL de
metanol al 80% y se dejo reposar por 24 horas a 4 °C en oscuridad. Pasado ese tiempo se
centrifug6 el extracto a 4000 rpm por 30 minutos a4 °C, el sobrenadante se pasé por un filtro
de jeringa de 0.45 pum, se midid el volumen final recuperado y se almacen6 a -30 °C en

oscuridad hasta su uso.
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3.4.9. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES (CFT)

Se empleo la metodologia de Folin-Ciocalteau propuesta por Singleton & Rossi (1965), para
lo cual se hizo reaccionar 500 pL del extracto hidrofilico, 250 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteau 1 N, 8 mL de agua destilada y 1250 pL de carbonato de sodio al 7.5 %. La mezcla
se dejo reposar 30 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia a 755 nm frente a un
blanco reemplazando el volumen del extracto por agua destilada. Se realiz6 una curva de
calibracion de seis puntos con acido gélico (Anexo 8), el andlisis se realizd por triplicado.
El contenido de CFT fue expresado en miligramos equivalentes de acido galico por gramo

de muestra en base seca (mg AGE/g).

3.4.10.DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DPPH

Para medir el efecto antioxidante del extracto sobre la actividad del radical DPPH- (2,2-
Difenil-1-picrilhidracilo), se emple6 la metodologia descrita por Chirinos et al. (2013). Se
preparo6 una solucion madre de DPPH 0.6 mM con metanol y se almaceno a -20 °C hasta su
uso. Para el anélisis, se prepard la solucion de trabajo de DPPH diluyendo con metanol hasta
alcanzar una absorbancia de 1.100+0.002 a 515 nm. Se tom¢é 150 uL del extracto hidrofilico,
se mezcld con 2.850 pL de la solucidon de trabajo de DPPH, se mezclo y dejo reaccionar por
30 minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo se midid la absorbancia a 515 nm frente a
un blanco reemplazando el volumen del extracto por metanol. La curva de calibracion se
realizo con trolox (Anexo 9) y la actividad antioxidante se reporté como equivalente trolox

umol ET/g de muestra en base seca.

3.4.11.DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ABTS

Se utilizo el método reportado por Chirinos ef al. (2013), donde el efecto antioxidante del
extracto sera medido sobre la actividad del cation radical ABTS-* (acido 2.2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico). La solucion madre ABTS incluia la solucion de ABTS 7.2
mM vy la solucion de persulfato de potasio 2.45 mM, ambos disueltos en agua desionizada.
La mezcla repos6 en oscuridad a temperatura ambiente durante 12 h antes de su uso. Luego,
se prepar6 la solucion de trabajo ABTS diluyendo la solucién madre con metanol (1:60, v/v)
hasta alcanzar una absorbancia de 1.100 + 0.002 a 734 nm. Para la medicion de la actividad
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antioxidante se tomod 150 pL de extracto hidrofilico (FD=6) y se mezcld con 2850 pL de la
solucion de trabajo ABTS, después de 2.5 horas de reaccidon en oscuridad, tiempo requerido
para que la lectura fuera constante, se midid la absorbancia a 734 nm frente a un blanco
reemplazando el volumen del extracto por metanol. Ademas, el espectrofotdmetro se puso
en blanco con metanol. Para la curva estandar se utiliz6 trolox con seis puntos (Anexo 10),

los resultados se expresaron en equivalente trolox como umol ET/g en base seca.

3.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A continuacion, se describen las operaciones unitarias para la obtencion de las harinas de

semillas de pajuro crudo y cocido (Figura 13).

- Seleccion: Se separd de forma manual toda materia prima que presente signos de
deterioro o dafio visible, tanto fisico como microbioldgico.

- Clasificacion: Se verificod el estado fisiologico de las semillas de pajuro,
clasificandose las semillas maduras (marréon oscuro) y de mayor tamaio,
manualmente a fin de obtener una coccién homogénea.

- Lavado y desinfectado: El lavado se realizo con la finalidad de retirar cualquier tipo
de materia extrafia que pudiera estar presente en las semillas. Para tal efecto se emple6
agua potable fria y se utiliz6 una solucién de hipoclorito de sodio 100 ppm (CLR).

- Coccion: Se llevo a cabo empleandose el método tradicional a presion atmosférica,
empleandose una cocina eléctrica industrial y una olla de acero inoxidable, se trabajo
con una relacion de semillas-agua de 1:3 a temperatura de ebullicion y cuatro tiempos
(20, 25, 30 y 35 min).

- Enfriado: Se escurrieron las semillas recién cocidas y se sumergieron en dos bafios
de agua a temperatura ambiente por 30 segundos cada uno para detener la coccion.

- Descascarado: Se realizd manualmente con cuchillos, a fin de retirar la cascara y
separarla del cotiledon.

- Cortado: Se realizo con cuchillos para reducir el tamafio de las semillas a particulas
mas pequefias de 5 mm aproximadamente a fin de aumentar el area superficial.

- Secado: Las semillas cortadas se llevaron a un secador de bandejas, siendo sometidas

a una temperatura de 40 °C por un tiempo de 16 horas.
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Molienda gruesa: Las semillas secas se redujeron de tamafio mediante el uso de un
molino de rotor y un tamiz anular de abertura 3.0 P/SR300, con la finalidad de evitar
recalentamiento en el equipo.

Molienda fina: Debido a la dureza de la semilla se molié nuevamente con el molino
de rotor y un tamiz anular de abertura 0.20 P/SR300 para obtener la harina uniforme.
Envasado: La harina se envaso en bolsas bilaminadas con cierre hermético.

Almacenamiento: Se almacenaron a -18 °C hasta su posterior analisis.

Semillas de pajuro

4

Semillas quebradas,

SELECCION —» atacadas por plaga o
* tegumento arrugado
CLASIFICACION Semillas pequefias
CRL=100 ppm |LAVADO Y DESINFECCION
) . Semilla:agua (1:3)
DESCASCARADO —» Céascara COCCION )
* * O =20 —35 min
CORTADO a=5mm ENFRIADO
SECADO T=40°C DESCASCARADO | » Cascara
* ©=18 horas *
MOLIENDA GRUESA CORTADO a=5mm
MOLIENDA FINA SECADO T=d0°C
* * ©=18 horas
ENVASADO MOLIENDA GRUESA
ALMACENAMIENTO T=-18 °C MOLIENDA FINA
Harina de semillas de pajuro *
crudo ENVA*SADO
ALMACENAMIENTO T=-18°C

Harina de semillas de pajuro

cocido

Figura 13: Flujo de operaciones para la obtencion de harina de semillas

de pajuro crudo y cocido
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento fue planteado en tres etapas (Tabla 7). En la etapa 1 se realizo la
caracterizacion fisica de las semillas de pajuro y la caracterizacion quimica de la harina
obtenida de la semilla cruda sin céscara (T0). En la etapa 2 se determinaron las caracteristicas
para la calidad de coccion donde la variable independiente fue el tiempo de coccion (20, 25,
30 y 35 minutos) y las variables respuestas fueron la pérdida de solidos hacia el agua de
coccidn, conductividad en el agua de coccion y firmeza estimado por dureza de semillas
cocidas. Por ultimo, en la etapa 3 se realizo la caracterizacion quimica de las harinas de
semillas cocidas, mediante analisis quimico proximal, almidon total, digestibilidad del
almidon in vitro, indice glucémico predicho, digestibilidad de la proteina in vitro, actividad
del inhibidor de tripsina, compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante DPPH y

ABTS.
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Tabla 7: Disefio experimental para caracterizacion de semillas de pajuro

« Capacidad antioxidante DPPH y
ABTS

;5 Etapa I Etapa IT Etapa I
< CARACTERIZACION FISICA Y QUIMICA . CARACTERIZACION QUIMICA
E SEMILLA CRUDA CALIDAD DE COCCION SEMILLAS COCIDAS
D do - Secado - Molienda-
< escascaraco - secado - Mollenda Descascarado - Secado - Molienda-=
=
a7
: Semillas Descascarado - Secado - Molienda-
(-
a4 de pajuro e
E A T3: 30 min Descascarado - Secado - Molienda
2 < T4: 35 min - Descascarado - Secado - Molienda-
« Anélisis quimico proximal « Anélisis quimico proximal
« Almidoén total « Almidoén total
© |- Forma, dimension y peso de 100 « Digestibilidad del almidén in vitro = Digestibilidad del almidén in vitro
) semillas « Indice glucémico predicho = Pérdida de solidos hacia el agua de coccion « Indice glucémico predicho
j = Color de tegumento y cotiledon « Digestibilidad de proteina in vitro |- Conductividad del agua de coccion « Digestibilidad de proteina in vitro
» Humeda « Actividad de ibidor de Tripsina |- Firmeza estimada por dureza de semillas cocidas « Actividad de ibidor de Tripsina
Z Humedad Actividad del Inhibidor de Tripsi Fi imad; d d ill id Actividad del Inhibidor de Tripsi
< |- Porcentaje de tegumento y cotiledon |- Compuestos fendlicos totales » Compuestos fendlicos totales

« Capacidad antioxidante DPPH y
ABTS

TO: Harina de pajuro crudo

T1: Harina de pajuro cocido 20 min
T2: Harina de pajuro cocido 25 min
T3: Harina de pajuro cocido 30 min
T4: Harina de pajuro cocido 35 min




3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar (DS). Se emple6 un
disefio completamente al azar (DCA), donde los resultados fueron analizados a través de un
analisis de varianza (ANOVA) trabajando con un nivel de significancia de 5 % (o = 0.05);
para los factores significativos se realizé la prueba multiple rangos de Tukey para determinar
diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles del factor. Para ello se empled el

programa estadistico Statgraphics 18 (ver Anexos 11 al 25).

Los analisis de calidad de coccion y caracterizacion quimica de las muestras semillas cocidas
se correlacionaron como matriz mediante la correlacion de dos colas de Pearson. Se
considero significancia estilo APA con p<0.001 (fuerte), p<0.002 (moderada) y p<0.033
(débil) empleando el software GraphPad Prism version 8.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FISICA DE LAS SEMILLAS DE PAJURO

La Tabla 8 corresponde a las caracteristicas fisicas analizadas en las semillas de pajuro

crudas.

Tabla 8: Caracteristicas fisicas de la semilla de pajuro cruda

Mediciones Valores

Dimension de las semillas’

Largo (cm) 3.89£0.23

Ancho (cm) 2.46£0.11

Espesor (cm) 1.65+£0.10
Peso de 100 semillas (g)? 448.59+16.24
Peso de cascara (%)> 8.76 £ 0.55
Peso de cotiledon (%)? 91.24 +1.01

Humedad de la semilla sin cascara (%)* 59.65+0.39

Color del tegumento®

L* 29.12+1.94
a* 6.50+1.42
b* 5.77 £2.57
h° 39.70 £ 8.19
Color del cotiledén®
L* 78.61 £ 1.88
a* -6.46 £ 0.62
b* 19.11 £2.48
h° 108.82 £ 1.76

Resultados expresados como el promedio + DS ('n=30; *n=3; *n=20).



4.1.1. FORMA, DIMENSION Y PESO DE 100 SEMILLAS

Las semillas de pajuro analizadas presentaron forma elipsoidal y arrifionada, siendo sus
dimensiones una representacion cuantitativa de ello. De acuerdo con Araujo (2005), las
semillas de pajuro presentan formas ovaladas; asimismo, fueron semejantes a las formas

ovoide y reniforme, determinadas por la FAO (2016) e IPGRI (2001) en frijol comun.

Respecto a las dimensiones, los resultados son similares a los valores reportados en pajuro
que vande 3 — 6 cm de largo, 1.7 — 3.4 cm de ancho y 1.4 — 2.8 cm de espesor (Acero, 2002;
D’Amore, 2017; Delgado-Soriano et al., 2020; Mejia et al., 1993). Ademads, conforme a la
clasificacion para el tamano de las semillas de pajuro propuesta por Mejia et al. (1993), las
semillas analizadas se pueden consideraron medianas. Sin embargo, su tamaio sigue siendo
superior a las legumbres de consumo comun como el garbanzo (1.03, 0.85 y 0.67 cm de
largo, ancho y espesor, respectivamente), frijol canario (1. 33, 0.80 y 0.71 cm de largo, ancho
y espesor, respectivamente) y Haba INIA 423 —haba blanca gigante Yunguyo (3.45 cm
de largo) (Bhattacharya & Malleshi, 2012; INIA, 2010; Magallanes, 2021).

Asimismo, su gran tamafio se vio evidenciado en la determinacion del peso de 100 semillas,
para el que se obtuvo un valor de 448.59 g, cabe mencionar que para este analisis las semillas
tuvieron una humedad de 13 — 14 %. En comparacion con otras legumbres, las semillas de
pajuro superaron ocho veces el peso del Frijol Canario Camanejo (51 — 60 g), seis veces el
peso del frijol rojo (72 — 80 g) y tres veces el peso de las habas rojas (120 — 186 g) (Estacion
Experimental Agraria, Andenes - Cusco, 2004, 2014; Estacion Experimental Agraria, Santa
Rita - Arequipa, 2014; Zhong et al., 2018). Esto refleja su superioridad en peso y tamafio

frente a una amplia variabilidad entre las distintas leguminosas.

4.1.2. COLOR DE TEGUMENTO Y COTILEDON

El color del tegumento y cotiledon se analizd con las coordenadas del espacio de color
CIELAB. Los parametros a* y b* fueron 6.50 y 5.77, respectivamente. Ademas, el angulo
de tono h® que representa el atributo cualitativo seglin el cual los colores se pueden definir

como, rojo (0°) y amarillo (90°), fue para el tegumento 39.70° por lo que su tonalidad se
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pueden describir entre rojo y ligeramente amarillo con una luminosidad (L*) baja de 29.12,
lo que corresponde al color oscuro del tegumento de la semilla de pajuro. Al respecto, Araujo
(2005) y Delgado-Soriano et al. (2020) sostienen que un color marrén oscuro y guinda de
las semillas de pajuro son indicadores de madurez. Por su parte, el cotiledon presentd
parametros a* y b* de -6.46 y 19.11, respectivamente y el valor de h°® fue 108.82° es decir,

su color tiende a amarillo (90°) y ligeramente verde (180°) con una alta luminosidad (78.61).

Segtin Zhong et al. (2018), el color de las semillas de legumbres es un indicador de calidad
importante para la aceptacion del consumidor; ademas, menciona que la pigmentacion del
tegumento puede deberse principalmente a los polifenoles y la clorofila. Asimismo, De Cillis
et al. (2019) asocia la maduracion con el cambio color de semillas de verde a otros colores,

ya que la clorofila se descompone y otros pigmentos se acumulan.

4.1.3. PORCENTAJE DE TEGUMENTO Y COTILEDON

La cuantificacion de las partes de la semilla de pajuro result6 8.76 % de tegumento y 91.24
% de cotiledon. Al respecto, la proporcion reportada para pajuro proveniente de Cajamarca
(10.8 % cascara y 89.2 % cotiledon) y Oxapampa (17.6 % cascara y 82.4 cotiledon)
representan valores cercanos (Delgado-Soriano et al., 2020; Espinoza, 2018). De forma
similar Caiza (2011) reportd que la semilla de tarwi tiene 10.74 % de céscara, 84.66 % de
cotiledon y 4.61 % de germen. Asimismo, Wani et al. (2017) indicé que en cuatro variedades
de frijol el porcentaje de céscara fue de 9.3 — 9.7 %. Por su parte, Zhong et al. (2018),
menciona que los porcentajes caracteristicos en las leguminosas son 8 — 16 % de tegumento,
80 — 90% de cotiledén y 1 — 3 % de embridn. Por lo tanto, los porcentajes obtenidos

coinciden con los caracteristicos en leguminosas.

4.1.4. HUMEDAD DE LA SEMILLA

El contenido de humedad de la semilla sin cascara fue 59.65 %, lo cual es cercano a lo
mencionado por Delgado-Soriano et al. (2020) con 66 %. Valores similares se repontan en
semillas de grano verde de frijol caupi (58.32 — 60.66 %) (Melo et al., 2017). Segun la FAO
(1985), el contenido de humedad como indicador de madurez en leguminosas determina el

momento de la cosecha, asi las semillas con un porcentaje de humedad aproximadamente
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del 50 % estan en madurez lechosa y entre 30 — 40 % se encuentran en su madurez
fisioldgica. Al respecto, Melo et al. (2017) menciona que los granos lechosos o fresco son
llamados asi por estar cerca de la etapa de maduracién fisiologica, presentan alrededor del
60 al 70 % de humedad, es decir, es la etapa en la que dejan de acumular fotosintatos,
comienza el proceso de deshidratacion natural y es facil de reconocer, ya que comienza el
cambio de color caracteristico de la variedad. En consecuencia, las semillas de pajuro

analizas podrian encontrarse en estado de madurez lechosa o como semilla fresca.

4.2. CALIDAD DE COCCION

Se encontraron diferencias significativas (p <0.05) entre todos los tratamientos con respecto
a la pérdida de solidos hacia el agua de coccion, conductividad en el agua de coccion y

firmeza de las semillas cocidas (Tabla 9).

Tabla 9: Caracteristicas de la calidad de coccion de la semilla de pajuro

Conductividad del
Pérdida de sélidos' Firmeza®
Tratamiento agua de coccion'
(mg/100g) (N/g)
(nS/cm)
T1 (20 min) 1.59 +£0.02% 2772.67 +£49.332 13.64 +£1.02°
T2 (25 min) 1.78 £ 0.02° 4354.03 + 49.66° 8.99 +0.77°
T3 (30 min) 2.09 £ 0.03¢ 6086.54 + 115.38° 7.32 £0.28°¢
T4 (35 min) 2.49 +0.024 8967.39 + 86.27¢ 6.18 £0.47¢

Resultados expresados como el promedio = DS ('n=3; *n=6).
Letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p<0.05).

Se observo una correlacion positiva fuerte entre la pérdida de solidos hacia el agua de
coccidn y el tiempo de coccidn (r = 0.99, p<0.001). Ademads, se determind un coeficiente de
determinacion bueno, lo que sugiere que el 97.47 % de la variabilidad de la pérdida de
solidos puede ser explicada por el tiempo de coccion (Figura 14). Los valores obtenidos en
las semillas frescas de pajuro para los tiempos T1, T2 y T3, se encontraron por debajo de los
reportado en granos secos como las habas, lentejas y arvejas cuya pérdida de solidos fue 2.2
—2.5,3.2—-33y 3.0 — 3.4 %, respectivamente (Abdel-Aal et al., 2019). Unicamente la
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cocciéon por 35 min (T4) fue similar a lo reportado en habas, pero menor para lentejas y
arvejas. Segun Wani et al. (2017), la pérdida de so6lidos en algunas variedades de frijol
cocidas sin remojo por periodos prolongados (68 a 86 minutos), fue de 13 — 15 %. Por lo
tanto, se espera que por tratarse de semillas de pajuro frescas la lixiviacion de s6lidos hacia
el agua de coccion debe ser menor a lo obtenido para granos secos que requieren largos

tiempos de coccion.
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Figura 14: Modelo lineal de correlacion entre pérdida de solidos hacia el

agua de coccion y tiempo de coccion

El mismo comportamiento de correlacion se vio entre la conductividad del agua de coccion
y el tiempo de coccion (r = 0.99, p<0.001). Asimismo, el coeficiente de determinacion fue
bueno, dado que sugiere que el 97.69 % de la variabilidad en la conductividad del agua de
coccion puede ser explicada por el tiempo de coccion (Figura 15). Los resultados de
conductividad en el agua de coccion de las semillas de pajuro se encontraron muy por encima
de lo reportado en el agua de remojo de frijol comin y frijol chivata (1378 puS/cm y 583
puS/cm, respectivamente) (Mujica et al., 2011), mientras que en habas fue 827 pS/cm (Nasar-
Abbas et al., 2008). Si bien, esta caracteristica es comunmente medida en el agua de remojo
de legumbres secas que requieren de este tratamiento previo a la coccion y es tomado como
un parametro de calidad, en esta investigacion las semilla por ser fresca no requirieron de
remojo; sin embargo, cabe resaltar que se encontrd que la conductividad medida en el agua

de cocciodn se correlacion6 perfectamente con la pérdida de sélidos hacia el agua de coccion
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(r =1, p<0.001) y present6 una correlacion alta con la firmeza (r = -0.88, p<0.001). Por lo
tanto, la conductividad del agua de coccion podria resultar importante como predictor de la

calidad de coccion debido a su practica medicion.
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Figura 15: Modelo lineal de correlacion entre conductividad del agua de

coccion y tiempo de coccion

Respecto a la correlacion entre la firmeza y el tiempo de coccion se tuvo el valor de r =-0.92
(p<0.001), mostrandose una relacion negativa fuerte entre las variables. Mientras que el
coeficiente de determinacion explicod que el 94.36 % de la variabilidad de la firmeza puede
ser explicado por el tiempo de coccion (Figura 16). Los resultados de firmeza obtenidos en
N/g de semilla de pajuro cocida para los tratamientos T2, T3 y T4 fueron mayores a lo
reportado por Magallanes (2021) en frijol canario 2000 (0.91 — 4.51 N/g) y frijol INIA 404
(1.74 — 6.87 N/g), pero la firmeza de la variedad frijol INIA 439 de Huaral (8.07 N/g) se
encontrd entre tratamientos T3 y T4. Cabe mencionar que la firmeza se midié en medio
cotiledon sin céscara debido al gran tamafio de la semilla de pajuro y a la dureza de su
cascara, factores que dificultaban la penetracion de las cuchillas de la celda miniKramer.
Este factor podria influir en los resultados en comparacion con otros autores que realizan la
medicion de la firmeza en la semilla entera y con céscara; tal es el caso de granos cocidas en
una cocina automatica Mattson como el garbanzo (21.1 — 32.8 N/g), lenteja (14.2 — 18.3
N/g), frijol blanco (16.4 — 26.7 N/g) y frijol pinto (19.1 — 28.7 N/g) cuya firmeza resulto

superior en todos los casos (N. Wang et al., 2012).
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coccion

4.3. CARACTERIZACION QUIMICA DE LAS SEMILLAS DE PAJURO

En la Tabla 10 se presenta el analisis de correlacion de Pearson de la caracterizacion
quimicas y los factores de calidad de coccion estudiadas en las semillas de pajuro cocidas.
En ella se puede observar que el tiempo de coccidn se relaciond significativamente con la
mayoria de caracteristicas quimicas, a excepcion del contenido de proteina, extracto etéreo
y las capacidades antioxidantes. Asimismo, la firmeza de las semillas cocidas fue la
caracteristica de calidad de coccién que se correlaciond con un mayor numero de las
caracteristicas quimicas. Posteriormente se presenta el andlisis del efecto del tiempo de

coccidn en cada caracteristica.

4.3.1. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL Y ALMIDON TOTAL

Enla Tabla 11 se presenta la composicion quimica de la semilla de pajuro sin céscara (cruda
y cocida); se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la concentracion de los
nutrientes analizados a excepcion del extracto etéreo, siendo para todos los casos menor al

uno por ciento.
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Tabla 10: Matriz de correlacion entre las caracteristicas de calidad de coccion y las caracteristicas quimicas de las semillas

de pajuro cocidas

Tiempo Firmeza Conduct. PS CT Proteinas EE  Fibra  Ceniza AT IGp DPIV AIT CFT  DPPH

Firmeza -0.92 %%

Conductividad (. 99*** -0.88***

PS 0.99%*x  -(0,87*** 1 00***

CT 0.91%*% -0.76%*  (0.95%** (.94***

Proteina -0.32 0.51 -0.24 -0.21 -0.29

EE -0.14 -0.06 -0.17 -0.22 -0.08 -0.81%*

Fibra 0.69* -0.71*%*  0.67* 0.65%* 0.60%* -0.45 0.26

Ceniza -0.86*** 0.66%* -0.92%** _0.92%** _0.98*** (.10 0.20 -0.54

AT -0.68* 0.80**  -0.61* -0.60* -0.48 0.45 -0.08 -0.24  0.38

1Gp 0.87%** -0.64* 0.93%** (0.93*** (.95%** (.01 -0.34 0.51 -0.98*** -(.35

DPIV 0.88%*% -0.77** 0.90*** (0.90*%** (0.84*%** -0.16 -0.11 0.71*  -0.84*** _-0.47  (.85%**

AIT -0.93**x (. 97***  _(88**k* -0 87*F** -0.75%* 0.44 0.02 -0.73** 0.66* 0.76** -0.65* -0.73**

CFT -0.59* 0.74*%*  -0.57 -0.52 -0.59* 0.71%* -0.53 -0.61* 0.48 0.58* -0.36 -044  0.67*

DPPH -0.37 0.56 -0.35 -0.31 -0.36 0.57 -0.42 -044 0.27 0.40 -0.16 -0.19  0.52  0.88*%**
ABTS -0.56 0.77%*  -0.50 -0.48 -0.46 0.78%* -0.50 -0.48 0.32 0.73** -0.22 -0.36  0.70* 0.92%** () 85%**

PS: Pérdida de sélidos. CT: Carbohidratos totales. EE: Extracto etéreo. AT: Almidén total. IGp: Indice glucémico predico. DPIV: Digestibilidad de la
proteina in vitro. AIT: Actividad del Inhibidor de Tripsina. CFT: Compuestos fendlicos totales. DPPH: Capacidad antioxidante por DPPH. ABTS:
Capacidad antioxidante por ABTS. Significancia: *** p<0.001 (fuerte); ** p<0.002 (moderada) y * p<0.033 (débil).



Tabla 11: Composicion quimica de la semilla de pajuro en base seca

Energia Carbohidratos  Proteina! Ceniza Fibra Extracto Etéreo Almidon Total
Tratamiento
(keal) (%) (%) (%) (%o) (“o) (“o)

TO (crudo) 377.20+0.73*  72.20+£0.31* 21.15+£0.19®® 6.23+0.02® 2.77 £0.18? 0.42 +0.19* 40.61 £ 1.67%
T1 (20 min)  377.67+ 1.13%® 72.62+0.17® 21.26+0.19® 5.88+0.16° 3.07+0.11% 0.24 +0.19% 35.85 +0.24°
T2 (25 min) 379.21+£0.49°  73.04 £0.13> 20.74+£0.19* 5.77+0.03> 3.40 £ 0.53° 0.46 +0.12% 31.91 +£2.56%
T3 (30 min)  378.89 +£0.04%® 7321 +0.19° 20.94+0.19®° 5.60+0.00° 3.50 £ 0.40° 0.25+0.01*  31.43+0.70°
T4 (35 min)  384.25+0.09° 74.51+0.08¢ 20.97+0.19® 426+0.15¢ 3.62+0.01° 0.26 £0.09°  31.67+0.47°

Resultados expresados como el promedio + DS (n=3).
Letras diferentes por columna indica diferencia significativa (p<0.05).

INx6.25.



En investigaciones previas, las semillas de pajuro crudas reportaron valores de proteina que
van de 18 a 20 %, extracto etéreo de 0.5 a 0.9 %, fibra de 4.8 a 7.5 %, ceniza de 4.9 2 6.9 %
y carbohidratos de 68 a 75 % (Barrera & Mejia, 1998; Delgado-Soriano et al., 2022;
Escamilo, 2015; G. Pérez et al., 1979; O. Pérez, 2011). Por otro lado, Espinoza (2018)
analiz6 semillas de pajuro de Oxapampa cocidas sin cdscara por 20 minutos y obtuvo 17.13
% de proteina, 0.89 % de extracto etéreo, 6.25 % de fibra, 5.84 % de ceniza 'y 76.14 % de
carbohidratos. Asimismo, Delgado-Soriano et al. (2022) analizaron semillas de pajuro de
Cajamarca cocidas con céascara por 30 minutos que contenian 20.58 % de proteina, 0.47 %
de extracto etéreo, 2.83 % de fibra, 4.51 % de ceniza y 74.44 % de carbohidratos. Ademas,
Vargas (2016) que también trabajo con pajuro de Cajamarca cocidas con cascara por 30
minutos obtuvo 22.8 % de proteina, 1.52 % de extracto etéreo, 0.94 % de fibra, 2.90 % de
cenizay 72.78 % de carbohidratos. Respecto al contenido de almidon de la semilla cruda de
pajuro sin cascara (TO) fue de 40.61 %, valor que coincidi6 a lo reportado por Triviiio &
Rodriguez (1994) para semilla de pajuro cruda cultivada en Colombia que contiene 39.1 %
de almidon. Por lo tanto, los valores determinados en la presente investigacion son cercanos

a lo informado por otros autores tanto para las semillas crudas como cocidas.

Las semillas de pajuro después del proceso de coccion con cuatro tiempos, mostraron un
aumento de carbohidratos del 0.6, 1.2, 1.4y 3.2 % para T1, T2, T3 y T4, respectivamente;
ademas se presentd una correlacion positiva fuerte entre el contenido de carbohidratos y el
tiempo de coccion (r=0.91, p<0.001). Asimismo, se obtuvo un coeficiente de determinacion
que sugiere que el 92.61 % de variabilidad del contenido de carbohidratos es explicado por
el tiempo de coccion (Figura 17). Dicha tendencia coincide con lo reportado por Soaud et
al. (2021) que obtuvieron un alto contenido de sustancias no proteicas (carbohidratos totales,
lipidos y vitaminas), en semillas de caupi verde, tras la coccion. Contrario a lo esperado, los
carbohidratos totales se correlacionaron positivamente con la pérdida de solidos (r = 0.94,
p<0.001). Segin Wani et al. (2017) luego de la coccion de legumbres se obtiene una
correlacion negativa con el contenido de carbohidratos (r = -0.873). Asimismo, Piecyk ef al.
(2019) mencionan que los componentes, como la sacarosa, los oligosacéridos o la fibra
dietética soluble pueden migrar al agua de coccidn. Por lo tanto, es posible que el aumento
del contenido de carbohidratos sea resultado de la pérdida otros componentes en la materia

seca, lo que se confirma por la disminucién del contenido de cenizas y almidon.
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Figura 17: Modelo polinomial de correlacion entre carbohidratos y

tiempo de coccion

Considerando el contenido de ceniza en las semillas de pajuro, se evidenci6 una tendencia
inversa con respecto al contenido de carbohidrato, se observd una reduccion del 5.6, 7.3,
10.1 y 31.6 % de cenizas en T1, T2, T3 y T4, respectivamente; ademas se confirmo con una
correlacion negativa fuerte entre el contenido de cenizas y el tiempo de coccion (r =-0.86,
p<0.001). Ademas, se obtuvo un coeficiente de determinacion alto, sugiriendo que la
variabilidad de 95.59 % en contenido de cenizas es explicado por el tiempo de coccion
(Figura 18.a). Al respecto, un comportamiento similar se reporta en granos de caupi verde y
frijol comun después de la coccion, dicha reduccion se atribuye a la pérdida de minerales
por difusion en el agua utilizada en el tratamiento térmico (Melo et al., 2017; Soaud et al.,
2021; Wang et al., 2017). Esto tltimo se evidencid con una correlacion negativa fuerte entre
el contenido de cenizas y la pérdida de sélidos, y el contenido de ceniza con conductividad
del agua de coccion, donde ambas relaciones presentaron una correlacion fuerte (r = -0.92,
p<0.001) y la variabilidad del 97.39 % en contenido de cenizas es explicado por la pérdida
de solidos (Figura 18.b). Respecto a la relacion del contenido de ceniza con la firmeza (r
=0.66, p<0.033); Sanchez-Arteaga et al. (2015) y Shimelis & Rakshit, (2005) relacionaron
la dureza y el tiempo de coccidn de frijoles comunes cocidos con la concentracion de calcio,
encontrando cantidades de calcio mucho mayores en frijoles con valores més altos de tiempo
de coccion. Esto se debe a que la presencia de minerales divalentes como el calcio (Ca) y el
magnesio (Mg) en las legumbres pueden reticular biopolimeros como la pectina, lo que

retarda la absorcion de agua y aumenta la firmeza de los frijoles (Abdel-Aal et al., 2019).
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Figura 18: a) Modelo polinomial de correlacion entre ceniza y tiempo de
coccion. b) Modelo polinomial de correlacion entre ceniza y pérdida de

solidos

El contenido de carbohidratos y cenizas en la semilla de pajuro cruda sin cascara (T0) es
ligeramente mayor que el de leguminosas comercializadas en Pert segtin lo reportado por
Reyes Garcia et al. (2017) en las tablas peruanas de composicion de alimentos, entre ellas
se tiene a las de arveja fresca sin vaina, frejol canario fresco (frejol verde), habas frescas sin
cascara y sin vaina y pulpa fresca de gigante rojo, que se encuentran entre 58 — 71 % de
carbohidratos y 3 — 4 % de cenizas; por el contrario, el contenido de proteina y grasa fue

menor a las leguminosas mencionadas que reportaron 23 —37 %y 1 — 2 %, respectivamente.

Asimismo, los carbohidratos de los tratamientos cocidos (20 a 35 minutos) fue mayor a otras
leguminosas comerciales cocidas como frejol canario, habas secas sin céscara, pallar con
cascara, frejol panamito y frejol castilla cuyos valores van de 63 — 69 %, pero menor al
contenido de proteina y grasa, 23 — 28 % y 2 — 5 %, respectivamente (Reyes Garcia et al.,
2017). Sin embargo, su aporte energético por el valor de proteina que tiene, bajo la
regulacion de la Union Europea se puede clasificar a las semillas de pajuro como “excelente

fuente de proteinas” (Delgado-Soriano ef al., 2022).

La relacion entre el contenido de fibra y almidon con el tiempo de coccidn, fue débil con
valores de r =0.69 y r =-0.68 (p<0.033), respectivamente. Esto coincide con lo reportado por
Soaud et al. (2021) en semillas de caupi verde que presentaron contenidos de fibra casi

similares antes y después del proceso de coccidon. Por su parte, Chinedum et al. (2018)
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reporta un comportamiento similar en el contenido de almidon total, dado que la coccidon de

los frijoles no la afectaron significativamente.

En relacion al contenido de proteina y extracto etéreo, los cambios fueron marginales y por
lo tanto no se correlacionaron con el tiempo de coccidon. Contrario a ello, Soaud et al. (2021)
analizd que en las semillas de caupi verde después del proceso de coccidon presentan una
reduccion en la proteina debido a su pérdida durante la coccion, ya que una pequetia cantidad
de aminodcidos puede solubilizarse en el agua de coccion, provocando una disminucion en
el contenido de proteina de las semillas. Asimismo, Nosworthy et al. (2017) reporta una
reduccion de 1 a 2 % de proteina tras la coccion de semillas de garbanzo y frijoles pinto. No
obstante, Nosworthy ef al. (2018), menciona que el procesamiento térmico (extrusion,
horneado o coccion) en lentejas verdes y rojas no alterd drasticamente el contenido de

proteina dado que solo se observé un aumento inferior al 2 %.

Por otro lado, aun cuando existen revisiones sobre los granos de leguminosas frescos o
verdes que contienen cantidades mas bajas de proteina en comparacion con los granos secos
de la misma especie (Ntatsi et al., 2018); otros autores como Carvalho et al. (2022) informan
que el contenido de proteina de semillas frescas de frejol caupi (29.4 %) es
significativamente mayor que en las semillas secas (27.0 %), por lo que las leguminosas
frescas podrian ser una buena alternativa a las hortalizas hiperproteicas para ser consumidos

como vegetales.

4.3.2. DIGESTIBILIDAD DEL ALMIDON IN VITRO E INDICE GLUCEMICO

a. Cinética de hidrdlisis del almidon

La Figura 19 muestra los perfiles de hidrolisis del almidon de semillas de pajuro (crudo y
cocido) durante una digestion in vitro con la enzima a-amilasa, donde se evidencid
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y entre cada tiempo de hidrolisis

(5, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos).
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Figura 19: Curvas de cinética de hidrdlisis del almiddn in vitro de semillas

de pajuro

Los datos experimentales de la digestion enzimatica del almidon de pajuro siguieron el
comportamiento cinético de primer orden sugerido por diversos autores (Butterworth et al.,
2012; Edwards et al., 2019; Goii et al., 1997). La ecuacién a la que se ajusta dicho
comportamiento corresponde a C; = Co, (1 — e7X%); donde el valor de C es el porcentaje de
digestibilidad del almidon y a partir de estos datos experimentales se obtuvieron los indices

de digestibilidad del almidon que se analizan posteriormente.

b. Linealizacion de la cinética de hidrolisis

En la Figura 20 se muestra las graficas de linealizacion de la cinética de hidrdlisis para cada
tratamiento. Para evaluar el ajuste del modelo se analiz6 el coeficiente de determinacion
(R?). El ajuste de la ecuacion mostro valores satisfactorios de R? (>0.9) especialmente para

los tratamientos T1, T2, T3 y T4; sin embargo, este no fue el caso de TO cuyo R? fue <0.8.
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Figura 20: Logaritmo de la pendiente (LOS) para semillas de pajuro

Los parametros obtenidos de las regresiones se muestran en la Tabla 12. De acuerdo a
Butterworth et al. (2022), a partir de las graficas LOS se obtuvo los parametros cinéticos,
como la constante de velocidad de primer orden (k) y el porcentaje de almidon digerido en
el punto final (C,), con los que se puede evaluar la eficacia catalitica y la facilidad de
digestibilidad del almidon por la a-amilasa. Al respecto, Edwards et al. (2019) mencionan
que las graficas de LOS que presentan una constante de velocidad alta (k>0.01), significa
que se calcularon valores de C,, confiables. Los valores de k obtenidos se encuentran por

encima del limite confiable y muestran una baja variacién (0.03 —0.05 min').

Por otro lado, también se presentan las constantes obtenidas para pan blanco, alimento
comunmente tomado como referencia de acuerdo a diversas investigaciones para el calculo
de IH (Chinedum et al., 2018; Gotii et al., 1997; Piecyk et al., 2019). Segiin Chinedum ef al.
(2018), el IH se puede utilizar para predecir los efectos de los alimentos ricos en almidon y
expresa la digestibilidad del almidon en los alimentos en relacion con la digestibilidad del
almidén en un estandar dado, como el pan blanco. Posteriormente este pardmetro serd usado
para determinar el indice glucémico previsto (IGp).
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Tabla 12: Parametros para evaluar el ajuste del modelo en base a la

cinética de primer orden

Tratamiento Pendiente Intercepto R? k (min") C. (%) THo

TO (crudo) -0.03478 0.659 0.771 0.03 55.58 67.65
T1 (20 min) -0.04372 1.140 0.923 0.04 71.52 94.10
T2 (25 min) -0.04807 1.196 0.906 0.05 68.79 93.06
T3 (30 min) -0.04412 1.178 0.914 0.04 73.61 97.13
T4 (35 min) -0.04412 1.278 0.914 0.04 81.36 107.34
Pan blanco' - - - 0.04 78.19 100.00

IReferencia tomada de Goiii et al. (1997).

k: Constante de velocidad de primer orden.

Coo: Almidon digerido en el punto final de la reaccion.
IHoo: Indice de hidrolisis a los 90 min.

c. Indices de digestibilidad del almidén
En la Tabla 13 se muestra una descripcion general de los indices in vitro Cao, Coo € 1Gp,

obtenidos del calculo de las curvas de primer orden C, = Co (1 — eKb).

Tabla 13: Indices de digestibilidad del almidén calculados a partir de las

curvas de primer orden

C20 Coo
Tratamiento IGp
(Y0) (%)
TO (crudo) 27.86 53.16 66.51
T1 (20 min) 41.69 70.12 89.31
T2 (25 min) 42.49 67.88 88.41
T3 (30 min) 43.15 72.23 91.92
T4 (35 min) 47.69 79.82 100.73

C»o: Almidon digerido in vitro calculado a los 20 minutos.
Coo: Almidon digerido in vitro calculado a los 90 minutos.
IGp: Indice glucémico predicho.
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El tratamiento TO que no se expuso a coccion, mostro el valor mas bajo de digestibilidad del
almidon. Este resultado coincide con Edwards ef al. (2019). Por su parte, Butterworth et al.
(2022) senalan que la birrefringencia de los granulos de almidén nativo (crudo), es decir la
estructura granular compacta semicristalina, hacen que la amildlisis avance lentamente y en
un grado limitado. Sumado a ello, el almidén nativo tiene bajos rendimientos de hidrélisis
debido a la falta de pretratamientos para la gelatinizacion de los granulos de almidon, lo que
implica la absorcion de agua, el hinchamiento de los granulos y la lixiviacion principalmente
de la fraccion de amilosa, lo que produce un almidon que es mas amorfo y, por lo tanto, mas
digerible que el almidon crudo nativo (Almeida et al., 2022; Butterworth et al., 2022;
Verkempinck et al., 2020). Es posible observar que la coccidon fue mas efectiva sobre los
tratamientos T3 y T4, siendo este Gltimo el que present6 los rendimientos de hidrolisis mas
altos, lo que puede justificarse por el mayor tiempo de coccion que favorece la gelatinizacion

y, en consecuencia, facilitan el acceso de la enzima al sustrato.

A los 20 minutos (Czo) se habia digerido <30 % en TO. En el caso de las semillas cocidas su
digestibilidad a los 20 min fue >41 %, mientras que a los 90 min fue >67 %:; estos valores
se encontraron por encima de lo reportado por Edwards ef al. (2019) en lentejas, garbanzo y
frijol cocidos, cuya digestibilidad a los 20 min fue de 12, 13y 9 %, y a los 90 min 36, 47 y
41 %, respectivamente. Sin embargo, T1, T3 y T4 coincidieron con Edwards et al. (2020)
que menciona que la digestibilidad del almidon de la harina de legumbres cocidas es mayor
al 70 % después de 90 minutos de hidrdlisis y es a este tiempo que se obtiene el grado
maximo de digestion logrado por la amildlisis del almidoén. Ademas, se evidencid que el
porcentaje de almidon hidrolizado a los 90 minutos (Coo) fue muy proximo al punto final de

hidrolisis (Cx) y por lo tanto a ese tiempo se dio la méxima de digestion.

Para predecir el efecto del procesamiento, se determind el indice glucémico predicho (IGp)
basado en [Hop; tras la coccion se vio un aumento del IGp de 34.3, 32.9, 38.2, 51.4 % para
T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Segiin Goii ef al. (1997) el IG de los alimentos se pueden
clasificar en alto (>70), intermedio (56 — 69) y bajo IG (<55); sobre esa base, el IGp de la
semilla cruda fue intermedio y todos los tratamientos cocidos presentaron un IGp alto (88 —
100). Asimismo, el aumento del indice glucémico con el tiempo de coccion se correlaciond
positivamente (r = 0.87, p<0.001), mientras que su relacion con la firmeza tuvo una

correlacion débil (r = -0.64, p<0.033); esto coincidié con lo reportado por Abdel-Aal et al.
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(2019) para habas cocidas. Por lo tanto, el almidén y su comportamiento luego del
calentamiento también podrian contribuir a la textura de los productos de legumbres cocidos.
En comparacion con a otras harinas de legumbres, el IGp de las semillas crudas y cocidas de
pajuro fue mayor al frijol comun y frijol almorta crudo (55.23 y 57.1, respectivamente) y
cocido (61.28 y 78.8, respectivamente) (Chinedum et al., 2018; Piecyk et al., 2019).
Ademas, Bello-Pérez et al. (2007) reporta que el IGp de habas frescas cocidas fue 60.9.

Los IGp obtenidos en nuestro estudio fueron altos, principalmente para las semillas cocidas.
Las condiciones y el alcance del procesamiento de semillas hasta la obtencion de las harinas
son de importancia clave en este caso. Estas diferencias de las tasas de digestibilidad pueden
deberse a factores como la distribucion fisica del almidon en relacidon con los componentes
de la fibra dietética, antinutrientes e inhibidores (Mohan et al., 2016; Zhong et al., 2018), la
influencia de las condiciones hidrotérmicas y la ruptura mecénica ocasionada durante la
molienda en seco (Verkempinck et al., 2020) y los tiempos de coccidon que facilitan el acceso
de las enzimas a las porciones de amilosa y amilopectina (Khrisanapant et al., 2021). Al
respecto, De la Rosa-Millan et al. (2020) reportan que los garbanzos cocidos por un proceso
severo de coccion a chorro presentan un IGp alto (85.34), esto fue cercano al IGp
determinado a los 25 min de coccidn (T2) en las semillas de pajuro cocidas, ademas con este
tiempo se obtuvo un menor aumento del IGp tras la coccion. No obstante, segun Butterworth
et al. (2022) seleccionar un menor tiempo de coccion reduce la tasa de hidrdlisis y baja el
IG, lo cual tienden a evitar variaciones rapidas y exageradas de la glucemia y, por lo tanto,
es menos probable que aumenten los riesgos de desarrollar enfermedades cardiovasculares

y diabetes tipo 2 a largo plazo.

4.3.3. DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA IN VITRO Y ACTIVIDAD DEL
INHIBIDOR DE TRIPSINA

Los valores de digestibilidad proteica in vitro y la actividad del inhibidor de tripsina de las

semillas de pajuro crudas y cocidas se encuentran en la Tabla 14.

La semilla no tratada (TO) tuvo una digestibilidad proteica in vitro significativamente
inferior a los tratamientos cocidos; ademads, presentaron una correlacion positiva fuerte con

el tiempo de coccion (r =0.88, p<0.001). No obstante, el modelo polinomial que mejor se
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ajusto presento un bajo coeficiente de determinacion, lo que sugiere que solo el 79.80 % de

variabilidad en la digestibilidad de la proteina puede ser explicada por el tiempo de coccion

(Figura 21).

Tabla 14: Digestibilidad de la proteina in vitro y actividad del inhibidor

de tripsina en base seca

Digestibilidad de la proteina

Actividad del inhibidor de

Tratamiento in vitro tripsina
(%) (mg TI/g)
TO (crudo) 75.82 +0.55° 52.25 + 0.4
T1 (20 min) 78.62 + 1.19° 2.94 + 0.04
T2 (25 min) 79.25 +£0.77° 2.72 +0.02°
T3 (30 min) 80.59 + 1.05% 2.62+0.02°
T4 (35 min) 82.37+0.11° 2.58 £0.03"

Resultados expresados como el promedio + DS (n=3).
Letras diferentes por columna indica diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 21: Modelo polinomial de correlacion entre la digestibilidad de la

proteina in vitro y el tiempo de coccion

64



Considerando la actividad del inhibidor de tripsina en las semillas de pajuro cocidas se
evidencid una tendencia inversa, dado que TO presentd una actividad del inhibidor de tripsina
significativamente superior a los tratamientos cocidos, ademads, se observd una correlacion
negativa fuerte entre la actividad del inhibidor de tripsina y el tiempo de coccion (r =-0.86,
p<0.001). Asimismo, se obtuvo un alto coeficiente de determinacion, sugiriendo que la
variabilidad de 96.86 % de la actividad del inhibidor de tripsina es explicado por el tiempo

de coccion (Figura 22).
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Figura 22: Modelo polinomial de correlacion entre los carbohidratos y el

tiempo de coccion

Se ha demostrado que el procesamiento térmico aumenta la digestibilidad de las proteinas
porque inactiva o destruye los factores antinutritivos (Martineau-Coté et al., 2022); tal es el
caso de los inhibidores de tripsina y algunas lectinas que son termolabiles, y acaban siendo
eliminados o inactivados durante la coccion (Bessada ef al., 2019). Esto se refleja en este
estudio, ya que la coccidn aumentd la digestibilidad proteica y esta se correlaciond
negativamente con la actividad del inhibidor de tripsina (r = -0.73, p<0.002), ademas de
correlacionarse con el tiempo de coccion, como se menciond lineas arriba. Segin Shi et al.
(2017), la actividad del inhibidor de tripsina en las legumbres varia ampliamente,
evidenciando que tras la coccion de guisantes, lentejas y habas se redujo al 100 %, en judias
comunes y soja de 92.58 — 93.70 %, y reducciones menores en garbanzos y guisantes de

78.74 — 88.37 %. De acuerdo a ello, los tratamientos T1, T2, T3 y T4 tuvieron una reduccion
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alta de la actividad del inhibidor de tripsina (94.4, 94.8, 95.0 y 95.1 %, respectivamente),
pero no se llegd a la eliminacion total. Ademds, Kumar et al., (2022), menciona que el
descascarado de las legumbres da como resultado un aumento de la actividad inhibidora de
la tripsina debido a que estos estan presentes en las fracciones de cotiledon de las legumbres

y, después de quitar la cubierta de la semilla, su concentracion aumenta.

Por otro lado, Nosworthy et al. (2018) present6 resultados similares a la digestibilidad de la
proteina in vitro e in vivo para lenteja roja que va desde 84.67 % (90.95 % in vivo) para
harinas cocidas hasta 88.01 % (92.38 % in vivo) para harina extruida y 84.03 % (86.42 %
in vivo) para lentejas verdes cocidas hasta 84.30% (86.02 % in vivo) para harina extruida;
ademas sefiala que en todos los casos las mediciones in vitro fue mas baja que in vivo.
Asimismo, Sanchez-Velazquez et al. (2021) menciona que el frijol comun, lentejas y
guisantes partidos crudos mostraron 77, 83.5 y 84.5 % de digestibilidad de proteinas,
respectivamente; ademas tras la coccion mejoro en un 3.5 — 10.7 %. La digestibilidad de la
proteina de los tratamientos T1, T2, T3 y T4 aument6 en 3.7, 4.5, 6.3 y 8.6 %, lo cual es
comparable a lo reportado en literatura. Sumado a ello, este efecto no solo se debe a la
reduccion del contenido de antinutrientes o a la eliminacion de los compuestos bioactivos
que se sabe que forman complejos con las proteinas, sino también, al efecto de calentamiento
en la estructura terciaria de las proteinas, lo que permite la desnaturalizacion de las proteinas
en legumbres — especialmente las globulinas dado que representan alrededor del 70 % de la
fraccion proteica — exponiendo asi su estructura y reduciendo su resistencia a las proteasas
y haciéndolas mas accesibles a la accion enzimatica (Bessada et al., 2019; Sanchez-

Velazquez et al., 2021).

4.3.4. COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

Como se observa en la Tabla 15 en los compuestos fenélicos totales (CFT) y la capacidad
antioxidante presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. El contenido de
CFT para la semilla cruda (T0) fue significativamente mayor a las cocidas (1.61 mg AGE/g),
mientras que las semillas cocidas T2, T3 y T4 no presentaron diferencia entre si (p>0.05).
Ademas, el CFT presentd una correlacion negativa débil con el tiempo de coccion (r =-0.59,

p<0.033).
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Tabla 15: Compuestos fenolicos totales y capacidad antioxidante de la

semilla de pajuro en base seca

Tratamiento CFT DPPH ABTS
(mg EAG/g) (nmol ET/g) (nmol ET/g)
TO (crudo) 1.61 +0.09° 37.99 + 0.85° 201.09 + 6.79°
T1 (20 min) 1.41 £0.01° 35.77 £ 1.51%® 178.85 + 6.80"
T2 (25 min) 1.22 +0.03¢ 32.39 +0.43° 140.42 + 0.68¢
T3 (30 min) 1.33 +£0.02% 34.75 + 0.43% 155.04 + 6.73¢
T4 (35 min) 1.24 +0.03¢ 33.37+£0.31° 149.23 + 1.73%

Resultados expresados como el promedio £ DS (n=3).

Letras diferentes por columna indica diferencia significativa (p<0.05).
CFT: Compuestos fenolicos totales.

EAG: Equivalente de acido galico.

DPPH: Capacidad antioxidante por DPPH.

ABTS: Capacidad antioxidante por ABTS.

ET: Equivalente de Trolox.

Segn Sanchez-Veldzquez et al. (2021), el contenido de CFT en TO fue mayor a lo reportado
en lentejas rojas, guisantes, frijol comun blanco y garbanzo (<1 mg EAG/g), pero menor a
lentejas verdes, frijol rojo y habas (>6 mg EAG/g), ademas se reporta que el CFT de estas
legumbres disminuy6 significativa entre 28 — 66 % tras la coccion. Una menor reduccion
presentaron las semillas de almorta, donde se perdié 8 % de polifenoles, oscilando de 1.21 a
1.11 mg AGE/g bs tras la coccion (Piecyk et al., 2019). Asimismo, Gandhi et al. (2022)
observo una disminucién significativa cerca del 50 % del contenido fendlico total en las
harinas de lentejas hervidas (1.07-1.34 mg EAG/g). Por su parte, Chinedum et al. (2018)
menciona que los CFT de frijol crudo y procesado no difieren significativamente (pasando
de 8.0 a 8.3 mg AGE/g bs luego de la coccion), lo que sugiere que hervir los frijoles en este
caso no afectd los compuestos fenodlicos. En las semillas de pajuro se observo una reduccion
menor que lo reportado lineas arriba de los compuestos fendlicos del 12.6, 24.2, 17.7 y 23.1

% para T1, T2, T3 y T4, respectivamente.

Al respecto, Granito et al. (2007) mostraron una disminucion de CFT en pallar cocido,
sugiriendo que los tratamientos térmicos podrian afectar los anillos aromaticos de los
compuestos fenolicos haciéndolos mas susceptibles a la polimerizacion y descomposicion.
Asimismo, el contenido fenoélico tras el procesamiento tiende a disminuir por lixiviacion en

al agua de coccion, es decir, el calor podria destruir la estructura de la semilla permitiendo
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la liberacion de compuestos fendlicos en el agua de coccion (Mohan et al., 2016; Zhong et
al., 2018). Por el contrario, Jiratanan & Liu (2004) reportaron un aumento significativo de
CFT vy actividad antioxidante en legumbres cocidas; esto lo atribuyen al hecho de que los
compuestos fenodlicos generalmente estan unidos covalentemente a grupos funcionales de
aminas y, por lo tanto, el tratamiento térmico puede hidrolizarlos, aumentando la capacidad
de extraccion. Asimismo, Chinedum et al. (2018) y (Zhao et al., 2019) han informado que
la coccidn suaviza la pared celular y otros componentes de las células, como las vacuolas,
liberando asi los compuestos fenolicos. Ademas, se puede dar la descomposicion de los
compuestos fendlicos que estan ligados a las fibras (celulosa y pectina), o incluso la ruptura
de los enlaces entre los fenoles y los azlicares. Ambos sucesos pudieron ocurrir durante los

tiempos de coccion del pajuro.

La capacidad antioxidante DPPH present6 una reduccion del 5.8, 14.7, 8.5 y 12.2 %, al igual
que ABTS con 11.1, 30.2, 22.9 y 25.8 % para T1, T2, T3 y T4, respectivamente. Esta
tendencia a disminuir se correlaciond positivamente con el contenido de CFT (r= 0.88 para
DPPH y r=0.92 para ABTS, p <0.001). Al respecto, Gandhi et al. (2022) presenté un
comportamiento similar, registrando una reduccioén significativa de las actividades de
barrido de radicales DPPH y ABTS en harinas de lentejas cocidas. Asimismo, Jamdar et al.
(2017) menciona que el garbanzo, guisante negro, guisante blanco, caupi y lenteja también
mostraron reduccion de su actividad antioxidante con la coccidon de las semillas. Segun
Gandhi et al. (2022), esta reduccion podria atribuirse a la disolucion de los fenoles en el agua

de procesamiento, asi como la destruccion de estos compuestos con el tratamiento térmico.

Aun cuando no se presentd una correlacion significativa entre los CFT y el IGp ni con la
digestibilidad de la proteina, se tiene que los compuestos fendlicos tienen efectos sobre el
metabolismo de los carbohidratos que involucran la inhibicidon de la a-amilasa y la a-
glucosidasa, lo que ralentiza la digestion de los carbohidratos de la dieta (Chinedum et al.,
2018); asimismo, pueden formar complejos con proteinas, lo que da como resultado una

menor digestibilidad (Bessada et al., 2019).
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V. CONCLUSIONES

El andlisis de las caracteristicas fisicas de las semillas de pajuro crudas determinoé que
presentan forma reniforme, de color marron rojizo oscuro, ademas destacan por su
tamafio y peso superior al de otras legumbres. Mientras que en su composicion
quimica resaltan por su contenido de carbohidratos (72.20 %) y proteinas (21.15 %).
El tratamiento con mejores resultados tras la coccion fue T2 (25 minutos), a este
tiempo se redujo significativamente la actividad del inhibidor de tripsina de 52.25 a
2.72 mg Tl/g; al mismo tiempo, se evidencié una disminucion de compuestos
fenolicos totales de 1.61 a 1.22 mg EAG/g, la capacidad antioxidante por DPPH de
37.99 a 32.39 umol ET/g y por ABTS de 201.09 a 140.42 pmol ET/g, que resulto
inferior a lo observado en otras investigaciones. La digestibilidad de la proteina in
vitro aumento de 75.82 a 79.25 % y se obtuvo el menor indice glucémico predicho
(88.41). El tiempo de coccion no tuvo efecto en el contenido de proteina.

Este trabajo demostrd que observar el efecto del tiempo de coccidon brinda
informacion que puede garantizar la conservacion de nutrientes, reduccion de
antinutrientes, digestibilidad modulada y buena capacidad antioxidante de las

semillas de pajuro.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el tiempo de coccion empleando el método automatico Mattson.

Validar la prediccién del tiempo de coccidn con un estudio de preferencia del
consumidor.

Analizar el efecto de la coccion tradicional en semillas de pajuro proveniente de la
sierra centro y sur del Perq.

Determinar el perfil y contenido de alcaloides en semillas de pajuro después del

proceso de coccion tradicional.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: OPERACIONES UNITARIAS PARA LA OBTENCION DE LAS
HARINAS DE SEMILLAS DE PAJURO
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ANEXO 2: ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LA COCINA ELECTRICA
USADA PARA COCCION DE LOS TRATAMIENTOS

Nombre Cocina Eléctrica
Modelo Dinamic Inox MGF8013
Marca MAGEFESA

Frecuencia, Hz 50-60
Voltaje, V 220-230
Potencia nominal, W 1500

ANEXO 3: PERDIDA DE SOLIDOS EN AGUA DE COCCION DE SEMILLAS DE
PAJURO

(TO) crudo. (T1) 20min. (T2) 25min. (T3) 30min. (T4) 35min coccidon
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ANEXO 4: COTILEDON DE SEMILLA DE PAJURO COCIDA EN POSICION
TRANSVERSAL A LA CELDA DE CORTE MINIKRAMER

ANEXO 5. PROTOCOLO DE ENSAYO KIT DE ENSAYO DE ALMIDON SA20

Glucose Assay
Sample volume for this assay will vary depending on the

starch content and weight of the original sample. Pipette
a volume of solution corresponding to a glucose content
of 0.5-50 ug. Repeat the assay and vary the sample

Starch Assay volume if necessary to give a AAxq between 0.03-1.6.
1. Pipette the following solutions into the appropriately
marked test tubes. 1. Pipette the following solutions into the appropriately
marked test tubes.
Tube Starch Assay Sample Delonized
Reagent (ml) (ml) Water (ml) Glucose Sample Volume in pl
Tube Assay (Solutions from Starch
Starch Assay 1.0 - 1.0 Reagent (ml) Assay)
Reagent Blank : .
Sample Blank - 1.0 1.0 RS etg;?n?als::k 1.0 Same as for Test
Glucose Assay
Reagent Blank - - 20 Sample Blank 1.0 Same as for Test
Glucose Assay
Test 1.0 1.0 - Reagent Blank 1.0 Same as for Test
. . . . Test 1.0 10-200
2. Mix tubes and incubate for 15 minutes at60 “C ina

shaking water bath.
3. Remove tubes from water bath and cool to room

temperature.

2. Mix tubes and incubate for 15 minutes at room

temperature (18-35 °C).

3. Measure the absorbance at 340 nm.
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Results
Calculations

Total Blank = The total blank must take into account the

contribution to the absorbance of the sample, the
glucose assay reagent and the starch assay reagent.

The absorbance of the glucose assay reagent is
subtracted from the sample blank so that the

absorbance of the glucose assay reagent is only

counted once in the total absorbance since it is in both
the sample blank and the starch assay reagent blank.

AToLaI Blank = (ASample Blank = AGIucnse Assay Reagent Blank)
+ Astaren Assay Reagent Blank

Starch concentration (SC) in the prepared sample
(mg/ml) — For calculating the amount in the original
sample, the amount dissolved during the sample
preparation and any dilutions have to be considered.

SC = (AA) (TVSA/SVSA) (TVGAISVGA) (Starch MW)

(¢) (d) (1,000)
AA = Arest = Atotal Biank

TVSA = Total Assay Volume from Starch Assay in mi
SVSA = Sample Volume from Starch Assay in ml

TVGA = Total Assay Volume from Glucose Assay in ml

SVGA = Sample Volume from Glucose Assay in ml

Starch MW = 162.1 g/mole or equivalently

162.1 ug/umole

£ = Millimolar Extinction Coefficient for NADH at 340 nm
Millimolar* cm™ or equivalently (ml/umoles)(1/cm)

d = Light path (cm) =1 cm
1,000 = Conversion Factor for ug to mg

FUENTE: Tomado de Sigma-Aldrich (2013)

ANEXO 6: PROCEDIMIENTO PARA METODO DNS

Blanco Blanco
Reactivos/tratamiento tampon  muestra . (s
Muestra (uL) 0 0 100 100
Sol. Maltosa (2mg/mL) (uL) 0 250 250 0
Tapon fosfato de sodio 0.2 M, pH 6.9 (uL) 100 0 0 0
Agua destilada (pL) 400 250 150 400
Sol. DNS (mL) 1.5 1.5 1.5 1.5
Reaccion de coloracion del DNS - Bafio de agua en ebullicion Smin
Enfriado para detener reaccion - Bafio de agua a T° amb. x 30seg.
Tartrato de Na-K 40% (p/v) (uL) 500 500 500 500
Agua destilada (pL) 5 5 5 5
Mezcla

Absorbancia a 550 nm
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ANEXO 7: CURVA ESTANDAR DE MALTOSA PARA ENSAYO DE
DIGESTIBILIDAD DEL ALMIDON IN VITRO

1.0

0.8
Y =0.7059*X - 0.08399

RZ=10.9991
0.6

0.4+

Absorbancia 550nm

0.2

0.0 T T T T T T 1
00 02 04 06 038 1.0 1.2 1.4

Concentracio de maltosa (mg/ml)

ANEXO 8: CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALICO PARA ENSAYO DE CFT

1.0

0.8

Y =4.7179*X - 0.0085

0.6 )
R“=0.9991

0.4+

Absorbancia a 755nm

0.2

0.0 T T T T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16

Concentracion de AGE (mg/ml)
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ANEXO 9: CURVA ESTANDAR DE TROLOX PARA EL ENSAYO DE

Absorbancia a 515 nm

1.0+

0.8

0.6

0.4

0.2

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DPPH

Y =0.166*X - 0.0012 @
R%=0.9986

0.0

0.0 0. 1.0 1.5 20 25 3.0 3.

5 40
Concentracion de trolox (pmol/ml)

ANEXO 10: CURVA ESTANDAR DE TROLOX PARA EL ENSAYO DE

Absorbancia a 734 nm

1.0

e
S
|

o
T

o
T

e
o
|

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ABTS

Y =0.2233*X - 0.0097
R?=0.9992

0.0

0.0 O. 10 15 20 25 30 3

S5 4.0
Concentracion de trolox (pmol/ml)

92



ANEXO 11: ANALISIS ESTADISTICO DE PERDIDA DE SOLIDOS

Variable dependiente: Pérdida de So6lidos (mg/100g ms)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 12

Numero de niveles: 4

ANOVA para Pérdida de Solidos

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 1.38609 3 10.462031 1087.13  {0.0000
Intra grupos 0.0034 0.000425

Total (Corr.) 1.38949 11

Pruebas de Multiple Rangos para Pérdida de Solidos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO (min)|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T1 3 1.58667|X

T2 3 1.78 X

T3 3 2.08333] X

T4 3 2.48667 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
T1-T2 *1-0.193333  |0.0538844
T1-T3 *1-0.496667  |0.0538844
T1-T4 *1-0.9 0.0538844
T2 -T3 * 1-0.303333  |0.0538844
T2 - T4 *1-0.706667  |0.0538844
T3 - T4 *1-0.403333  |0.0538844

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 12: ANALISIS ESTADISTICO DE CONDUCTIVIDAD DEL AGUA DE
COCCION

Variable dependiente: Conductividad (uS/cm)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 12
Numero de niveles: 4

ANOVA para Conductividad

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 6.33308E7 3 [2.11103E7 3291.11 {0.0000
Intra grupos 51314.6 8 16414.33

Total (Corr.) 6.33821E7 11

Pruebas de Multiple Rangos para Conductividad
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO (min)|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T1 3 2772.67|1X

T2 3 4354.03] X

T3 3 6086.54| X

T4 3 8967.39 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
T1-T2 * |-1581.36 209.336
T1-T3 * |-3313.87 209.336
T1-T4 *1-6194.72 209.336
T2 -T3 *1-1732.51 209.336
T2 - T4 *1-4613.36 209.336
T3 -T4 *1-2880.85 209.336

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 13: ANALISIS ESTADISTICO DE FIRMEZA

Variable dependiente: Firmeza (N/g)

Factor: TIEMPO

Numero de observaciones: 24
Numero de niveles: 4

ANOVA para Firmeza
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 194.056 3 |64.6854 133.90 0.0000
Intra grupos 9.6614 20 [0.48307
Total (Corr.) 203.718 23

Pruebas de Multiple Rangos para Firmeza
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO (min)|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T4 6 6.18 X

T3 6 7.31667| X

T2 6 8.98667| X

T1 6 13.6433 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
T1-T2 * 14.65667 1.12352
T1-T3 *16.32667 1.12352
T1-T4 *17.46333 1.12352
T2 -T3 * 11.67 1.12352
T2 - T4 *12.80667 1.12352
T3 - T4 *11.13667 1.12352

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 14: ANALISIS ESTADISTICO DE ENERGIA

Variable dependiente: Energia (kcal)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para Energia
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos  [95.0062 4 [23.7515 57.83 0.0000
Intra grupos 4.107 10 [0.4107
Total (Corr.) 99.1132 14

Pruebas de Multiple Rangos para Energia
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

tiempo|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T0 3 377.2  |X

T1 3 377.67 | XX

T3 3 378.893| XX

T2 3 379.213] X

T4 3 384.253 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
TO-TI -0.47 1.72224
TO - T2 *1-2.01333 1.72224
TO - T3 -1.69333 1.72224
TO - T4 *|-7.05333 1.72224
T1-T2 -1.54333 1.72224
T1-T3 -1.22333 1.72224
T1-T4 * 1-6.58333 1.72224
T2 -T3 0.32 1.72224
T2 - T4 *]1-5.04 1.72224
T3 - T4 *1-5.36 1.72224

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 15. ANALISIS ESTADISTICO DE CARBOHIDRATOS

Variable dependiente: Carbohidratos (%)

Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 15

Numero de niveles: 5

ANOVA para Carbohidratos

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos 9.10213 4 12.27553 61.63 0.0000
Intra grupos 0.3692 10 [0.03692

Total (Corr.) 9.47133 14

Pruebas de Multiple Rangos para Carbohidratos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

tiempo|Casos|Media |Grupos Homogéneos

TO 3 72.2033|X

T1 3 72.6233| XX

T2 3 73.0367| XX

T3 3 73.21 X

T4 3 74.51 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
TO- Tl -0.42 0.516371
TO - T2 *1-0.833333 10.516371
TO - T3 *1-1.00667 0.516371
TO - T4 *1-2.30667 0.516371
T1-T2 -0.413333  10.516371
T1-T3 -0.586667 10.516371
T1-T4 -1.88667 0.516371
T2 -T3 -0.173333  10.516371
T2 -T4 *|-1.47333 0.516371
T3 -T4 *|-1.3 0.516371

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 16: ANALISIS ESTADISTICO DE PROTEINA CRUDA

Variable dependiente: Proteina cruda (%)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para Proteina cruda

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos  [0.48444 4 10.12111 3.97 0.0350
Intra grupos 0.305 10 [0.0305

Total (Corr.) 0.78944 14

Pruebas de Multiple Rangos para Proteina cruda
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

tiempo|Casos|Media|Grupos Homogéneos
T2 3 20.74 |X

T3 3 20.94 | XX
T4 3 20.97 | XX
T0 3 21.15 | XX
T1 3 2126 | X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
TO-TI -0.11 0.469333
TO - T2 0.41 0.469333
TO - T3 0.21 0.469333
TO - T4 0.18 0.469333
T1-T2 * 0.52 0.469333
T1-T3 0.32 0.469333
T1-T4 0.29 0.469333
T2 -T3 -0.2 0.469333
T2 -T4 -0.23 0.469333
T3 -T4 -0.03 0.469333

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 17: ANALISIS ESTADISTICO DE EXTRACTO ETEREO

Variable dependiente: Extracto etéreo (%)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para extracto etéreo

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |0.136493 4 10.0341233 3.62 0.0450
Intra grupos [0.0942667 10 [0.00942667

Total (Corr.) |0.23076 14

Pruebas de Multiple Rangos para extracto etéreo
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T1 3 0.236667|X

T3 3 0.253333|X

T4 3 0.256667|X

TO 3 0.423333|X

T2 3 0.46 X
Contraste |Sig.|Diferencia +/- Limites
TO-TI 0.186667 0.260922
TO - T2 -0.0366667 0.260922
TO - T3 0.17 0.260922
TO - T4 0.166667 0.260922
T1-T2 -0.223333 0.260922
T1-T3 -0.0166667 0.260922
T1-T4 -0.02 0.260922
T2 -T3 0.206667 0.260922
T2 - T4 0.203333 0.260922
T3 -T4 -0.00333333 0.260922

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 18: ANALISIS ESTADISTICO DE FIBRA CRUDA

Variable dependiente: Fibra cruda (%)
Factor: TIEMPO

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para fibra cruda

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |1.44583 4 10.361457 7.43 0.0048
Intra grupos |0.486467 10 10.0486467

Total (Corr.) |1.93229 14

Pruebas de Multiple Rangos para fibra cruda
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos

TO 3 2.76667|X

T1 3 3.07333| XX

T2 3 3.39667| X

T3 3 3.49667| X

T4 3 3.62 X
Contraste | Sig. Diferencia +/- Limites
TO-TI -0.306667 0.592731
TO - T2 -0.63 0.592731
TO - T3 -0.73 0.592731
TO-T4 | * -0.853333 0.592731
T1-T2 -0.323333 0.592731
T1-T3 -0.423333 0.592731
T1-T4 -0.546667 0.592731
T2 -T3 -0.1 0.592731
T2 - T4 -0.223333 0.592731
T3 -T4 -0.123333 0.592731
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ANEXO 19: ANALISIS ESTADISTICO DE CENIZA

Variable dependiente: Ceniza (%)
Factor: TIEMPO

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para ceniza

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos [6.8442 4 |1.71105 375.78 0.0000
Intra grupos [0.0455333 10 10.00455333

Total (Corr.) |6.88973 14

Pruebas de Multiple Rangos para ceniza
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos
T4 3 426 |X

T3 3 5.59667| X

T2 3 5.77 XX

T1 3 5.88 X

TO 3 6.22667| X

Contraste |Sig. Diferencia|+/- Limites
TO-T1 |* 0.346667 10.181341
TO-T2 |* 0.456667 10.181341
TO-T3 |* 0.63 0.181341
TO-T4 |* 1.96667 [0.181341
T1-T2 0.11 0.181341
T1-T3 |* 0.283333 ]0.181341
T1-T4 |* 1.62 0.181341
T2 -T3 0.173333 ]0.181341
T2-T4 |* 1.51 0.181341
T3-T4 |* 1.33667 [0.181341

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 20: ANALISIS ESTADISTICO DE ALMIDON TOTAL

Variable dependiente: Almidon total (%)
Factor: TIEMPO

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

Tabla ANOVA para Almidon total por Tiempo

Fuente Suma de Cuadrados | Gl| Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 174.076 4 43.5189 21.56 0.0001
Intra grupos 20.1868 10 2.01868
Total (Corr.) 194.262 14

Pruebas de Multiple Rangos para Almidon total por Tiempo
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo | Casos| Media | Grupos Homogéneos
T3 3 30.16 |X
T4 3 30.39 |X

T2 3 130.6167|XX
T1 3 1343967 X
T0 3 138.9633 X

Contraste |Sig.|Diferencia| +/- Limites
TO-TI * | 4.56667 3.81825
TO - T2 * | 8.34667 3.81825
TO - T3 * | 8.80333 3.81825
TO - T4 * | 8.57333 3.81825
T1-T2 3.78 3.81825

T1-T3 * | 4.23667 3.81825
T1-T4 * | 4.00667 3.81825
T2 -T3 0.456667 3.81825
T2 -T4 0.226667 3.81825
T3 -T4 -0.23 3.81825

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 21: ANALISIS ESTADISTICO PARA ACTIVIDAD DEL INHIBIDOR DE
TRIPSINA

Variable dependiente: Actividad del inhibidor de tripsina (mg T1/g)
Factor: TIEMPO (min)

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

Tabla ANOVA para Tripsina Inhibida

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 5890.14 4 11472.54 41659.81 0.0000
Intra grupos 0.353467 10 [0.0353467

Total (Corr.) 5890.49 14

Pruebas de Multiple Rangos para Tripsina Inhibida
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos
T4 3 2.58 X

T3 3 2.61667|X

T2 3 2.72333|X

T1 3 2.93667|X

TO 3 52.2533] X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
TO-TlI *149.3167 0.505249
TO - T2 *149.53 0.505249
TO - T3 *149.6367 0.505249
TO - T4 * 149.6733 0.505249
T1-T2 0.213333 0.505249
T1-T3 0.32 0.505249
T1-T4 0.356667 0.505249
T2 -T3 0.106667 0.505249
T2 - T4 0.143333 0.505249
T3 -T4 0.0366667 0.505249

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 22: ANALISIS ESTADISTICO PARA DIGESTIBILIDAD DE LA
PROTEINA IN VITRO

Variable dependiente: Digestibilidad proteina in vitro (%)
Factor: TIEMPO

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para digestibilidad proteina

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Entre grupos  |71.0718 4 [17.7679 2591 0.0000
Intra grupos 6.85787 10 [0.685787

Total (Corr.) 77.9296 14

Pruebas de Multiple Rangos para digestibilidad proteina
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos
TO 3 75.8133|X

T1 3 78.6167| X

T2 3 79.2533] X

T3 3 80.59 XX

T4 3 82.3667| X

Contraste |Sig.  |Diferencia +/- Limites
TO-TI * -2.80333 2.22549
TO - T2 * -3.44 2.22549
TO - T3 * -4.77667 2.22549
TO - T4 * -6.55333 2.22549
T1-T2 -0.636667 2.22549
T1-T3 -1.97333 2.22549
T1-T4 * -3.75 2.22549
T2 -T3 -1.33667 2.22549
T2 - T4 * -3.11333 2.22549
T3 -T4 -1.77667 2.22549

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 23: ANALISIS ESTADISTICO PARA COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES

Variable dependiente: CFT (mg EAG/g)
Factor: TIEMPO (MIN)

Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5

ANOVA para CFT

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos  [0.301116 4 10.0752789 39.23 0.0000
Intra grupos 0.0191893 10 10.00191893

Total (Corr.) {0.320305 14

Pruebas de Multiple Rangos para CFT
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T2 3 1.22167|X

T4 3 1.23933|X

T3 3 1.32567| XX

T1 3 1.40833] X

TO 3 1.61133 X
Contraste |Sig. Diferencia +/- Limites
TO-T1 |* 0.203 0.117723
TO-T2 |* 0.389667 0.117723
TO-T3 |* 0.285667 0.117723
TO-T4 |* 0.372 0.117723
T1-T2 |* 0.186667 0.117723
T1-T3 0.0826667 0.117723
T1-T4 |* 0.169 0.117723
T2 -T3 -0.104 0.117723
T2 -T4 -0.0176667 0.117723
T3 -T4 0.0863333 0.117723

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 24: ANALISIS ESTADISTICO PARA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

DPPH
Variable dependiente: DPPH (umol/g)
Factor: TIEMPO (min)
Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5
ANOVA para DPPH
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos  [56.8337 4 114.2084 18.38 0.0001
Intra grupos 7.7729 10 10.7729
Total (Corr.) |64.5627 14
Pruebas de Multiple Rangos para DPPH
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos
T2 3 32.39 [X
T4 3 33.37 [X
T3 3 34.7433| XX
T1 3 35.7733] XX
TO 3 37.9867 X
Contraste |Sig. Diferencia +/- Limites
TO-TI 2.21333 2.36261
TO-T2 |* 5.59667 2.36261
TO-T3 |* 3.24333 2.36261
TO-T4 |* 4.61667 2.36261
T1-T2 |* 3.38333 2.36261
T1-T3 1.03 2.36261
T1-T4 |* 2.40333 2.36261
T2 -T3 -2.35333 2.36261
T2 -T4 -0.98 2.36261
T3 -T4 1.37333 2.36261

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 25: ANALISIS ESTADISTICO PARA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

ABTS
Variable dependiente: ABTS (umol/g)
Factor: TIEMPO (min)
Numero de observaciones: 15
Numero de niveles: 5
ANOVA para TEAC hidrofilico
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
Entre grupos 7338.34 4 11834.58 65.00 0.0000
Intra grupos 282.248 10 [28.2248
Total (Corr.) 7620.59 14

Pruebas de Multiple Rangos para ABTS
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIEMPO|Casos|Media |Grupos Homogéneos
T2 3 140.42 |X

T4 3 149.23 | XX

T3 3 155.04 | X

T1 3 178.85 X

TO 3 201.087 X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
TO-TlI * 0 122.2367 14.2773
TO - T2 * 160.6667 14.2773
TO - T3 *146.0467 14.2773
TO - T4 * 151.8567 14.2773
T1-T2 * 138.43 14.2773
T1-T3 *123.81 14.2773
T1-T4 * 0 129.62 14.2773
T2 -T3 * o 1-14.62 14.2773
T2 - T4 -8.81 14.2773
T3 -T4 5.81 14.2773

* indica una diferencia significativa.
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