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RESUMEN
El presente trabajo de investigacidén tuvo como objetivo la extraccion del concentrado
protéico y su posterior determinacién del perfil de aminoacidos de dos variedades de
Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet): Yunguyo | y Negra de Sacacatani. La extraccion del
concentrado protéico se realizd por el método de punto isoeléctrico a pH de 45y
temperaturas de 30°C y 40°C con 3 repeticiones por tratamiento, dando mejores
resultados de extraccion los tratamientos realizados a la temperatura de 40°C en ambas
variedades. Se utilizo el disefio factorial 2* para el analisis de datos de la extraccion del
concentrado protéico, el cual demostré que no existe diferencia significativa en cuanto a
la variedad, los resultados también demostraron que existe diferencia altamente
significativa en cuanto a la temperatura empleada para extraccion, por lo cual se tomo
las muestras resultantes del tratamiento realizado a 40°C para ambas variedades. La
determinacion del perfil de aminoacidos se realizd mediante el método HPLC
(Cromatografia de liquidos de alta resolucidn), los resultados se sometieron a una
prueba de hipotesis utilizando la distribucion de t-student (nivel de significancia del
5%), el cual demostré que no existe diferencia significativa en cuanto a la composicién

del perfil de aminoacidos entre las dos variedades.

Palabras clave: Tarwi, concentrado proteico, perfil de aminoacidos.
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I INTRODUCCION
El Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), es una leguminosa andina, cuyas raices
tienen la capacidad de fijar nitrogeno en el suelo. Su elevado contenido de proteina
(44,3 %) y grasa (16,5 %) en la semilla, es Gtil para mejorar la nutricién de la poblacion;
sin embargo, el grano contiene algunas sustancias que limitan su uso directo en la
alimentacion humana y animal; estas sustancias son los alcaloides, que confieren al

chocho un sabor amargo y de caracter toxico (Acufia & Caiza, 2010).

El aprovechamiento de alimentos ricos en proteina estan siendo utilizados en la
elaboracion de concentrados y aislados los cuales son empleados en la alimentacién
humana. El uso de aminoacidos y péptidos en la agricultura y alimentacion presenta
multiples posibilidades de aplicacion e importantes resultados como: aumentos de
produccion y mejora de calidad; correccidn y prevencion de deficiencias de macro y
micronutrientes, accion anti estrés, bioestimulante de los sistemas hormonales y
enzimaticos. El género Lupinus presenta alto contenido de proteinas, las cuales lo
constituyen como una fuente potencial; recientemente, se ha descrito que las proteinas

de Lupinus pueden ser una alternativa de sustitucion a la soya (Lampart et al., 2003).

En la elaboracion de aislados y concentrados de proteinas se emplean materias
primas con bajo nivel de grasa para evitar interferencias que disminuyan el grado de
extraccion (Vioque, 2000); por tal razén, el presente trabajo de investigacion mantiene
su enfoque de estudio, en la importancia del contenido nutricional del Tarwi,
especificamente en el perfil de aminoacidos que este posee, para que posteriormente sea
empleado en investigaciones relacionadas al producto de esta investigacion. Para

materializar la presente investigacion, se planteo los siguientes objetivos:
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o Obtener el concentrado protéico de dos variedades de Tarwi (Lupinus mutabilis
Sweet) mediante el método de punto isoeléctrico.

o Determinar el perfil de aminoéacidos obtenidos del concentrado protéico de dos
variedades de tarwi mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. TARWI: ORIGEN E IMPORTANCIA

El tarwi o lupino (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa reconocida como
una de las mas ricas en nutrientes (Villacrés et al, 2006). Se caracteriza por tener un
elevado contenido de proteinas y acidos grasos lo que la constituyen como una
excelente alternativa para la nutricion humana y animal. Se origin6 a lo largo de los
Andes, actualmente se encuentra Gnicamente en Ecuador, Pert y Bolivia, con cierto
desarrollo agrondémico y agroindustrial. Se destaca por ser resistente a condiciones
adversas, como plagas, enfermedades, sequias y heladas (Ortega, Rodriguez & Zamora,

2010).

Un estudio descriptivo de la flora Peruana otorga una amplia distribucion
ecoldgica del genero Lupinus, considerando alrededor de 20 especies que crece en
condiciones ambientales diferentes existiendo una gran diversidad de biotipos que se
encuentran mayormente en la vertiente occidental del Per( (Matucana) ubicado a una
altitud de 1800 a 2400 m.s.n.m., de este piso ecoldgico hasta los 3900 m.s.n.m. se
desarrollan la variedad Lupinus mutabilis Sweet y Lupinus microphylus, este ultimo
caracterizado por ser una especie de tallos cortos con racimos capituliformes,
constituidos por pocas flores y en estas estribaciones de la vertiente Oriental de los

andes a 4900 m.s.n.m. (Lescano, 1999).

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion

(FAO, 1998), clasifico esta especie de la siguiente manera:
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Reino : Vegetal
Sub reino : Fanerégama
Division : Espermatofitas

Sub divisién  : Angiospermas
Clase : Dicotileddneas
Sub clase : Arquiclamideas
Orden : Rosales
Familia : Leguminosas
Género : Lupinus
Especie : Mutabilis
Nombre cientifico : Lupinus mutabilis Sweet

Nombre comun : Tarwi, tahuri, chocho.

2.1.2. MORFOLOGIA DE LA SEMILLA DE TARWI

Palacios et al. (2003) mencionan que en estudios realizados las semillas de

tarwi tiene las siguientes caracteristicas:

Semillas : 0.5 cm de diametro

Peso :0.2-0.3g

Forma : Variada, redonda, ovalada y ligeramente cuadrada.
Color : Blanco, negro, amarillo, gris, pardo y marron.
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2.1.3. COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL DEL TARWI

Es conocido que el tarwi es rico en proteinas y grasas, motivo por el cual se
deberia promover un mayor consumo de esta leguminosa (Miano & Garcia, 2015).
Los estudios realizados en méas de 300 diferentes genotipos, muestran que la proteina
varia de 41- 51% y la grasa de 14-24%. Por lo tanto la proteina es inversamente
proporcional al contenido de grasa. El contenido de acidos grasos del grano de
chocho se destaca la presencia de acidos grasos insaturados como el acido linoléico
(omega 6), el oléico (omega 9) en cantidades significativas y el acido linolénico
(omega 3) en bajas concentraciones. Con relacién a los carbohidratos, el contenido
de almiddn y sacarosa es bajo comparado con los oligosacaridos como la rafinosa y
verbascosa, los cuales son eliminados durante el desamargado o eliminacion de

alcaloides (Caiza, 2011; Urrutia, 2010).

Tabla 1. Composicion quimica del tarwi (100g).

Componentes

(%) Tarwi
Proteina 443
Grasa 16,5
Carbohidrato 28,2
Fibra 7,1
Ceniza 3,3
Humedad 7,1

Fuente: Caiza (2011).

2.1.4. VALOR NUTRICIONAL

La proteina del chocho contiene cantidades adecuadas de lisina y leucina que
son aminoacidos esenciales, por lo que se considera apropiado para los nifios en etapa
de crecimiento, mujeres embarazadas y durante la lactancia. Al combinar este alimento

con algunos cereales se logra una excelente complementacion de aminoacidos, cuyo
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valor protéico es comparable al de los alimentos de origen animal como la leche, la

carne, el queso y el huevo (Navarrete, 2011; Erazo & Teran, 2011).

Las grasas presentes en el grano de chocho poseen acidos grasos esenciales
como el linolénico y linoléico que son importantes para el desarrollo del sistema
nervioso central, la funcion inmunoldgica y el crecimiento corporal. (Baldedn, 2012).
La fibra alimentaria ubicada en la cascara del grano, en promedio asciende a 10,4% y
reviste importancia debido a su efecto de saciedad lo que es beneficioso para prevenir la
obesidad, combatir el estrefiimiento y compresion en el tracto intestinal. El calcio y el
fosforo presentes en el grano de chocho contribuyen en el mantenimiento del sistema
6seo, actividad del masculo cardiaco y produccion de energia. Entre los microelementos
del grano chocho sobresale el hierro, este es un mineral basico para la produccion de
hemoglobina, transporte de oxigeno e incremento de la resistencia a las enfermedades.
El grano de chocho también es una valiosa fuente de vitamina B en sus formas como la
Tiamina (B1) fundamental para el proceso de transformacion de azucares, conduccion
de impulsos nerviosos y metabolismo del oxigeno, la Riboflavina (B2) que favorece a la
absorcion de proteinas, grasas y carbohidratos. La Niacina (B3) que favorece la
eliminacién de quimicos toxicos del cuerpo, la participacion en la produccion de las
hormonas sexuales y las hormonas relacionadas con el estrés (Villacrés et al., 2006;

Carbajal et al., 2013; Guemes et al., 2008).

2.2. DEFINICION DE LA PROTEINA

Para Mckee (2014) las proteinas son moléculas complejas que despefian muchas
funciones en los seres vivos. Ademas, estan compuestos de uno o mas polipéptidos

Ilamados aminoacidos que se encuentran tanto en células animales como en vegetales.
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Por otra parte en la nutricién, las proteinas poseen un papel fundamental ya que
proporcionan nitrégeno y aminoacidos que podrian ser utilizados para las sintesis de las

proteinas y otras sustancias nitrogenadas (Galvez, Flores & Gonzalez, 2013).

Las proteinas son moléculas complejas. Con la posibilidad de que los 20
aminoéacidos puedan ser agrupados en orden aleatorio para conformar polipéptidos de
cientos de aminoacidos que tienen el extraordinario potencial de producir una gran
cantidad de variantes en su conformacion (Berge et al., 2004). Estas multiples
caracteristicas, muchas de las cuales estan interrelacionadas, son las responsables de la
gran variedad de funciones, estructuras y demas caracteristicas de las proteinas, todas
las proteinas son cadenas lineales compuestas de algunos de los veinte aminoacidos
(Stryer, 2001). Es decir, son muy necesarias para la vida por que desempefian la mayor
parte de funciones en las células de todos los seres vivos y son fundamentales para el

crecimiento, desarrollo, reparacion y para el buen funcionamiento del organismo.

La calidad de una proteina depende en gran parte de la concentracion de sus
aminoacidos y su digestibilidad. Es decir si una proteina es incompleta en uno o mas
aminoacidos esenciales, se denomina “aminoacido limitante” cuyas concentraciones de
aminoacidos se hallan por debajo de los niveles de proteina de referencia (Padron,
Oropeza & Montes, 2015). Por lo tanto, las proteinas al poseer uno 0 mas aminoacidos
limitantes restringen la sintesis proteica en el organismo y no pueden ser utilizadas
completamente. Sin embargo, al presentar baja calidad y ser deficiente en aminoacidos
puede mejorarse nutricionalmente, suplementadose con otra proteina rica en ese
aminoéacido esencial. Por ejemplo, la mezcla de proteinas de cereales con proteinas de
leguminosas que proporciona un contenido en aminoacidos esenciales completo y bien

equilibrado (Fennema, 2010).
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2.2.1. DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS

La palabra desnaturalizacion indica que la estructura se aleja de la forma nativa debido a
un importante cambio en su conformacion tridimensional, producida por movimientos
de los diferentes dominios que presenta la proteina. Sin embargo, este cambio
conformacional trae como consecuencia pérdidas de estructura secundaria, terciaria,
cuaternaria pero no cambios de la estructura primaria, es decir que la desnaturalizacién
no implica una hidrdlisis del enlace peptidico. Por lo tanto, las bajas estabilidades
conformacionales de las proteinas nativas lo hacen facilmente susceptibles a la
desnaturalizacion; todas las proteinas desnaturalizadas tienen la misma conformacion,
muy abierta y con una interaccion maxima con el disolvente, por lo que una proteina
soluble en agua cuando se desnaturaliza se hace insoluble y precipita. La
desnaturalizacion de la proteina se produce por cambios de temperatura o variaciones de

pH (Blanco, 2010; Badui, 2013).

a) Cambios de temperatura

Para Fennema (2010) las proteinas sufren diversos grados de desnaturalizacion que
pueden afectar las propiedades funcionales y nutricionales en los alimentos. Es decir, la
desnaturalizacion es un mecanismo que implica las desestabilizaciones de sus
interacciones no covalentes, los enlaces de hidrogeno, las interacciones electrostaticas,

que se desequilibran a temperaturas altas y ganan estabilidad a temperaturas bajas.

En otras palabras, la aplicacion de calor es uno de los agentes desnaturalizantes que se
utilizan con mayor frecuencia, afecta la estabilidad de las interacciones nocovalentes de
la estructura tridimensional de las proteinas, pues a medida que se eleva la temperatura
la molécula pierde su delicado balance de los enlaces que mantienen su equilibrio y por

consiguiente sus propiedades funcionales (Zhun & Damodaran, 2011).
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b) Variaciones de pH

El cambio de pH del ambiente natural o fisioldgico de las proteinas puede acarrear
modificaciones importantes en su conformacion, debido a cambios de ionizacion de las
cadenas laterales cargadas, que afectan el nimero de puentes salinos que estabilizan la
estructura nativa de la proteina. Es decir, las proteinas son desnaturalizadas, a pH
extremos alcalinos que a pH extremos acidos, esto debido a la ionizacion de los grupos
sulfhidrido, fenodlicos y carboxilos, que ocasionan el despliegamiento de las cadenas
polipetidicas al intentar de exponerse al ambiente acuoso. Por lo tanto, en la hidrolisis
de las proteinas, a medida que aumenta el pH, la temperatura, la enzima pierde su
actividad enzimatica con el sustrato; como se muestra en la figura 8 (Badui, 2013;

Voet, Voet & Pratt, 2010).

2.3. CONCENTRADO PROTEICO

Un concentrado proteico es aquel cuyo contenido de proteinas es mayor al 70% y
que las proteinas constituyentes deben ser exactamente las que se encontraban en la
fuente organica inicial, sin haber sufrido proceso de degradacién o hidrolisis no
deseables. Su proceso de elaboracion supone una serie de etapas encaminadas a eliminar
o disminuir los componentes no proteicos, para lograr un producto final con el 70-80%
de proteina. Para la obtencion de un concentrado proteico los procedimientos mas
utilizados son el método precipitacion isoeléctrica y el método enzimatico por la
facilidad de su implementacién, por los altos rendimientos obtenidos; ademas permiten
la facil separacién de sustancias no proteicas tales como: azlcares, fibra, lipidos y otros
componentes no deseables en el producto final (Caiza, 2011; Martinez, Medina &

Zambrano, 2011).

Los métodos aplicados en la extraccion de concentrados proteicos son:
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a) Extraccién de compuestos no protéicos mediante el uso de agua ajustada al
punto isoeléctrico (pl) de las proteinas.

b) Extraccién de compuestos no protéicos con agua después de un tratamiento
térmico.

c) Extraccion de compuestos no protéicos mediante el empleo de soluciones

hidroalcéholicas.

La precipitacion isoeléctrica es el pH en donde la proteina presenta carga neta
compensada (igual numero de cargas positivas que negativas), es decir carga eléctrica
cero. En este pH la proteina presenta su minima solubilidad que permite que precipite y

sea incapaz de desplazarse a otro campo eléctrico (Peinado & Meléndez, 2010).

La metodologia mas utilizada para obtener aislados proteicos vegetales es por
solubilizacién alcalina, seguido de la precipitacion isoeléctrica; por ofrecer alto

contenido de proteina este método comprende dos fases que a continuacion se detallan.

Las proteinas en el proceso de solubilizacion a pH alcalino, tienen una
predominancia de especies cargadas negativamente, debido a la ionizacién de los grupos
carboxilo y la desprotonacion de los grupos amina, fendmeno que provoca el aumento
de la interaccion con el disolvente, permitiendo de este modo la solubilidad de la
proteina (Valenzuela, Abugoch, Tapia & Gamboa, 2013). Otro factor importante en la
solubilizacién alcalina de las proteinas, es no trabajar a pH alcalinos mayores a 9. Esto
debido a que, afectan negativamente a los aminoacidos azufrados y a otros esenciales,
como a la lisina, generando lisinoalanina, asimismo de causar desnaturalizacion y la
extraccion de componentes no proteicos, los cuales coprecipitan con las proteinas
bajando asi la calidad del concentrado proteico (Callisaya & Alvarado, 2009; Serpa,

Hincapié & Alvarez, 2014).
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2.4. AMINOACIDOS

Las proteinas son macromoléculas constituidas a partir de aminoacidos (AA) que
desempefian funciones diversas, todas ellas de extraordinaria importancia en los seres
vivos. Los aminoacidos son las unidades estructurales basicas de las proteinas.
Quimicamente, son compuestos organicos caracterizados por poseer un grupo amino y
un grupo carboxilico. Segun la posicion relativa a la que se una el grupo amino con
respecto al carboxilo, los aminoacidos pueden ser a-, B-, y-, o d-aminoacidos. Los
aminoéacidos que forman parte de las proteinas son a-aminoacidos, es decir los que su
grupo amino permanece unido al llamado carbono-o, denominado asi por ser adyacente

al grupo carboxilo (Adeva et al., 2012; Badui, 2006).

COO-
+NH;—C—H
R

Figura 1. Estructura general de los aminoécidos

En la naturaleza se han descubierto mas de 700 aminoéacidos, siendo la mayoria de
ellos o-aminoécidos sintetizados por bacterias, hongos y algas. Unicamente, 20 o-
aminoéacidos (19 aminoacidos y 1 iminoacido) son utilizados por las células para la
sintesis protéica, diferenciandose entre si en el tamafio, forma, carga, capacidad de
formar enlaces de hidrdgeno, caracter hidrofébico y reactividad de la cadera lateral. Los
a-aminoacidos que forman parte de las proteinas se unirdn entre si mediante un enlace
covalente entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el grupo amino del siguiente

denominado enlace peptidico (Fennema, 2000).
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2.4.1. CLASIFICACION SEGUN SU ESENCIALIDAD

Los términos esencial y no esencial originalmente se definieron en relacion con el
papel de los aminoacidos en la formacion de proteinas y el crecimiento del organismo.
Pero tal y como se ha resefiado anteriormente, los veinte aminodcidos expuestos son
absolutamente necesarios para conseguir un buen estado de salud. Nuestro organismo
posee la capacidad de sintetizar el 80% del total de aminoacidos, mientras que el 20%
restante se deben obtener mediante la ingesta directa a través de la dieta; por esta razon
los aminoacidos se clasifican en no esenciales o de sintesis enddgenas y esenciales u
obtenidas mediante fuentes externas; El aporte dietético deficitario de aminoacidos
provoca alteraciones tanto fisicas como mentales, entre ellas: reduccion del
metabolismo energético, alteraciones en el suefio, fatiga cronica, alteraciones digestivas,
defectos cutaneos, ansiedad y afectacion emocional, obesidad, malnutricion y retencion
sanguinea de residuos toxicos. Dia a dia, expertos en el area de alimentos buscan nuevas
alternativas para los compuestos naturales, incluidos los aminoacidos libres; de los
cuales sus beneficios potenciales pueden ser destinados a usarse en la industria

alimenticia (Garcia et al., 2016; Lehninger, Cox & Nelson, 2008).

2.5. AMINOACIDOS ESENCIALES

Los aminoacidos isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, triptéfano,
treonina, valina e histidina se obtienen Unicamente a traves de la dieta y es por eso se
denominan aminoacidos esenciales, o indispensables. Teniendo en cuenta que la
metionina es el precursor directo de la cisteina y la fenilalanina de la tirosina, muchos
autores consideran que estos Gltimos aminoacidos también pueden incluirse dentro del
grupo de esenciales, ya que la falta de alguno de ellos implica la imposibilidad de
sintesis del resto. La ausencia de aminoacidos esenciales en la dieta puede dar lugar a

diferentes problemas nutricionales o de salud (Lehninger, Cox & Nelson, 2008).
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a) Treonina

La treonina es uno de los nueve aminoacidos que parecen ser estrictamente
esenciales para los animales superiores. La treonina es frecuentemente el tercer
aminoéacido limitante en los humanos (después de lisina y metionina). Las situaciones
méas deficitarias se plantean en el caso de dietas de bajo contenido en proteina
suplementadas con otros aminoacidos industriales. Sus concentraciones plasmaticas son
particularmente elevadas en los recién nacidos. Es imprescindible para la correcta
funcion digestiva e intestinal ya que interviene en los procesos de asimilacion y
absorcion de los diferentes nutrientes. Adicionalmente posee un efecto estimulante
sobre el timo, glandula relacionada con el control de la depresion, con el consecuente

efecto terapéutico sobre la misma (Blas, Garcia & Carabafio, 2005).

b) Lisina

La lisina es responsable de muchas funciones en el cuerpo. Se concentra en el
tejido muscular, ayuda en la absorcion de calcio del tracto gastrointestinal, promueve la
produccion de hueso y la formacion de colageno. El efecto méas notable de L-lisina es su
efecto contra las infecciones virales. También se necesita lisina para la formacion de
anticuerpos. Los sintomas de una deficiencia de lisina son (entre otros) la reduccion de
la capacidad de concentracion, fatiga cronica, mareos, inhibicién del crecimiento y

reduccion de la inmunidad (Zhang, Wen & Shi, 2012).

¢) Metionina

La metionina es uno de los aminoacidos (“eslabones” de las cadenas de proteinas)
esenciales, lo que significa que no se puede sintetizar en el organismo y debe obtenerse

a traves de la dieta. Aporta azufre y otros compuestos que necesita el organismo para un
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metabolismo y un crecimiento normales. La metionina pertenece también a un grupo de
compuestos llamados lipotrépicos, o sustancias quimicas que ayudan al higado a

procesar las grasas (Mendoza, 2010).

d) Valina

La valina es un aminoacido no cargado a pH neutro, apolar y ramificado. Forma
parte integral del tejido muscular, pudiendo ser usado para poder conseguir energia por
los musculos ya que posibilita un balance de nitrogeno positivo e interviene en el
metabolismo muscular y en la reparacion de los tejidos. La enfermedad de la orina de
jarabe de arce es un déficit de este complejo, que conduce a la acumulacion de estos
derivados cetoacidos en la orina, suero y liquido cefalorraquideo. Por otra parte, niveles
muy bajos de estos aminoacidos también se relacionan con patologias neuroldgicas,
como epilepsia, y con pérdida de peso ocurrida en la enfermedad de Hungtinton o en

caquexia inducida por cancer (Lehninger, Nelson & Cox, 2000).

e) Isoleucina

Es un aminoécido esencial ramificado, junto con la leucina y la valina. Es esencial
e imprescindible para la sintesis de hemoglobina y para la regulacién de los niveles
sanguineos de glucosa (energia). Tras su metabolismo, la L-isoleucina puede ser
convertida tanto en hidratos de carbono como en lipidos (Mathews, Holde & Ahern,

2003).

f) Leucina

La leucina es un aminoacido considerado esencial, que interactia con los
aminoacidos isoleucina y valina. Se utiliza en el higado, tejido adiposo y tejido

muscular; en estos dos ultimos se utiliza para la formacion de esteroles que cumplen
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funciones reguladoras, estructurales y hormonales. Tiene la capacidad de imitar a la
insulina y ayudar al azucar a entrar en las células. También puede sustituir a la glucosa
durante periodos de ayuno, una propiedad que no es compartida por sus demas
compafieros de aminoacidos. Se altera durante el envejecimiento, lo que provoca un
desequilibrio en la descomposicion y produccion de las proteinas musculares; razén por

la cual se origina una pérdida de masa muscular en los ancianos (Combaret, 2008).

g) Fenilalanina

Aminoéacido esencial con accion antidepresiva y analgésica. Ademas de su
eficacia frente a la depresion, la fenilalanina mejora la memoria y posee efecto
antimigrafioso. La fenilalanina se encuentra principalmente en alimentos ricos en
proteinas, como la carne, huevo, pescado y productos lacteos. Asi mismo se encuentra

en muchas drogas psictrdpicas usadas habitualmente (Lopez, 2007).

h) Histidina

La histidina, ayuda a combatir algunos de los efectos negativos de la artritis
reumatoide, por ejemplo la inflamacion y la falta de movilidad, en la desintoxicacién de
metales pesados, en el tratamiento de la impotencia y la frigidez, ayuda a mejorar la
respuesta inmunitaria, a evitar los vomitos en el embarazo, también es importante para
el mantenimiento de las vainas de mielina que protegen las células nerviosas. Es
necesario para la produccion tanto de globulos rojos y blancos en la sangre, protege al
organismo de los dafios por radiacion, reduce la presion arterial, participa en el
desarrollo y manutencién de los tejidos sanos, particularmente en la mielina que cubre
las neuronas, en el sistema nervioso central es sintetizada y liberada por las neuronas y

utilizada como neuromodulador (Asencio & Aguilar, 2010).
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i) Arginina

La arginina es un aminoacido semiesencial con importantes funciones
fisiolégicas. Entre ellas destaca su papel como precursora del 6xido nitrico, una
molécula producida a partir de la arginina por la enzima 6xido nitrico sintasa en muchos
tejidos y que en el endotelio vascular se comporta como vasodilatadora, antiaterogénica

y antiagregante plaquetaria (Martinez & Sanchez, 2004)

2.6. AMINOACIDOS NO ESENCIALES

Los aminoacidos no esenciales, también denominados en ocasiones prescindibles,
son aquellos que un organismo puede sintetizar. Dentro de este grupo se encuentran la
alanina, arginina, acido aspartico y cisteina, acido glutamico y glutamina, glicina,
prolina, serina, histidina y tirosina. Todos los tejidos presentan cierta capacidad de
sintesis, remodelacion e interconversion de aminoacidos, aunque es el higado el sitio

principal de metabolismo del nitrégeno en el cuerpo (Latham, 2002).

a) Acido Aspartico

El &cido aspartico es un aminoacido acido no esencial ya que puede ser sintetizado
por el organismo humano. Es un neurotransmisor y uno de los aminoacidos con los que
las células forman las proteinas. Su biosintesis tiene lugar por transaminacion del acido
oxalacético, un metabolito intermediario del ciclo de Krebs. El acido aspartico juega un
papel importante en la produccion y secrecion de hormonas, asi como en el correcto
funcionamiento del sistema nervioso. Es muy importante para la desintoxicacion del
higado y su correcto funcionamiento ya que al combinarse con otros aminoacidos forma

moléculas capaces de absorber toxinas del torrente sanguineo (Tomé, 2009).
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b) Serina

La serina es un aminoacido no esencial que es bastante importante en la creacién
de varios neurotransmisores por lo que es un valioso nutriente en el cerebro, metabolizar
grasas y acidos grasos, contribuye en la desintoxicacion del organismo, mantiene un
buen funcionamiento del sistema inmunoldgico y se da en el crecimiento muscular. La
serina es uno de los nutrientes que se emplean para reconstruir el cerebro y el sistema
nervioso para que funcionen sin ningun tipo de sobresalto (Martin, Garcia & Bustos,

2006).

¢) Acido Glutdmico

El 4cido glutamico es el neurotransmisor mas abundante del sistema nervioso. Las
neuronas glutamatérgicas extienden su accion a lo largo del eje encefalomedular. El
papel del &cido glutdmico y su disfuncion ha ganado importancia en neurologia y en
psiquiatria, en la medida en que se ha profundizado en el conocimiento sobre su
metabolismo, tipos de receptores, transportadores y mecanismos de homeostasis, cuya

disfuncion puede llevar a muerte neuronal (Medina & Escobar, 2002).

d) Prolina

Su principal funcion es la producir colageno en el organismo. La prolina puede
sufrir hidroxilacién, forméandose la hidroxiprolina, en cuyo proceso de formacion es
necesario el acido ascorbico o vitamina C. También se relaciona con ciertos tipos de
esquizofrenia, desorden esquizoafectivo, retraso mental y caracteristicas autistas. La
prolina, junto con la glutamina, forma parte mayoritaria del gluten, responsable de la
respuesta inflamatoria ocurrida en el intestino que sufren los enfermos celiacos. El

catabolismo de la prolina da lugar a la produccion de nitrégeno, el cual es eliminado por
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la orina a en forma de urea, al cual también estan relacionados el estrés catabolico

severo o disfuncién metabdlica intestinal (Martinez & Martinez, 2006).

e) Glicina

La Glicina es un aminoacido no esencial, protege al organismo frente a shock
tanto por pérdida sanguinea como por endotoxinas, reduce la concentracion de alcohol
en el estbmago y aumenta la recuperacion de la hepatitis producida por alcohol,
disminuye el dafio hepético inducido por farmacos hepatotdxicos y blogquea la apoptosis
y en el rifidén disminuye la nefrotoxicidad originada por el farmaco immunosupresor
ciclosporina A y previene la hipoxia y la formacion de radicales libres. Ademas puede
ser util en otras enfermedades con procesos inflamatorios ya que disminuye la

formacidn de citoquinas (Martilla et al., 2002).

f) Alanina

Aminoacido no esencial que puede ser considerado esencial en ciertas
circunstancias. Se encuentra en altas concentraciones en el tejido muscular; es uno de
los aminoéacidos mas usados en la construccidon de proteina. La administracién de
alanina como suplemento fue bien tolerada en un estudio de pacientes con hiperplasia
prostatica benigna. El exceso puede ser degradado en glucosa y usado como fuente de
energia para los muasculos, el cerebro y el sistema nervioso central. Esta involucrada en
el metabolismo del triptofano y de la vitamina piridoxina; ayuda a metabolizar los
azucares y acidos organicos. Puede inhibir o reducir la neurotransmision en el cerebro.
Ha mostrado ser capaz de estimular la produccion de anticuerpos. Puede ayudar a

estabilizar el nivel de glucosa en sangre en personas con hipoglucemia (Mora, 2010).
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g) Cisteina

La cisteina es molécula precursora de numerosos metabolitos azufrados necesarios
para el desarrollo de la vida. Es, ademas, precursor de vitaminas como la tiamina B1 y
la biotina B7. La cisteina, a parte de su intervencion en el metabolismo energético,
forma parte de la estructura de numerosos tejidos y moléculas hormonales. La accién
combinada de cisteina y glutation resulta en un intenso efecto detoxificante (Gotor,

2010).

h) Tirosina

Es precursor de ciertos neurotransmisores, de las hormonas tiroideas y de las
melaninas. Es precursor de importantes neurotransmisores como dopamina,
norepinefrina, epinefrina y L-dopa, que regulan diversas funciones dependientes de
tirosina como la seguridad, el humor o la funcién mental, la respuesta sexual y el estres.
Importante componente de hormonas producidas por la tiroides, vitales para la gestion
del metabolismo. Es también necesaria para la formacién de melanina, pigmento oscuro

que protege de los efectos dafiinos de la luz ultravioleta (Delvin, 2006).

En caso del tarwi la presencia de aminoécidos es de suma importancia, puesto que
afecta sus propiedades funcionales e influye en la calidad protéica, dichos valores se
muestran en la Tabla 2. Todas las proteinas estdn basicamente constituidas por
aminoéacidos, comprendiendo entre los 20 aminoacidos, sin embargo, algunas proteinas
pueden carecer de uno o varios amino&cidos. Las diferencias estructurales y funcionales
de los miles de proteinas se deben a su composicion aminoacidica de las mismas. Uno
de los principales factores que afectan a las propiedades fisico-quimicas, como la
estructura, la solubilidad, fijacion de grasa, etc., de proteinas y péptidos es la hidrofobia

de sus aminodacidos constitutivos (Fennema, 2000).
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Tabla 2. Cobmputo de aminodacidos de Lupinus mutabilis Sweet en 100 gramos.

Aminoacidos g de aminoécidos/ 100 g
Treonina 3,00
Valina 3,90
Metionina 0,50
Leucina 14,20
Fenilalanina 3,90
Histidina 2,50
Lisina 4,90
Arginina 9,90
Triptofano 0,80

Fuente: Acufia (2001)

2.7. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es dentro de las técnicas
cromatogréaficas, la méas utilizada. El proceso de separacion cromatografica puede
definirse como la transferencia de masas entre una fase estacionaria y una movil. La
mezcla que contiene los compuestos a separar es disuelta e inyectada en una columna
rellena de fase estacionaria a través de la cual es forzada a pasar por una fase movil
impulsada por la bomba de alta presion (Alaiz et al., 2000).

Dentro de la columna la mezcla se separa en sus componentes en funcion de su
interaccion entre las dos fases. Esta separacion puede ser modificada eligiendo
adecuadamente tanto la fase mévil como la estacionaria, el flujo de la fase movil o la
temperatura de la separacion. De esta forma la técnica de HPLC adquiere un alto
grado de versatilidad dificil de encontrar en otras técnicas, siendo capaz de separar los
componentes de una gran variedad de mezclas. El grado de retencion de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la composicion

de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un compuesto a ser
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eluido de la columna se denomina “tiempo de retencion” y se considera una propiedad
identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase movil y
estacionaria. La utilizacion de presién en este tipo de cromatografias incrementa la
velocidad lineal de los compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro
de la columna mejorando la resolucién de la cromatografia. Los disolventes mas
utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. El agua puede contener tampones,
sales, o compuestos como el acido trifluoroacético, que ayudan a la separacion de los
compuestos (Chicharro, 2007).

En la actualidad existen una gran cantidad de cromatdgrafos en el mercado,
existen dos grandes opciones segun la concepcion instrumental, la mas econémica y
versatil responde a un disefio modular como el ejemplo de la Figura 2, de tal manera
que sobre el disefio basico puedan ir acoplandose o sustituyéndose, diversos modulos
0 sustituir los detectores, cada vez es mas frecuente en el mercado la opcion integral
que tiene la ventaja de control Unico a través de un microprocesador, lo que sin duda
reduce la intervencion humana y eleva la seguridad del proceso analitico, pero tiene
los inconvenientes de la falta de flexibilidad (los mdédulos no pueden operar

independientemente) y su elevado costo (Harris, 2007).
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Computadora

r
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Figura 2. Equipo de HPLC (Harris, 2007).

2.7.1. INSTRUMENTACION EN HPLC

La cromatografia liquida en columna, se desarrolla en instrumentos Ilamados
cromatadgrafos, el cual proporciona informacién sobre la composicion al tener un
detector continuo integrado en el sistema hidrodindmico cromatografico. En la Figura
3 se muestra un diagrama esquematico de los componentes de un cromatdgrafo de

liquidos.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO | ' Nacional del

Altiplano
E Solvente E
E (fase movil) E
Bomba Inyector Columna Detector
(b) (c) (d) (e)

Figura 3. Diagrama basico de un sistema de HPLC (Alaiz, 2000).

El cromatografo consiste de un contenedor del disolvente (Fase movil), (b) una
bomba que mueve el eluyente y la muestra a través del sistema, (c) un inyector de la
muestra, (d) una columna que provee el soluto de separacion, (e) un detector que nos

permite visualizar la separacion de los componentes.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente proyecto de investigacion se llevé a cabo en dos etapas, la primera
etapa de extraccion de concentrado de proteina de tarwi, se realizé en los laboratorios de
Post Cosecha, Microbiologia y Nutricion de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno. La segunda etapa de
determinacion del perfil de aminoacidos del concentrado proteico de tarwi por HPLC,
se realizé en el laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catolica

Santa Maria — Arequipa.

3.2. MATERIA PRIMA
Se utilizo6 tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) de variedades: Yunguyo | y Negra de
Sacacatani, adquiridas del Instituto Nacional de Innovacion Agraria del Anexo Tahuaco

de la provincia de Yunguyo.

3.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
3.3.1. EQUIPOS

» Agitadores magnéticos Micro Mix Potencia 12W de velocidad 200-1500 rpm

> Balanza electrénica Henkel Serie KG 25550

> Balanza analitica, marca SARTORIUS BP3020

» Centrifugadora DYNAC 420101, USA

» Cocina eléctrica PREMIER

> Estufa marca MEMMET
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» TermoOmetro IR FLUKE MINI 62

» pH — metro, marca JENWZY 3510

» Equipo de HPLC ELITE La Chrom version Pump L-2130 con bomba
cuaternaria de baja presion con auto inyector SIL-10AD VP con un sistema

controlador SCL-10 AD VP y un detector UV SPD-10A.

» Columna: Purospher RP-18, 5 um (Merck) con deteccion por UV a 338 nm a
temperatura entre 30 y 35 °C aun flujo de 1 mL/min, con un volumen de

inyeccion de 20 pl, utilizando un programa de gradiente binario.

3.3.2. MATERIALES DE LABORATORIO

» Cronémetro

» Erlenmeyer de 250 ml.

» Vasos de precipitados (1000 ml, 600 ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml.)

» Embudo de vidrio

» Matraz (250 ml, 100 ml)

» Tubos de ensayo (vidrio, plastico)

» Lunas de reloj

» Mortero de porcelana

> Botellas de vidrio

» Agua destilada
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3.3.3. REACTIVOS

» Acido clorhidrico 1 N EMSURE

» Alcohol etilico al 50 %

» Hidréxido de sodio 1 N EMSURE

» Hidréxido de sodio 0.01 N EMSURE

» Acido clorhidrico 0.1 N EMSURE

» Fenilisotiocianato (grado cromatografico)

» Acetonitrilo 40% (grado cromatografico)

> Trietilamina 0,018%

> Tetrahidrofurano 0,03%

> Acido sulfurico 37% de pureza

» Metanol 40% (grado cromatografico)

» Acetato sodico 20%

> Acido acético
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3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.4.1. OBTENCION DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI

En la Figura 4, se muestra como se realizd la extraccién y precipitacion de la

proteina usando el método de punto isoeléctrico (Carranco, 2002).

HARINA DE TARWI

v

EXTRACCION

v

CENTRIFUGACION {2000 rpm /20 min

v

PRECIPITACION HCI 1N / pH 4 /30°C-40°C

v

CENTRIFUGACION {3600 rpm /30 min

v

DECANTACION

v

LAVADO etanol al 50%

v

SECADO

v

CONCENTRADO
PROTETICO

1:15 harina: agua / pH 9 /NaOH
AN /30°C-40°C / 120 min

30°C - 40°C / 48 horas

Figura 4. Diagrama de flujo para la obtencion de concentrado de proteina por método
de punto isoeléctrico.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

Extraccion: La extraccion se realizd suspendiendo la harina de tarwi en agua con una
relacion de harina: agua de 1:15, el pH se ajusto a 9 con NaOH 1N; el cual
posteriormente se llevo a una agitacion constante a temperaturas de 30 °C y 40 °C por

tratamiento por un tiempo de 2 horas, ajustando el pH a 9 cada 15 minutos.

Centrifugacién: Con el fin de separar la proteina de la harina se centrifug6 a 2000 rpm

por 20 minutos.

Precipitacion: Se adiciond HCI 1N regulando el pH al valor de estudio 4.5, ya que
sobre este las proteinas se degradan, a temperatura maxima de 30°C y 40 °C por el

mismo motivo.

Centrifugacion: Después de la precipitacion las muestras fueron colocadas en los tubos
de ensayo y posteriormente centrifugados a 3600 rpm por 30 minutos para acelerar la

precipitacion.

Decantacion: Una vez centrifugado el contenido de los tubos se decanto el liquido.

Lavado: El sélido obtenido fue lavado repetidamente con una solucion de agua y

alcohol etilico (50%), para eliminar el HCI que pudo haber quedado.

Secado: La proteina lavada se traspasé a placas petri y se seco en estufa de 30 a 40 °C

por 48 horas.
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3.4.2. DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS DEL
CONCENTRADO PROTEICO DE DOS VARIEDADES DE TARWI
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

(HPLC)

Se tom6 como modelo la metodologia descrita por (Alaiz et al., 2000) en la cual la
muestra 0,1 g de concentrado de proteina de cada variedad se hidrolizé con 4 ml de
HCI 6 N a 110 °C por 24 horas. Posteriormente el hidrolizado se filtr6 mediante un filtro
Drummond de 8 um y una jeringa. En cada vial se coloc6 757 pl de o-ftalaldehido
(OPA), 153 ul de agua ultra pura y 90 pl de concentrado proteico de tarwi variedad

(Yunguyo | y Negra de Sacacatani).

Se coloco los viales en el equipo y se procede a programar las secuencias para la
identificacién de 17 aminoacidos de los concentrados proteicos de cada variedad de
tarwi. Se inyectaron 20 ul en el cromatografo HPLC. Se utilizo el equipo HPLC ELITE
La Chrom version Pump L-2130 con bomba cuaternaria de baja presion con auto
inyector SIL-10AD VP con un sistema controlador SCL-10 AD VP y un detector UV
SPD-10A. Se utiliz6 una columna: Puro spher RP-C18, 5 um (Merck) con deteccion por
UV a338 nm a temperatura entre 30 y 35 °C aun flujo de 1 ml/min, con un volumen de
inyeccion de 20 ul. Con software Clarity Chromatography Station para Windows La
resolucion de los derivados de aminoacidos se logré usando un sistema de gradiente
binario con flujo de 0,9 ml/min a temperatura ambiente empleando como fase movil

buffer acetato de sodio pH 6 y acetonitrilo.
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3.5. METODOS DE ANALISIS

3.5.1. Determinacion de proteina

El contenido de proteina de harina y concentrados protéicos de tarwi de
variedades (Yunguyo | y Negra de Sacacatani) se evalué mediante la determinacion de
nitrégeno por el método de Kjeldalh (AOAC, 1995) utilizando el factor 6.25 como se

describe en el Anexo |.

3.6. DISENO DE INVESTIGACION

3.6.1. Disefio estadistico para los concentrados protéicos de tarwi de variedades

(Yunguyo I y Negra de Sacacatani)

Para determinar el concentrado protéico se emplea el Disefio factorial 2%
propuesto por (Gutierrez, 2012), este disefio nos permitira determinar la efectividad de

la concentracion de proteina de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).

Disefio factorial 2% con réplica en todos los puntos: Por disefio factorial se
entiende a aquel donde se investigan todas las posibles combinaciones de los niveles de
los factores en cada ensayo completo o réplica. Entendiéndose por niveles a los
diferentes valores que pueden tomar los factores o variables. Si se consideran dos

niveles el disefio se denomina Disefio factorial 2¥ (Montgomery, 2006).

Entonces el numero total de experimentos esta definido por:

N = 2k
Donde:
K = nlmero de variables

N = numero de experimentos
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3.6.2. Disefio estadistico para el perfil de aminoacidos de tarwi de variedades

(Yunguyo | y Negra de Sacacatani)

El andlisis estadistico que se utilizard para la determinacion del perfil de
aminoéacidos es la Prueba de t-Student. La prueba t-Student se utiliza para contrastar
hipdtesis sobre medias en poblaciones con distribucién normal. También proporciona
resultados aproximados para los contrastes de medias en muestras suficientemente
grandes cuando estas poblaciones no se distribuyen normalmente (aunque en este tltimo
caso es preferible realizar una prueba no paramétrica). Para conocer si se puede suponer
que los datos siguen una distribucion normal, se pueden realizar diversos contrastes
Ilamados de bondad de ajuste, de los cuales el mas usado es la prueba de Kolmogorov.
A menudo, la prueba de Kolmogorov es referida errbneamente como prueba de
Kolmogorov-Smirnov, ya que en realidad esta dltima, sirve para contrastar si dos
poblaciones tienen la misma distribucion. Para aceptar o rechazar la hipétesis nula se
hizo una prueba de hipotesis, utilizando la distribucion t-student, por ser muestras

pequenas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. OBTENCION DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI
Se realizd preliminarmente, el andlisis de proteina de la harina de Tarwi, el cual

se muestra en la Tabla 3 conjuntamente con los intervalos de confianza (margen de error
descritos en el Anexo Il) de las muestras realizadas por triplicado (n=3), obtenidos en el
Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos Escuela Profesional de Ingenieria

Agroindustrial — Facultad de Ciencias Agrarias — UNA Puno.

Tabla 3. Contenido de proteina de harina de tarwi.

MUESTRAS
ENSAYO
VARIEDAD NEGRA DE VARIEDAD
SACACATANI YUNGUYO |
% PROTEINA 48.71 +0.049 b 49.65 %+ 0.107 a

(n=3)

Fuente: Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos EPIA — FCA UNA PUNO

En la Tabla 3 se observa que el porcentaje de proteina es de 48.71% para la
variedad Negra de Sacacatani y de 49.65% para la variedad Yunguyo I; Mayta (2000),
reporta como valor porcentual de contenido de proteina de tarwi: 47.84 %, con el que se
puede contrastar los valores mencionados (Tabla 3), los cuales son préximos a este
valor. De la misma manera con los valores reportados por la FAO (1985), que menciona
que la proteina de tarwi puede variar de 41 a 51%, por lo que los valores de la Tabla 3,

se encuentran dentro del rango mencionado.

Urrutia (2010), en su proyecto de investigacion reporta que la harina de tarwi
desamargada posee un contenido de proteina de 49.87%, el cual se asemeja a los
resultados reportados en la Tabla 3 especialmente en a la variedad Yunguyo I. Del

mismo modo en la investigacion que realizaron Cerezal et al. (2007), reportan un
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contenido de proteina de 49.77% en harina de lupino, el cual también se aproxima a los
resultados obtenidos en la presente investigacion. De la misma manera, en un estudio de
“Caracterizacion de semillas de lupino (Lupinus mutabilis) sembrado en los Andes de
Colombia” se realiz6 un andlisis proximal de semillas, cotiledon y tegumento de
Lupino, reportando contenidos de proteina de: semilla 44.86%, cotiledon 49.22% y
tegumento 9.39%. (Eduar et al., 2010). En el que el cotileddn representa al tarwi sin
cascara, el que se utiliz6 también para la presente investigacion, con los valores de
48.71% para la variedad Negra de Sacacatani y de 49.65% para la variedad Yunguyo |

(Tabla 3), teniendo una proximidad con el contenido de proteina del cotiledon 49.22%.

La extraccion del concentrado proteico de Tarwi se realizd mediante el método
de punto isoeléctrico, considerando como parametros de extraccion un pH de 4.5,
también los factores de variedad (Yunguyo | y Negra de Sacacatani) y temperatura
(30°C y 40° C), con 3 repeticiones por tratamiento, empleandose 33.33 g de harina de
tarwi para cada repeticion. Los parametros utilizados en la extraccion se relacionan con
lo descrito por Hicks (2001), el cual afirma que, en la extraccion de concentrados y
aislados, el pH tiene un efecto muy marcado que afecta la configuracién de la proteina,
la mayoria de las enzimas presentan una actividad catalitica méxima a un determinado
valor optimo de pH, la mayoria tiene un pH éptimo entre 4 a 8, sobre o de bajo de este
la actividad disminuye, en general, los pH extremos inactivan las enzimas debido a la
desnaturalizacion. La velocidad de reaccion enziméatica aumenta con la temperatura alta
y retiene su capacidad catalitica. Cuando se aumenta la temperatura por encima de este
intervalo la actividad enzimatica se modifica y se produce la inactivacion de la enzima
por un proceso de desnaturalizacion, con la perdida de la estructura terciaria de la
proteina. La mayoria de las enzimas tienen su 6ptimo en el intervalo de 30°C a 50°C,

inactivandose a mas de 75°C.
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En la Tabla 4, se muestra los resultados obtenidos + el intervalo de confianza
(margen de error — Anexo 1l1) de tres repeticiones con tres replicas cada una (n=3) por
el método de punto isoeléctrico, ya que este método segun Viogue et al. (2000) indica
que la extraccién mediante el punto isoeléctrico, permite la eliminacion de la mayor
parte de los compuestos antinutricionales, parte de las sales y de los compuestos
nitrogenados no proteicos, aunque también son solubilizadas una fraccion de las
proteinas, principalmente albiminas. EI método consiste en sucesivas extracciones con
agua y centrifugacion es para separar la materia insoluble del sobrenadante en el que
van disueltos los compuestos que se quieren eliminar. La extraccién acuosa a pH
controlado es poco desnaturalizante para las proteinas, lo cual permite mantener las
propiedades funcionales del producto, aunque algunos compuestos responsables de

olores y sabores desagradables no son eliminados.

Tabla 4. Extraccion de concentrado protéico de 33.33g de harina de Tarwi.

VARIEDAD NEGRA DE
VARIEDAD YUNGUYO I
REPLICA SACACATANI

30°C 40°C 30°C 40°C

PROMEDIO 3.73+0.059b 4.01+0.028a 3.67+0.062b 3.96+0.039a

(n=3)

Los resultados obtenidos en la Tabla 4, presentan a 3.67 g como la menor
cantidad y 4.01 g como la mayor cantidad en cuanto a las medias de extraccion del
concentrado protéico por cada 33.33 g de harina de Tarwi, resaltando como una mayor
extraccion a la variedad Yunguyo I. Los rendimientos porcentuales de la extraccion de
concentrado protéico de tarwi dan una mejor vision de la cantidad extraida, el cual se
muestra en la Tabla 5 (Describiendo el intervalo de confianza del promedio de

porcentaje en el Anexo V).
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Tabla 5. Rendimiento porcentual de extraccion del concentrado protéico de Tarwi (%).

VARIEDAD NEGRA DE
VARIEDAD YUNGUYO I
REPLICA SACACATANI

30°C 40°C 30°C 40°C

(%)Promedio 11.20+0.278b 11.94+0.090a 11.02+0.252b 11.88+0.296 a

(n=3)

En la Tabla 5, se observa claramente que los tratamientos realizados a 40°C en
ambas variedades de Tarwi (Yunguyo | y Negra de Sacacatani), tiene mejores
porcentajes de extraccion, siendo lo contrario en los tratamientos realizados a 30°C,

para demostrar la mejoria de los resultados mostrados de la Tabla 4, se realizo el
analisis de datos mediante el Disefio factorial 2, para validar cual de los tratamientos

resultd mejor. Montgomery (2006) afirma que, el disefio 2% esde particular utilidad en
las etapas iniciales del trabajo experimental, cuando probablemente se estén
investigando varios factores. Este disefio proporciona el menor nimero de corridas con

las que pueden estudiarse k factores en un disefio factorial completo.

El Andlisis de Varianza realizado en cuanto a la extraccion del concentrado
protéico de tarwi (Anexo V), demuestra que no existe diferencia significativa en cuanto
al efecto principal de variedad del tarwi, por otro lado, este analisis también demuestra
que existe diferencia altamente significativa (P < 0.01) para el efecto principal de
temperatura y por ultimo, para el efecto de la interaccion de variedad y temperatura, no
existe diferencia significativa. De lo mencionado anteriormente demostramos lo
establecido en la Tabla 5, en el que los mejores promedios de porcentaje de extraccion
son los tratamientos realizados a 40°C para ambas variedades, debido a que este factor
en el Analisis de Varianza, demuestra una diferencia altamente significativa. El cual
también se encuentra en el intervalo 6ptimo de extraccion que es entre 30°C y 50°C

mencionados por Hicks (2001).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

Para la determinacion del perfil de aminoacidos del concentrado protéico de
tarwi mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC), se eligié los
mejores tratamientos sometidos a 40°C para la variedad Negra de Sacacatani y a 40°C

para la variedad Yunguyo I.

En la Tabla 6, se muestran los resultados del analisis del contenido de porcentual
de proteina del concentrado protéico de Tarwi * los intervalos de confianza (por
triplicado n=3) (Anexo VI) de la presente investigacion, cuyos valores fueron obtenidos
en el Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos — Facultad de Ciencias

Agrarias — UNA Puno.

Tabla 6. Contenido de proteina del concentrado protéico de tarwi.

MUESTRAS
Samel i VARIEDAD NEGRA DE VARIEDAD
SACACATANI YUNGUYO |
% PROTEINA 70.20 £ 0.065 a 73.45+0.230 a
(n=3)

Fuente: Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos -EPIA- FCA UNA PUNO

El contenido de proteina obtenido fue de 70.20% para la variedad Negra de
Sacacatani y de 73.45% para la variedad Yunguyo I, como se puede apreciar en la Tabla
6, resultando en la variedad Yunguyo | con un contenido levemente superior respecto de
la variedad Negra de Sacacatani. Segin Chew, Casey & Johnson (2003), en su
investigacion, indican que la extraccién de los granos de Lupino, permite la
solubilizacién del 87% de las proteinas del ndcleo y la recuperacion de proteinas se
encuentra entre 70% - 85% debido a la utilizacion de este método. Por lo que ambos
valores, tanto en la variedad Yunguyo | y Negra de Sacacatani se encuentran en el

intervalo mencionado. Por otro lado Villacrés (2001), reporta en su informe de
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investigacién en tarwi, que el contenido de proteina es de: 47.8% en harina, 72.8% en
concentrado y 99.3% en aislado; contrastando con los resultados de la Tabla 6, que
fueron de 70.20% en variedad Negra de Sacacatani y 73.45% en variedad Yunguyo I,
los cuales son proximos al valor mencionado por el autor en cuanto al concentrado
protéico de tarwi. Del mismo modo Sosa (2000) obtiene un aislado protéico de tarwi
con la siguiente composicién quimica: 93.50% de proteina, 0.97% de grasa, 8.76% de
otros componentes. El porcentaje de proteina del presente trabajo es de 70.20% en
variedad Negra de Sacacatani y de 73.45% en variedad Yunguyo I, diferenciandose del
trabajo citado debido a que este se trata de un aislado protéico y no de un concentrado.
Del mismo modo, Urrutia (2010) reporta un contenido de proteina de aislado protéico
de tarwi de 92.83%, el cual nos confirma la diferencia de contenido de proteina entre el
concentrado y el aislado protéico. Realizando una comparacién con otra especie de
leguminosa, Jaimes, Restrepo & Acevedo (2014), en su investigacion sobre la
leguminosa trupillo (Prosopis juliflora), extrajeron el concentrado protéico del producto
mencionado, en el que se reporta un contenido de proteina del 75%, el cual se asemeja a

los resultados de la presente investigacion al pertenecer a la familia de leguminosas.

42. DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS DEL
CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI MEDIANTE HPLC

La determinacion del perfil de aminoécidos del concentrado proteico de Tarwi
mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC), se realizd en el
laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de Santa Maria — Arequipa,
con el equipo HPLC ELITE La Chrom version Pump L-2130; las muestras utilizadas en
el andlisis fueron los tratamientos realizados a 40°C para la variedad Negra de

Sacacatani y 40°C para la variedad Yunguyo I. Las muestras se sometieron a previa
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hidrolisis acida para eliminar los compuestos organicos no nitrogenados. Cervilla et al.

(2012) menciona que la hidrolisis acida es el método empleado cominmente en la

determinacion de aminoéacidos ya que permite liberar la mayoria de ellos durante el

proceso. Sin embargo, bajo esas condiciones se produce destruccion total de los

residuos de triptofano; mientras que la cisteina, la metionina, la serina y la treonina se

degradan parcialmente. Los valores obtenidos para el acido aspartico y glutamico

comprenden tanto a estos como a sus derivados aminados, asparragina y glutamina, ya

que la hidrolisis &cida convierte a estos ultimos en los primeros.

Tabla 7. Perfil de aminoacidos del concentrado proteico de tarwi de la variedad
Yunguyo I, y Negra de Sacacatani obtenidos mediante HPLC.

Variedad Negra

N° Aminoéacido Variedag de Sacacatani
Yunguyo | (ug/g) (Lg/a)
1 Acido aspartico 1.915+0.041b  4.055+0.033 a
2 Treonina* 1.000£0.071 a 1.030 £ 0.060 a
3 Serina 2.385+0.027b  2.542 +0.053 a
4 Acido Glutamico 37516 £0.147a 37.602 +£0.054 a
5 Prolina 2.018+0.081a 0.459+0.021b
6 Glicina 12.000 £0.098 b  15.000 + 0.052 a
7 Alanina 7.000+£0.098b  8.000 +0.058 a
8 Cisteina 31.758 £0.037a 29.179+0.030b
9 Valina* 9.000+0.110a  7.500 £0.052 b
10 Metionina* 0458 +£0.041a 0.500+0.030a
11 Isoleucina* 7.400+£0.105b 9.600 £ 0.049 a
12 Leucina* 2.835+0.075a 1.349+0.111 b
13 Tirosina 5.000+£0.104b  7.500 +0.061 a
14 Fenilalanina* 8.000+£0.160 b 9.300 £ 0.097 a
15 Histidina* 5.100£0.049b  6.500+0.011a
16 Lisina* 1.200+0.071 b 1.400+£0.041a
17 Arginina* 1.600+0.020b  1.800+0.104 a
(n=3)

Fuente: Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad, UCSM.
* Aminoéacidos Esenciales

La Tabla 7 nos muestra los resultados obtenidos del perfil de aminoacidos del
concentrado protéico de tarwi de la variedad Yunguyo | y Negra de Sacacatani + el
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intervalo de confianza de los valores determinados por triplicado (n=3) (Anexos VI,
VI, X y Xl). Los valores presentados fueron respuestas numéricas obtenidas del
detector en cuanto a la concentracion de cada analito (en la presente investigacion un
analito representa a un aminodacido), valores detectados a partir de los cromatogramas
obtenidos (ANEXO IX y XII) representa la concentracion frente al volumen del efluente

(concentrado protéico) en un determinado intervalo de tiempo.

El concentrado protéico de tarwi de variedades (Yunguyo | y Negra de
Sacacatani) contiene 17 aminoacidos, de los cuales 9 son esenciales: histidina, treonina,
arginina, valina, metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina y lisina. Rangel et al.
(2003), nos indica que los aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizados por el
organismo y deben ser aportados por la dieta o caso contrario pueden producir
trastornos en la salud. La lisina, uno de los aminoacidos mas escasos en los alimentos de
origen vegetal, se muestra en el concentrado de trawi de variedades (Yunguyo | y Negra
de Sacacatani) en una proporcion que al menos duplica la contenida en otras
leguminosas. La importancia de la lisina se debe a que tiene funciones claves en el
desarrollo de las células del cerebro humano y en el crecimiento. De hecho, se la asocia
con el desarrollo de la inteligencia, la memoria y el aprendizaje. Se puede apreciar el
perfil de aminodcidos del concentrado proteico de tarwi (Tabla 7) (Lupinus mutabilis
Sweet), en cual se observa que para la variedad Yunguyo | la metionina se presenta en
menor cantidad (0.458+ 0.041 pg/g de concentrado) y el acido glutdmico en mayor
cantidad (37.516 = 0.147 pg/g de concentrado); en cuanto a la variedad Negra de
Sacacatani, la metionina y prolina se presenta en menor cantidad (0.500 + 0.030 pg/g y
0.459 £ 0.021 pg/g de concentrado respectivamente) y como en el caso anterior el &cido
glutdmico se presenta también en mayor cantidad (37.602 £ 0.054 pg/g de concentrado).

Respecto al perfil determinado en ambas variedades, tanto en la variedad Negra de
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Sacacatani y Yunguyo I, el aminoécido esencial que se presenta como limitante es la
metionina (0.458 + 0.041 y 0.500 + 0.030 pg/g de concentrado respectivamente), y a
los aminoacidos de mayor contenido, al acido aspartico y acido glutamico. Acufia &
Caiza (2010) en su investigacion: “Obtencion de hidrolizado enzimatico de proteina de
chocho (Lupinus mutabilis)”, reporta el contenido de aminoacidos en porcentaje (%) de
acido aspartico 6.12, treonina 1.43, serina 2.27, &cido glutdmico 13.39, prolina 1.32,
Glicina 2.99, alanina 3.56, cistina 0.48, valina 1.46, metionina 0.22, isoleucina 1.83,
leucina 3.04, tirosina 1.64, fenilalanina 1.84, histidina 1.25, lisina 1.40 y arginina 1.83.
En este perfil se identifica al acido glutdmico y éacido aspartico como las de mayor
cantidad, y a la metionina como el aminoacido limitante; en el presente trabajo de
investigacion tanto la variedad Negra de Sacacatani como la variedad Yunguyo |,
presentan al aminoécido esencial limitante en ambos casos a la metionina. De la misma
manera, Borja (2014) reporta en su trabajo de investigacion el contenido de
aminoacidos del lupino (mg/g de proteina de lupino) con: arginina 98, histidina 27,
isoleucina 45, leucina 74, lisina 55, metionina 8, cistina 14, fenilalanina 38, tirosina 37,
treonina 38, valina 42, alanina 37, acido aspartico 113, &cido glutamico 227, glicina 43,
prolina 42 y serina 52. Se correlaciona asi de esta manera con el presente trabajo de
investigacion, teniendo a la metionina como aminoacido limitante y al &cido aspartico y

acido glutamico como los de mayor contenido en el perfil de aminoécidos.

El contenido de metionina en la variedad Negra de Sacacatani representa al
0.500(ug/g de concentrado) y de 0.458 (ug/g de concentrado) a la variedad Yunguyo 1.
Navarrete (2010) menciona el contenido de algunos aminoécidos del Lupinus mutabilis
Sweet (g/16 g de Proteina) es de: isoleucina 4.3, leucina 7.4, lisina 5.3, metionina 0.4,
fenilalanina 3.4, treonina 3.5, valina 3.5, Histidina 2.2 y tirosina 3.5. En el caso citado,

la metionina se presenta como el de menor concentracion, dandole el papel de
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aminoéacido limitante (siendo este también un aminoacido esencial). Chirinos (2015) en
la revista Bio Ciencias, menciona la importancia de los aminoacidos esenciales de la
semilla cruda de Lupinus mutabilis Sweet (g/16g de proteina), siendo: isoleucina 4.8,
leucina 7.0, lisina 5.9, lisina 5.9, metionina 0.4, cistina 1.2, metionina+cistina 1.6,
fenilalanina 4.3, tirosina 3.6, treonina 3.8 y valina 4.2. La presente investigacion reporta
un contenido de metionina de 0.458(ug/g) en la variedad Yunguyo | y de 0.500 en la
variedad Negra de Sacacatani, los cuales se relacionan como aminoacidos limitantes en

el tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).

La composicion de los aminoacidos tiene un papel fundamental en la
elaboracion de alimentos y mezclas de estos, es por eso que Lopez (2007) resalta la
importancia del contenido en la composicion de aminoacidos indispensable en las
leguminosas siendo en tarwi (mg/g de proteina): isoleucina 4.8, leucina 7.8, lisina 6.6,
metionina+cisteina 1.4, fenilalanina+tirosina 7.2, treonina 2.9, valina 4.9, del mismo
modo en la metionina en conjunto con la cisteina representan al aminoacido esencial de
menor cantidad (amino&cido limitante) que también se representa en el presente trabajo
de investigacion. Comparando el perfil de aminoacidos del tarwi (Lupinus mutabilis
Swet) con otra leguminosa tal es el caso del Chachafruto, Arango et al. (2012)
menciona en su articulo de investigacion sobre este producto, que a diferencia de otras
leguminosas como el Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus y Lupinus mutabilis,
considera que el contenido de aminoacidos del chachafruto es igual o mayor a otras
leguminosas o0 menor en el caso de comparacion al lupinus mutabilis, siendo deficitaria
en aminoacidos azufrados como la metionina y el triptéfano, como el caso del lupinus
mutabilis en la presente investigacion, en el que se presenta contenido deficitario en
cuanto a metionina y no presenta contenido de triptofano (esto debido a la hidrdlisis

inicial de la muestra), razon por la cual su combinacion con harinas de cereales se
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convierte en una buena alternativa para lograr un adecuado balance de aminoacidos

esenciales.

El Lupinus mutabilis al igual que la quinua, sufren de deficiencias en cuanto a
aminoacidos azufrados, Cervilla et al. (2012) menciona en su investigacion sobre la
quinua, que las harinas analizadas en su trabajo presentan proteinas biolégicamente
incompletas para satisfacer los requerimientos de los aminoacidos destinados a la
alimentacion, por lo cual, la calidad de un alimento dependera de las combinaciones de
alimentos que se realicen. En este sentido la quinua puede complementarse de manera
Optima con maiz, arroz y trigo, que son ricos en aminoacidos azufrados, lo cual es
contrario a las leguminosas como el caso del presente trabajo, en el que el Lupinus
mutabilis carece y es deficitario en cuanto al contenido de aminoacidos azufrados asi

como la quinua.

La metionina en conjunto con otros aminoacidos representan un factor muy
importante, al ser la metionina un aminoacido limitante, tal como se dio a conocer en la
presente investigacion, respecto a este aspecto, Chew, Casey & Johnson (2003) indica
que la suma de cisteina y metionina en el Lupinus angustifolius (altramuz) sufren de
deficiencia de azufre, que ha sido encontrado con frecuencia en otras especies de
leguminosas, incluyéndose los aislados de otras especies de lupinus. Pastor et al. (2014)
aporta que, al igual que en otras legumbres, la Gnica limitacion detectada en las semillas
de los cuatro géneros examinados es tanto en aminoacidos cisteina, metionina y
triptéfano, cuyos niveles no llegan a las recomendaciones de las organizaciones
internacionales en cuanto al contenido de azufre. Los bajos niveles de aminoacidos que
contienen azufre en las semillas se pueden compensar mezclandolos con los cereales
que tienen un rico contenido de metionina y la cisteina, al igual que otras leguminosas.

Por lo tanto, las legumbres proporcionan la lisina, que carecen los cereales. Por otro
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lado, la reduccion del contenido de triptéfano se pueden mejorar mediante la mezcla de
con semillas de Amaranthus, ya que las especies de este género exceden la cantidad
minima (Juan et al., 2007). En tal efecto, al complementar el contenido de aminoacidos
generales en plantas leguminosas con cereales y Amaranthus, se puede obtener una

fuente bastante equilibrada de aminoécidos.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion, es un poderoso método de
separacion y analisis de proteinas, sin embargo, debemos de considerar la versatilidad
de esta técnica, ya que estd sometida a un sin nuimero de factores y condiciones
experimentales, que pueden depender de la composicion y caracteristicas de cada
proteina, es por ello que en la presente investigacion se pudo localizar 17 de los 20
aminoéacidos establecidos, este resultado nos indica los analitos que fueron identificados
en el proceso del andlisis de componentes en la fase movil de la técnica, no descartando
algiin componente aminoacidico que pudo ser eliminado debido a la intervencion de los
solventes empleados en el proceso, que principalmente afectan a los componentes
azufrados, sin descartar que estos, debido a su muy baja concentracion, no tendrian un
papel representativo como lo da en este caso la metionina siendo un analito detectado
con el papel fundamental de aminoacido limitante. Los cromatogramas se generan en
una columna de intercambio idnico y con deteccion fotométrica basada en una reaccion
post columna de los aminoacidos con un reactivo calorimétrico, los cuales se obtienen
mediante un procedimiento automatico de formacion de derivados de pre columna
(Skoog, Holler & Crouch, 2008), y que debido a la intervencion de la hidrdlisis acida
durante el proceso cromatografico como lo menciona Cervilla et al. (2012), se elimina
los componentes del triptéfano, de no ser por este proceso se podria haber identificado

algun rastro de la existencia de este aminoacido.
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Para validar la diferencia entre el perfil de aminoacidos del concentrado protéico
de tarwi de las dos variedades estudiadas se realizd una prueba de hipétesis utilizando la
distribucion de t-student (Anexo XIII), se puede apreciar que el valor de T, <
t0.95:320.1754 < 2.037, se encuentra en la zona de aceptacion, el cual nos permite
afirmar que no hay diferencia significativa entre el perfil de aminoacidos entre las dos

variedades de tarwi para un nivel de significancia del 5%.

El estadistico de prueba para comparar dos medias es la distribucién t, en el que
las muestras son independientes, con los cual es posible suponer las desviaciones

estandares de las poblaciones iguales (Lind, Marchal & Wathen, 2008)
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CONCLUSIONES

- La extraccion del concentrado proteico de Tarwi por el método de punto
isoeléctrico, tuvo mejores condiciones de rendimiento con el tratamiento
realizado a la temperatura de 40°C para ambas variedades (Yunguyo | y Negra
de Sacacatani), teniendo una composicion (%) de proteina de 73.45 £ 0.230 y
70.20 = 0.065 respectivamente.

- En la determinacion del perfil de aminoécidos del concentrado protéico de tarwi
de la variedad Yunguyo | y Negra de Sacactani se identifico a 17 aminoacidos,
de los cuales 9 aminoacidos son esenciales (histidina, treonina, arginina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina y lisina), dentro de este resultado se
identifico a la metionina como el aminoacido limitante representativo del perfil
de ambas variedades de estudio. Luego de ser analizados se demostrd que no
presentan diferencia estadistica significativa entre el perfil de aminoacidos de

ambas variedades.
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RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de determinacion de parametros de extraccion del concentrado
protéico por el método de punto isoeléctrico en distintas leguminosas, puesto
que los factores influyen en la cantidad de extraccion de concentrado proteico
empleado en la presente investigacion, esto con el fin de optimizar y rescatar al
méaximo el componente de estudio (concentrado protéico).

- Aplicar los concentrados proteicos como ingredientes en la elaboracién de
multiples productos tales como: carnicos, bebidas, panaderia, entre otros
ofertando nuevas fuentes nutricionales al consumidor.

- Efectuar trabajos de investigacion de perfil de aminoacidos de alimentos que
complementen deficiencias en cuanto al presente trabajo de investigacion y los
relacionados a este, con el fin de crear perfiles de proteinas apropiadas en
combinacion con otros productos y asi generar alimentos equilibrados para la
nutricion de los consumidores. Por otro lado, tener mucha precision al realizar
los ensayos en cuanto al método empleado (Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion — HPLC), para asi no afectar a los componentes que se desean

analizar.
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ANEXO |
1. DETERMINACION DE PROTEINA (Método Kjeldalh AOAC 1990)

El método esta compuesto por tres etapas:

a. Digestion:

Esta etapa tiene como objeto mineralizar la muestra para formar el sulfato de
amonio. Este sistema utiliza acido sulfarico concentrado y el peroxido de hidrogeno
al 50%, donde el &cido va a deshidratar y quemar la muestra y el peroxido es

agregado para completar la digestion de la muestra.

El &cido sulfurico reacciona en presencia de carbono oxidable para producir didxido

de azufre, el cual viene a ser agente reductor:

Muestra+H,S0, — H,0+2S0, + NH, +CO,

El nitrgeno transformado en amoniaco se combina con la parte restante del &cido

sulfarico para formar sulfato de amonio:

H,SO, +2NH,; — SO,(NH,),

Se evapora el exceso de peroxido de hidrogeno calentado un minuto adicional
después de terminar el afiadido. Para asegurar que la digestion este completa, se

observa que la muestra este completamente clara.
b. Destilacion:

En esta etapa el nitrdgeno que esta en forma de sulfato de amonio, se ataca con un

alcali fuerte como el hidréxido de sodio para liberar el amoniaco.

El vapor de agua arrastra al amoniaco y después de la condensacion lograda con la
ayuda de un refrigerante se recibe el hidrato de amonio en un vaso de precipitado,
contenido &cido bérico e indicadores azul de metileno y rojo de metilo, formandose
borato de amonio:

S0,(NH,), + NaOH —> SO,Na, + 2NH, + 2H,0

NH, + H,BO, — BO,(NH,),

acido base

BO,(NH,), + H,0—11relz2 s 4 BO,+ NH,OH
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c. Titulacion:

En esta etapa el &cido sulfdrico reacciona con el borato de amonio y solo un
pequerio exceso de este cido provoca un cambio de pH y el consiguiente viraje de

mezcla (de verde a violeta).
PROCEDIMIENTO:

- Pesar 0.25 gr de muestra seca y molida, luego agregar 1g de catalizador de
oxidacion (mezcla de sulfato de potasio y sulfato de cobre) para acelerar la
reaccién. Limpiar con un poco de agua el cuello del balén de digestion, agregar
2.5 ml de acido sulfurico concentrado y colocar el balon en una cocina de
digestion. La digestion termina cuando el contenido del balon es completamente
cristalino.

- Colocar la muestra digerida en un aparato de destilacién agregar 5ml de NaOH
concentrado e inmediatamente conectado el vapor para que se produzca la
destilacion. Conectar el refrigerante y recibir el destilado en un erlenmeyer
conteniendo 5ml de la mezcla de acido bérico mas indicador de pH la
destilacion termina cuando ya no pasa mas amoniaco y hay viraje del indicador

- Luego se procede a la titulacion con HCI valorado 0.05 N anotar el gasto.
CALCULOS:

El porcentaje de proteinas se obtiene calculando el porcentaje de nitrégeno de
acuerdo al gasto en la titulacion, y a partir de este se multiplica a un factor
dependiendo del tipo de alimento para obtener el porcentaje de proteinas presentes

en el alimento en estudio, en este caso utilizamos es el factor 6.25.

(gasto)(N)(f,)(m,,)(100)
peso _de muestra

%Nitrogeno =

Donde:
Gasto: gasto de la titulacién
N: Normalidad de &cido sulfarico (0.1)

f.: Factor de correccion del 4cido sulfirico
M., : Mili equivalente gramo del nitrogeno (0.014)

% proteina = (%oNitrogeno)(6.25)
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ANEXO 11

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DEL

CONTENIDO DE PROTEINA DE TARWI

Desviacion Intervalo
VARIEDAD | Repet.1 | Repet. 2 | Repet. 3 | Promedio . de
estandar .
Confianza
Negra de
48.65 48.73 48.75 48.71 0.043 +0.049
Sacacatani
Yunguyo | 49.53 49.76 49.66 49.65 0.094 +0.107
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ANEXO 111

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DE LA
EXTRACCION DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI

o
% § c_g’_ Repet. | Repet. | Repet. Promedio DeS\{iaci()n Intec:‘g/alo
S | g ¢ * ? 3 estandar | - hfianza
~
3°C | 1 3.69 3.82 3.83 3.78 0.078 +0.088
30°C 2 3.77 3.84 3.82 3.81 0.036 +0.041
é 30°C | 3 3.66 3.59 3.58 3.61 0.044 +0.049
g’ 40°C 1 3.98 4.05 4.00 4.01 0.029 +0.033
g 40°C 2 4.00 3.95 3.93 3.96 0.029 +0.033
40°C | 3 3.99 3.96 3.96 3.97 0.017 +0.020
30°C 1 3.51 3.62 3.64 3.59 0.070 +0.079
= 30°C | 2 3.60 3.68 3.70 3.66 0.053 +0.060
<
g 30°C | 3 3.71 3.80 3.80 3.77 0.042 +0.048
2 40°C 1 3.90 3.98 3.88 3.92 0.043 +0.049
§’ 40°C | 2 3.92 3.88 3.90 3.90 0.020 +0.023
40°C 3 4.06 4.10 4.02 4.06 0.040 +0.045
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ANEXO IV

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DEL
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE EXTRACCION DEL CONCENTRADO
PROTEICO DE TARWI

o | E
< = ., Intervalo
o ©
2 < Repet. | Repet. | Repet. Promedio DeS\{lacmn de
= o 1 2 3 estandar Confi
> £ onfianza
|_
30°C 11.34 11.43 10.87 11.20 0.246 +0.278
c
> | 40°C | 1203 | 11.88 | 1191 11.94 0.079 +0.090
30°C 10.77 10.98 11.31 11.02 0.222 +0.252
2
z 40°C 11.76 11.70 12.18 11.88 0.262 +0.296
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ANEXO V

ANALISIS DE VARIANZA - DISENO FACTORIAL 2K DE LA EXTRACCION
DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI

VARIEDAD YUNGUYO | VARIEDAD NEGRA DE

REPLICA SACACATANI
30°C 40°C 30°C 40°C
1 3.78 4.01 3.59 3.92
2 3.81 3.96 3.66 3.90
3 3.61 3.97 3.77 4.06
Yij. 11.20 11.94 11.02 11.88
Yi.. 23.14 22.90
Y.j. 22.22 23.82
Y... 46.04
ANALISIS DE VARIANZA
F.de V. G.L. S.C. C. M. Fc. Signif.
Variedad (A) 1 0.00480033  0.00480033  0.68 n.s.
Temperatura (B) 1 0.21333367  0.21333367  30.30 **
AxB 1 0.00119967  0.00119967  0.17 n.s.
Error Exp. 8 0.05633333  0.00704167
Total 11 0.27566667
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ANEXO VI

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DEL
CONTENIDO DE PROTEINA DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI

Desviacion Intervalo
VARIEDAD | Repet. 1 | Repet. 2 | Repet. 3 | Promedio . de
estandar )
Confianza
Negra de
70.12 70.25 70.23 70.2 0.057 + 0.065
Sacacatani
Yunguyo | 73.27 73.41 73.67 73.45 0.203 +0.230
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ANEXO VII

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DEL PERFIL DE
AMINOACIDOS DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI DE LA
VARIEDAD YUNGUYO |

VARIEDAD Repet. | Repet. | Repet. Promedio Desyiacién Intedrg/alo

1 2 3 estandar Confianza

Acido Aspartico 1.925 1.875 1.945 1.915 0.036 +0.041
Treonina 0.950 | 0.980| 1.070 1.000 0.062 +0.071
Serina 2.358 2.402 2.395 2.385 0.024 +0.027
Acido Glutamico 37.635 | 37.377 | 37.536 37.516 0.130 +0.147
Prolina 1.936 2.070 2.048 2.018 0.072 +0.081
Glicina 12.050 | 11.900 | 12.050 12.000 0.087 +0.098
Alanina 6.900 | 7.050 | 7.050 7.000 0.087 +0.098
Cisteina 31.753 | 31.793 | 31.728 31.758 0.033 +0.037
Valina 9.005 8.900 9.095 9.000 0.098 +0.110
Metionina 0.427 0.449 | 0.498 0.458 0.036 +0.041
Isoleucina 7.480 7.298 7.422 7.400 0.093 +0.105
Leucina 2.896 | 2765 | 2844 2.835 0.066 +0.075
Tirosina 4.980 5.100 4.920 5.000 0.092 +0.104
Fenilalanina 7.980 8.150 7.870 8.000 0.141 +0.160
Histidina 5.070| 5.150| 5.080 5.100 0.044 +0.049
Lisina 1.250 1.220 1.130 1.200 0.062 +0.071
Arginina 1.610 1.580 1.610 1.600 0.017 +0.020
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ANEXO VIII

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José SIN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 R + 51 54 382038 ANEXO 1166

04 laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (P http:/www.ucsm.edupe &0 Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16K15.001981C

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

: YENY ROXANA LAURENTE FLORES
: URB SIMON BOLIVAR MZ H LOTE 12 PUNO

RUC : NO DECLARA

Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI VAR YUNGUYO |
Tamaiio de muestra 12249

Fecha de Recepcion 1 16/11/2015

Fecha de Inicio del Ensayo 1 16/11/2015

Fecha de Emision de Informe  : 19/11/2015

Pagina :1de1

I ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS | RESULTADO
*DETERMINACION DE PERFIL DE AMINOACIDOS (ug/g)
Método Cromatografico HPLC UV DAD
Acido Aspartico 1,915
Treonina 1,000
Serina 2,385
Acido Glutamico 37,516
Prolina 2,018
Glicina 12,000
Alanina 7,000
Cisteina 31,758
Valina 9,000
Metionina 0,458
Isoleucina 7,400
Leucina 2,835
Tirosina 5,000
Fenilalanina 8,000
Histidina 5,100
Lisina 1,200
Arginina 1,600

OBSERVACIONES:
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL -DA
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Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO IX

CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE AMINOACIDOS DEL CONCENTRADO
PROTEICO DE TARWI DE LA VARIEDAD YUNGUYO I

MUESTRA CONCENTRADD PROTECO VAREDAD BLANCA
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ANEXO X

DESVIACION ESTANDAR E INTERVALO DE CONFIANZA DEL PERFIL DE
AMINOACIDOS DEL CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI DE LA
VARIEDAD NEGRA DE SACACATANI

VARIEDAD Repet. | Repet. | Repet. Promedio DeS\{iacién Intedrg/alo

1 2 3 estandar Confianza
Acido Aspartico 4.062 4.023 | 4.080 4.055 0.029 +0.033
Treonina 0.970 1.050 1.070 1.030 0.053 +0.060
Serina 2.500 2.592 2.534 2.542 0.047 +0.053
Acido Glutamico 37.550 | 37.612 | 37.644 37.602 0.048 +0.054
Prolina 0.479 0.442 0.456 0.459 0.019 +0.021
Glicina 16.040 | 16.010 | 15.950 16.000 0.046 +0.052
Alanina 8.050 8.002 | 7.948 8.000 0.051 +0.058
Cisteina 29.209 | 29.170 | 29.158 29.179 0.027 +0.030
Valina 7.540 7.450 7.510 7.500 0.046 +0.052
Metionina 0.470 0.520 0.510 0.500 0.026 +0.030
Isoleucina 9.550 9.630 9.620 9.600 0.044 +0.049
Leucina 1.246 1.359 1.442 1.349 0.098 +0.111
Tirosina 7.510 7.442 7.548 7.500 0.054 +0.061
Fenilalanina 9.210 9.380 | 9.310 9.300 0.085 +0.097
Histidina 6.490 6.500 6.510 6.500 0.010 +0.011
Lisina 1.430 1.360 1.410 1.400 0.036 +0.041
Arginina 1.820 1.880 1.700 1.800 0.092 +0.104
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ANEXO XI

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® + 51 54 382038 ANEXO 1166

4 laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (P http:/www.ucsm.edupe & Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16K15.001981D

Nombre del Cliente : YENY ROXANA LAURENTE FLORES

Direccién del Cliente : URB SIMON BOLIVAR MZ H LOTE 12 PUNO

RUC : NO DECLARA

Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : CONCENTRADO PROTEICO DE TARWI VAR NEGRA DE SACACATANI
Tamaino de muestra 1229

Fecha de Recepcién : 16/11/2015

Fecha de Inicio del Ensayo : 16/11/2015

Fecha de Emision de Informe  : 19/11/2015

Pagina :1de1

L ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS | RESULTADO
DETERMINACION DE PERFIL DE AMINOACIDOS (ug/g)
Método Cromatografico HPLC UV DAD

Acido Aspartico 4,055

Treonina 1,030

Serina 2,542
Acido Glutamico 37,602

Prolina 0,459
Glicina 16,000

Alanina 8,000

Cisteina 29,179

Valina 7,500

Metionina 0,500

Isoleucina 9,600

Leucina 1,349

Tirosina 7,500

Fenilalanina 9,300

Histidina 6,500

Lisina 1,400

Arginina 1,800

OBSERVACIONES:
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacidn, no se encuentra dentro del marco de la acreditacién otorgada por INACAL -DA
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Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO XIlI

CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE AMINOACIDOS DEL CONCENTRADO
PROTEICO DE TARWI DE LA VARIEDAD
NEGRA DE SACACATANI

CONCEMTRADD PROTEICO VAREDAD NEQRA
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ANEXO XIlIlI

PRUEBA DE DISTRIBUCION DE T-STUDENT PARA LA COMPARACION DEL
PERFIL DE AMINOACIDOS DEL CONCENTRADO PROTEICO DE DOS
VARIEDADES DE TARWI

1) Agrupacion de datos: Numero de muestra, promedio y desviacion estandar
(1) Negra de Sacacatani
(2) Yunguyo |
n =17 n, =17
x1 =8.4892 X, =8.0109
o, =10.3834 o, =10.5933

2) Definicion de la Hipotesis

Hipdtesis Nula (Ho): No existe diferencia significativa entre el perfil de amino&cidos entre

las dos variedades de tarwi.

Hipdtesis Alterna (H1): Existe diferencia significativa entre el perfil de aminoacidos entre

las dos variedades de tarwi.

Segun esto, podemos plantear:

Ho t=p,
H, 7,

Hipotesis a probar: p1 # pe2

3) La prueba adecuada es la distribucion t-student, utilizando la formula siguiente:
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c (n, Yo" +(n,~2o," (1 1
\ n+n,—2 {nﬁnj

8.4892 -8.0109

(17 —1)(10.3834)* + (17 —1)(10.5933)° ( 1.1 j
\ 17+17-2 17 17

T, =

=0.13295

4) El nivel de confianza es del 95%, donde su nivel de significancia sera de
a=5%=0.05yn; =17, n, = 17.
5) El valor de la tabla estadistica, para un nivel de significancia o =5%=0.05y

grados de libertad v=n, +n, -2=17+17-2=32, se tiene:

5053, = 2.037

Figura 5: Grafica de Distribucion

Grafica de distribucion
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Fuente: Minitab

6) Como T, < t95:320.13295 < 2.037, se encuentra en la zona de aceptacion, por lo
que aceptamos la Hipdtesis Nula (Ho), y rechazamos la Hipdtesis Alterna (Hz) lo
cual nos dice, que no hay diferencia significativa entre el perfil de aminoacidos

entre las dos variedades de tarwi para un nivel de significancia del 5%.
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ANEXO XIV

PANEL FOTOGRAFICO

Tarwi variedad Negra de Sacacatani

Precipitacion de proteina Separacion de la proteina
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Digestion de concentrado de proteina

Filtracion de muestras para HPLC Muestras para HPLC
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Columna RP 18 Colocacion de muestras en viales

Equipo de HPLC ELITE La Chrom version Pump L-2130 con bomba
cuaternaria de baja presién con auto inyector SIL-10AD VP con un sistema
controlador SCL-10 AD VP y un detector UV SPD-10A.
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