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CAMBIOS BIOQUIMICOS EN SEMILLAS DE Lupinus montanus y Lupinus
exaltatus ASOCIADOS A TRATAMIENTOS FISICOS, QUIMICOS Y
GERMINATIVOS
Berenice Juarez Fuentes, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013
Una alternativa para mejorar el valor nutricional de Lupinus silvestres es la aplicacion
de métodos tradicionales de procesado a las semillas. El presente estudio cuantificd
los cambios bioquimicos en semillas de Lupinus exaltatus (Le) y L. montanus (Lm),
especies silvestres mexicanas después de la aplicacion de tratamientos fisicos
(hidrotérmico, remojo y descascarillado), quimico (alcalino, Na:COs; 0.05%) y
germinativo, para disminuir los compuestos anti-nutricionales (FAN’s) y mantener
los nutricionales (CN). Muestras masales de semillas por especie fueron colectadas en
2012, en Chalchicomula de Sesma y Tlachichuca, Puebla. Los CN analizados antes y
después de los tratamientos fueron: proteina cruda (PC), fibra cruda (FC), extracto
etéreo (EE), cenizas (Ce). Los FAN'’s fueron: alcaloides totales (AT’s), polifenoles
totales (PT), taninos totales (TT) y taninos condensados (TC). Sin tratamiento, las
semillas de Le y Lm presentaron 43 y 45.9% de PC, 493.8 y 416.8 mg 100 g1 de PT y
218 y 3.33% de AT’s, respectivamente. La eliminacién de la testa incrementé los
contenidos de PC, EE y AT’s en los cotiledones de ambas especies. El tratamiento
hidrotérmico durante 6 h a 95°C redujo 82y 62.7% los AT’s y 75.2 y 85% los PT en Le
y Lm, respectivamente, e incrementaron PC y FC. Reduccién de AT’s también se
observé en germinados de 6 dias en Le y Lm (33.5 y 35.4%, respectivamente), y
después de 9 h del tratamiento alcalino (TA) en Le (31.6%). El TA también redujo los
CN. La germinaciéon aument6 54 y 84% PT en Le y Lm, respectivamente. El
tratamiento de remojo no mostré variacion en los CN y disminuy6 los TT solo en Le.
Se concluye que el tratamiento hidrotérmico por 6 h fue mas eficiente en la
eliminacién de FAN’s en las semillas de lupino evaluadas, pero esto no es suficiente

para su consumo humano.

Palabras claves: Lupinus, alcaloides, proteina, tratamiento térmico y de germinacién



BIOCHEMICAL CHANGES IN SEEDS OF Lupinus montanus and Lupinus
exaltatus ASSOCIATED WITH PHYSICAL, CHEMICAL AND GERMINATION
TREATMENTS

Berenice Juarez Fuentes, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2013

An alternative to improve the nutritional value of wild Lupinus is the application of

traditional methods of processing their seeds. The present study evaluated the
biochemical changes of wild Mexican seeds of Lupinus exaltatus (Le) and L. montanus
(Lm), after application of physical treatments (hydrothermal, dehulling and soak),
chemical (alkaline, Na2COs 0.05%) and germination, to reduce anti-nutritional
compounds (FAN's) and maintain the nutritional (CN). Seed bulks samples were
collected, by species, on 2012 at Chalchicomula de Sesma and Tlachichuca, Puebla,
Mexico. The CN analyzed before and after treatments were: crude protein (CP), crude
fiber (CF), ether extract (EE), ash (Ce). The FAN's were: total alkaloids (TA's), total
polyphenols (TP), total tannins (TT) and condensed tannins (CT). Seeds of Le and Lm
from control treatment, showed 43 and 45.9% CP, 493.8 and 416.8 mg 100 g of PT
and 2.18 and 3.33% of AT's, respectively. The removal of the testa increased the
contents of CP, EE and AT's in the cotyledons of both species. The hydrothermal
treatment for 6 h at 95°C decreased 82 and 62.7% of AT's and 75.2 and 85% of PT in Le
and Lm, respectively, and increased PC and FC. AT's reduction was also observed in
the germination treatment at 6 days in Le and Lm (33.5 and 35.4%, respectively), and
after 9 h of the alkaline treatment (TA) in Le (31.6%). The TA also reduced CN.
Germination increased 54 and 84% PT in both species. The soaking treatment showed
no variation in CN and TT decreased only in Le. It is concluded that the
hydrothermal treatment for 6 h was more efficient at removing FAN's in lupine seeds
evaluated, but this is not enough for human consumption.

Key words: Lupinus, alkaloid, heat and germination treatments, protein
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1. INTRODUCCION

El género Lupinus estd ampliamente distribuido a nivel mundial y en América se
reportan alrededor de 260 especies (Eastwood y Hughes, 2008), que crecen en suelos
acidos e incluso se adaptan a diversos condiciones climaticas donde otras
leguminosas no son capaces de crecer. Cinco especies son cultivadas en el mundo y
usadas principalmente como alimento humano y animal: Lupinus albus, L.
angustifolius, L. luteus, L. consentinii y L. mutabilis Sweet (Clements et al., 2005). Lupinus
polyphillus ha sido mejorado para su uso ornamental (Welsh, 1974; Rapp, 2009).

Las semillas de éste género tienen un alto contenido de proteina y buen valor
nutritivo (Garcia-Lépez et al., 2001; Sujak et al., 2006). La limitacién de un uso mas
amplio de Lupinus se debe a su alto contenido de alcaloides quinolizidinicos (AQ)
que son considerados toxicos. Estos inhiben la absorciéon de compuestos nutricionales
o producen el rechazo del alimento y se incluyen dentro de los factores anti-
nutricionales; pero en concentraciones adecuadas son benéficos para la salud humana
y animal. La aplicacién de procesos como la coccién, germinacién, fermentacion y
remojo en semillas reducen los factores anti-nutricionales e incrementan su potencial
como alimento humano y nutritivo (Tharanathan y Mahadevamma, 2003; Prodanov
et al., 2004; Khattab et al., 2009). El uso de la mutagenésis para la obtencién de
genotipos con bajo contenido de alcaloides ha sido aplicada en L. albus, L. luteus y L.
angustifolius (Golovchenko, 1982; Gladstones, 1998).

En México, se han descrito al menos 65 especies del género Lupinus, de ellas
alrededor del 60% son endémicas (Sousa y Delgado, 1998). Principalmente se
distribuyen en la sierra Madre Occidental y el Eje Neovolcanico Transversal (Ruiz-
Moreno et al., 2000). Las semillas de especies silvestres mexicanas del estado de
Hidalgo, Jalisco, Colima y Morelos presentan un buen valor nutricional por sus
elevados contenidos proteicos (35-44%), y por lo tanto podrian ser considerados
como alternativa al creciente consumo de proteina vegetal (Jiménez-Martinez et al.,

2001; Ruiz y Sotelo, 2001; Ruiz et al., 2006; Giiemes-Vera et al., 2012). Estudios en



lupinos silvestres especialmente en semillas de L. campestris muestran un efecto
reductor de tratamientos térmicos y alcalinos sobre la concentracién de factores anti-
nutricionales y la mejora de los nutricionales (Jiménez-Martinez et al., 2001). Las
especies silvestres identificadas en la Regiéon de los Valles de Serdan y Libres de
Puebla presentan un contenido elevado de proteinas y buen valor nutricional, pero
altos contenidos de alcaloides (Lagunes-Espinoza et al., 2012; Pablo-Pérez, 2013). En
éstas especies el efecto de tratamientos para la reduccion de compuestos anti-
nutricionales no ha sido evaluado. Por lo anterior, se plantearon los siguientes
objetivos:
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Cuantificar los cambios bioquimicos en semillas de Lupinus spp. asociados a

tratamientos fisicos, quimicos y biol6gicos.

2.2 Objetivos particulares

a) Evaluar el efecto de tratamientos hidrotérmicos, de remojo, alcalino y el
descascarillado de la semilla sobre la composicién quimica y la concentraciéon de
alcaloides, fenoles totales, taninos totales y taninos condensados en semillas de L.

montanus y L. exaltatus.

b) Determinar la concentracién de los factores nutricionales y anti-nutricionales en
semillas de L. montanus y L. exaltatus antes y después de 3 y 6 dias de un tratamiento

germinativo.

3. HIPOTESIS

Al menos uno de los tratamientos evaluados disminuye en un 100% la concentracion

de los compuestos anti-nutricionales, y mantiene la de los factores nutricionales.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Importancia de las leguminosas de grano en la alimentaciéon

Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae caracterizada por la presencia de
semillas contenidas en una vaina que constituye el fruto o legumbre. Se cultivan
desde hace 6000 a 8000 afios y los sistemas agricolas de las primeras dinastias
egipcias y en la época romana ya las incluian (Aykroyd, 1977). Esta familia
comprende alrededor de 650 géneros y 20000 especies (Doyle, 1994), no obstante
menos del 20% de estas se aprovechan como fuente de alimento para el consumo
humano o animal, ademas las leguminosas han sobresalido como recursos sustitutos
de proteina animal eficaz y rentable (Famurewa y Raji, 2005). Representan un
componente importante de la dieta de la poblaciéon mundial y actualmente
constituyen alrededor del 20% de la proteina consumida en el mundo (Kyle, 1995). En
este sentido, gobiernos locales, especialistas en nutricion e investigadores han
concentrado sus esfuerzos en aprovechar a las leguminosas silvestres y subutilizadas
que han permanecido sin explorar, que son poco utilizadas o se localizan en una
region en particular, para aliviar el hambre o combatir problemas de desnutricion en
especial en paises en desarrollo (Chel-Guerrero et al., 2002; Arinathan et al., 2003).

La mayoria de las leguminosas son principalmente cultivadas por sus semillas, que
son fuente importante de carbohidratos, fibra, aceite y proteinas (Summerfield y
Bunting, 1980); el contenido de éstas se encuentra en el rango de 17 a 40% y es
superior al encontrado en los cereales (7-13%) y parecido al de la carne (18-25%) (de
Almeida et al., 2006).

En la alimentacion humana, se aprovechan alrededor de 20 especies en forma
importante y menos de 12 de manera generalizada. Las especies mds conocidas son
trijol (Phaseolus vulgaris), garbanzo (Cicer arietinum), lenteja (Lens esculenta), chicharo
(Pisum sativum), haba (Vicia faba), cacahuate (Arachys hypogaea), ayocote (Phaseolus
coccineus), alfalfa (Medicago sativa), soya (Glycine max), tamarindo (Tamarindus indica)

y en ciertas regiones del continente americano y europeo las especies del género



Lupinus (L. albus, L. angustifolius, L. luteus, L. cosentinii, L. mutabilis). De las
leguminosas se utilizan sus vainas inmaduras (ejotes), las semillas maduras o
inmaduras (haba) o las hojas (alfalfa) y las raices (jicama: Pachyrhizus erosus)
(Aykroyd, 1977).

En funcién de su contenido lipidico, las leguminosas se clasifican en dos grupos:
oleaginosas con niveles de grasa elevados de 20-50% (soya y cacahuate), y;
leguminosas secas o de grano con un nivel de grasa inferior al 7% ( frijol, haba,
chicharo, garbanzo, lenteja, entre otras) (Torija y Diez, 1999). Por su composicién son
consideradas como elementos basicos de la dieta en ciertas regiones del mundo, tal es
el caso del frijol coman (P. vulgaris) en México y Centroamérica; el frijol lima (P.
lunatus) en Sudameérica; lenteja, chicharo y garbanzo en Medio Oriente, regiones de
Africa y en la India; haba alrededor del Mediterrdneo y soya en el Lejano Oriente
(Fraile et al., 2007). Ademas, son una familia de gran importancia econémica por los
diversos usos que poseen. Muchas especies son comestibles, y usadas como forrajes,
proveedoras de madera, productoras de colorantes (Haematoxylum campechianum),
purgantes (Cassia acutifolia y C. angustifolia), gomas (Acacia senegal), curtientes (Acacia
decurrens) u, ornamental (Tharanathan y Mahadevamma, 2003; Fernandez-Orozco et
al., 2009). Ademas, la utilidad de las leguminosas se extiende al empleo como materia
prima para laxantes, esteroides, etc. en la industria quimica y farmacéutica (Lopez-
Bellido, 1993).

La industrializacién de sus semillas ha permitido su integracion en diversos
alimentos tradicionales y sus proteinas se emplean como ingredientes tecno-
funcionales en la industria alimentaria (Lampart-Szczapa, 2001). Las mas comunes,
son las semillas de soya y cacahuate, estas representan el 69% y 2.8% respectivamente
de la produccién mundial de proteinas vegetales (Deshpande y Deshpande, 2001;
Moure et al., 2006). En México, la semilla de soya es la principal fuente de proteina
vegetal. En el afio 2012 la produccién de soya fue de 234,200 t (5.42%) y el consumo
industrial de 4,313,400 t (SIAP, 2012). Esto gener6 un déficit de 4,079,200 t, es decir,

mas del 90% de la semilla de soya requerida en el pais es importada.



El consumo preferente de la poblacion por la proteina animal ha creado una
injustificada escasez de recursos vegetales, por lo que el estudio de las leguminosas
silvestres y subutilizadas podria ser de gran importancia para la seguridad
alimentaria, al integrar requerimientos nutricionales y desarrollo agricola. Las
leguminosas silvestres o poco utilizadas como Mucuna spp., Canavalia spp., Sesbania
spp. y Lupinus spp. por mencionar algunas, poseen niveles de proteinas, aminoacidos
esenciales, 4cidos grasos poliinsaturados, fibra dietética, minerales esenciales y
vitaminas comparables a las de otras leguminosas comunes. Ademds poseen
compuestos bioactivos benéficos y se adaptan a condiciones ambientales adversas
(Bhat y Karim, 2009). Esto conlleva a revalorar a la familia Fabaceae e incrementar el

trabajo de bioprospeccién para su mejora y conservacion.

4.2. Composiciéon quimica de semillas de leguminosas de grano

Comparadas con los cereales, las leguminosas contienen de dos a tres veces mas
proteina, pero la calidad de la proteina de estas depende en gran medida de su
composicion de aminodacidos. Las leguminosas son generalmente deficientes en
aminodcidos azufrados y los cereales ricos en ellos. La complementaridad entre
proteina de leguminosa y de cereales aporta un buen balance nutrimental similar al
de la carne. Entre las especies de leguminosas los rangos de contenido proteico varian
de 17 a 40%, siendo las especies de lupino y soya las que presentan el mayor
contenido (Cuadro 1).

La proteina de las leguminosas es rica en aminoécidos esenciales como isoleucina,
leucina, fenilalanina, treonina y valina (Cuadro 2). Sin embargo, las proteinas de las
leguminosas son consideradas de baja calidad, debido a la baja concentracién de
aminoacidos azufrados, solo poseen la mitad de los que contiene el albumen del
huevo (Kelly, 1975). La suplementacién de metionina y cistina usualmente mejora la
calidad nutricional de las leguminosas.

No obstante, el alto contenido de lisina que es un aminoacido deficiente en los

cereales, hace que la proteina de las leguminosas constituya un buen complemento.



La mezcla de ambos mejora el balance de aminoacidos y la digestibilidad; por

ejemplo: frijol y arroz, frijol y maiz, arroz y soya (Aykroyd, 1977).

Cuadro 1. Composicién nutricional de leguminosas, cereales y carne de res magra.

Alimento Proteina Grasa  Carbohidratos Fibra Ceniza

(%) (%) (%) cruda (%) (%)
Frijol* 214 1.2 64.1 5 3.6
Garbanzo 19.5 5.7 61.7 4 2.7
Cacahuate 22.7 44.5 255 29 3.7
Haba 248 1.4 60.4 7 3.3
Lenteja 24.7 1.1 60.1 41 2.6
Chicharo 23.9 1.3 62.4 3.4 2.5
Soya 314 17.7 33.5 4.1 25
Lupino blanco 35.7 7.8 - 17.3 3.2
Hojuelas de avena 14.2 74 68.2 - -
Cereal trigo integral 13.5 2 72.3 - -
Carne de res magra 20.2 12.3 0 - -
Fuente: Batterham y Egan (1986); Agustin y Clein (1989); Charley (1999); Jiménez-Martinez et al. (2003);
y Bhat y Karim (2009).

*Variedad Pinto mexicano

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos en las leguminosas mas comunes (mg g1).

Aminoacidos Lup in?zs. Arachys Phaseoly s Glycine max
mutabilis hypogaea vulgaris
Isoleucina 274 211 262 284
Leucina 449 400 476 486
Lisina 331 221 450 399
Metionina 47 72 66 79
Cistina 87 78 53 83
Fenilalanina 231 311 326 309
Tirosina 221 244 158 196
Treonina 228 163 248 241
Triptéfano 110 65 - 80
Valina 252 261 287 300
Histidina 594 697 355 452

Fuente: Villacrés et al. (1998).

Cualquier disminucion en la digestibilidad de las proteinas de las leguminosas, por
lo general acenttia la deficiencia de los aminoacidos azufrados (Liener, 1976).

Las leguminosas también son una fuente importante de diversas vitaminas del



complejo B. En el Cuadro 3, se observan las principales vitaminas y su concentraciéon
en algunas leguminosas, siendo las de mayor concentracién la niacina y el acido
pantoténico. En las leguminosas oleaginosas como el cacahuate y la soya, la tiamina
se encuentra en alta proporcién, no contienen &cido ascoérbico y practicamente

carecen de vitamina A (Augustin y Klein, 1989).

Cuadro 3. Principales vitaminas de algunas leguminosas mas comunes (mg 100 g1).

Leguminosa  Tiamina Riboflavina Niacina Vit. B6 ;\’a.do ACI(}O.
6lico pantoténico

Cacahuate 0.90 0.183 15.44 0.582 0.401 292
Garbanzo 0.51 0.228 1.72 0.56 0.481 1.42
Soya 0.87 0.330 2.35 0.627 0.250 1.73
Lenteja 0.54 0.238 2.30 0.549 0.432 1.78
Chicharo 0.79 0.254 2.94 0.153 0.322 1.91
Haba 0.52 0.286 2.52 0.374 0.431 1.00
Lupino blanco 0.36 0.610 - - - -

Lupino amarillo 1.49 0.850 - - - -

Tarwi* 0.51 0.420 410 - - -

Fuente: Gross (1982); Augustin y Klein (1989); Martinez-Villaluenga et al. (2006). *Lupinus mutabilis

El contenido de minerales en las leguminosas es del 2.5-4.2%. El elemento mineral
mayoritario es el potasio, seguido del f6sforo.El calcio y el magnesio estdn presentes
en una concentracién de 49-302 mg 100 g1 y el hierro en 4.0-8.6 mg 100 g (Cuadro 4).
Este altimo se compara favorablemente con el aportado por una carne magra cuya
composiciéon promedio es de 3 mg 100 g (Kadam et al., 1989; Torija y Diez, 1999).
También son ricas en Hierro y Zinc (4.0-5.1) (Von Baer, 1990).

4.2.1 Factores anti-nutricionales

Las leguminosas son un alimento importante por su contenido nutricional. Sin
embargo, contienen compuestos no nutritivos que pueden interferir en su
asimilacion, aprovechamiento y digestibilidad. Se les denomina “factores anti-
nutritivos” o “factores no nutritivos”. Incluyen inhibidores de proteasas y tripsina,

antivitaminas, alérgenos, acido fitico, saponinas, lectinas, compuestos polifenélicos,



entre otros (Liener, 1989; Bartholomai et al., 2000; Janardhanan et al., 2003; Serrano y

Gofii, 2004).

Cuadro 4. Composicién mineral de algunas leguminosas (mg 100 g1).

Leguminosas Fésforo Potasio Calcio Magnesio Hierro
Cacahuate 460.4 786.6 66 268.3 5.92
Garbanzo 365.7 1044.2 165 202.7 6.23
Soya 477 1820 2231 284.5 8.66
Lenteja 408.5 970 59.3 180.7 8.07
Chicharo 332.9 1049.5 49.1 157.2 5.02
Haba 373.3 1503.1 97.8 214.7 6.66
Lupino 440-880 1106-1356 107-153 200-302 4.6-7.3

Fuente: August y Klein (1989); Von Baer (1990); Pablo-Pérez (2013).

Estos compuestos producen efectos secundarios en humanos y animales (inhibiciéon
del crecimiento, dafio en algunos tejidos del cuerpo o respuestas adversas en el
funcionamiento del organismo) cuando son consumidos en grandes cantidades; en
ocasiones son toxicos y en casos extremos letales. En pequefias concentraciones
pueden ser benéficos para la salud como antioxidantes, prebioticos, protectores del
sistema circulatorio, reductores de la presién sanguinea, reguladores de la glucemia y
la colesterolemia, anticancerigenos, antimicrobianos, mejoradores de la respuesta
inmune, entre otros; y por ello, actualmente se les denomina “factores
nutricionalmente activos” o “compuestos bioactivos” y se les valora por su uso
farmacéutico (Cardador-Martinez et al., 2002; Muzquiz et. al., 2004; Bhat y Karim,
2009).

Los factores anti-nutritivos intervienen también en el metabolismo secundario de las
leguminosas como compuestos de reserva (inositoles fosfato, a-galactésidos) que se
sintetizan y acumulan durante la maduracién de la semilla para el proceso
germinativo o como mecanismo de defensa de la planta (inhibidores de tripsina,
lectinas, taninos, L- DOPA, vicina, convicina) que acttan contra bacterias, virus,
hongos, insectos y animales, incluido el hombre (Chung et al., 1998). Son compuestos

de naturaleza muy variada: proteinas (inhibidores de proteasas, inhibidores de a-



amilasas, lectinas), glacidos (a-galactésidos, vicina, convicina, saponinas),
aminoacidos no proteicos (L-DOPA, p-ODAP), polifenoles (taninos condensados),
oligosacaridos causantes de flatulencias, alcaloides (Udensi et al., 2007). La
concentraciéon de estos compuestos difiere en todas las leguminosas (Cuadro 5),
depende de la época de cosecha, etapa de desarrollo de la planta, y el tipo de suelo
(Bhardwaj et al., 1998) y por ello varian sus efectos fisiolégicos en el hombre y

animales (Grela et al., 2001; Bhat y Karim, 2009).

Cuadro 5. Presencia cualitativa de factores téxicos en algunas leguminosas de

importancia alimenticia.

Factores Haba Chicharo Frijol Lupino Soya
anti-nutricionales

Taninos Alto Bajo Bajo-medio Bajo Bajo
Inhibidores de tripsina ~ Bajo-medio  Bajo-medio  Bajo Bajo Alto
Lectinas Bajo Medio Alto Bajo Alto
Fitatos Bajo Bajo ? ? ?
Glucésidos toxicos Alto Ausente Ausente Ausente *
Alcaloides Ausente Ausente Ausente Alto Ausente
Oligosacaridos Medio Bajo Medio Medio Bajo

Fuente: Huisman ef al. (1989).
?- no hay datos concluyentes
*La soya contiene saponinas, pero en estos glucésidos no esta bien definido su efecto dafiino.

Durante el procesamiento de alimentos, diferentes metodologias modernas
(extrusién/coccioén, microondas, altas presiones y campos eléctricos) y tradicionales
(coccién, tostado, remojo, germinaciéon y fermentacién) se han aplicado y
estandarizado, para reducir o eliminar factores anti-nutricionales en leguminosas
cultivadas, subutilizadas y silvestres. Estas metodologias son efectivas en la mayoria
de los casos. Incluso la aplicacién de métodos biotecnolégicos modernos han sido
exitosos (Seena et al., 2006; Azeke et al., 2007; Gurumoorthi et al., 2008). La reduccion
de antinutrientes ha resultado sencilla pero, el mantener las cualidades nutritivas ha
sido un desafio. Por lo tanto, dependiendo de las preferencias de los consumidores de
retencién o eliminacién de estos compuestos, el uso de metodologia especifica puede

ser requerido.



4.3 Métodos para disminuir factores anti-nutricionales (FAN’s)

Los factores anti-nutricionales pueden ser divididos en: termoldabiles y estables al
calor. Los termolabiles, incluyen a los inhibidores de proteasas presentes en todas las
leguminosas y a las lectinas o fitohematoglutininas, goitrégenos, antivitaminas D, E y
Bi2 y los inhibidores de a-amilasas. Los compuestos anti-nutritivos parcialmente
termoestables incluyen saponinas, estrégenos, cianégenos, fitatos, alcaloides,
oligosacaridos, taninos, glucésidos pirimidinicos como vicina y convicina. En el caso
de los taninos existe controversia en su clasificacién, ya que en algunos estudios se
han observado reducciones con tratamientos térmicos y no térmicos (Chau y Cheung,
1997; Pastuszewska et al., 2004; Mubarak, 2005; Khattab y Arntfield, 2009).

Entre los métodos utilizados para reduccion de FAN's esta el mejoramiento genético
y diferentes tratamientos aplicados en el procesamiento tales como descascarillado,
remojo, coccién, fermentaciéon y germinacién. Algunos incluso también mejoran la
calidad nutricional de las leguminosas en diversos grados (Chi-Fai et al., 1997;
Mubarak, 2005; Muzquiz et al., 2006; Sangronis et al., 2006). Otro método que se ha
aplicado a las semillas para reduccién de FAN's, es el calentamiento por infrarrojos,
llamado micronizacién que se aplica a los granos de cereales para mejorar su
digestibilidad, reducir los inhibidores de la tripsina y mejorar su palatabilidad para la
alimentacion animal (Hutton y Foxcroft, 1975). También para preparar cereales
cocidos, en copos y productos tostados para alimentacion humana (Murray, 1987).
Arntfield et al. (2001) indican que la micronizacion de lentejas (138°C y 33 g 100 g1 de
humedad durante 16 h) aumento6 el almidén gelatinizado y sustancias pépticas, pero

disminuy¢ los niveles de acido fitico en comparacién con las lentejas sin procesar.

4.3.1 Remojo
El remojo es parte integral de varios tratamientos (coccién, enlatado, germinacion y
fermentacién) y consiste en la hidratacién de las semillas, usualmente hasta alcanzar

su peso maximo. Es un método de reduccién de ciertos componentes solubles en
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agua como oligosacéridos de rafinosa, glucésidos pirimidinicos, saponinas, inositoles
fosfato, minerales, inhibidores de proteasas, lectinas o taninos, que pasan al agua de
remojo (Prodanov et al., 2004). En ocasiones, la testa gruesa y dura de algunas
leguminosas, evita la difusién de estos compuestos. Por ejemplo, el remojo de las
semillas de Phaseolus calcaratus y P. angularis, generalmente produce una reduccién
significativa de fitatos, taninos, inhibidores de tripsina e inhibidores de amilasa
(Chau y Cheung, 1997). El grado de eliminacion de factores anti-nutritivos depende
de la temperatura de remojo, del pH del medio, del tipo de leguminosa y de las
propiedades de solubilidad de los componentes. Alaa et al. (1982) reportaron que la
actividad inhibitoria de tripsina (AIT) en semillas de frijol y lenteja fue disminuida
mediante el remojo en agua a temperatura ambiente durante 24 h y el remojo
hidrotérmico de las mismas semillas a 121 °C durante 30 min inactivaron
completamente la AIT.

En semillas de caupi, chicharo y frijol, el remojo durante 18 a 22 h redujo taninos (50-
90%), oligosacaridos (44%), acido fitico (42-48%) e inhibidores de tripsina (10-19%)
(Khattab y Arntfield, 2009). El remojo en agua de semillas de lenteja durante 9 h a

temperatura ambiente redujo en 11% el acido fitico (Vidal-Valverde et al., 1994).

4.3.2 Tratamiento térmico

El procesamiento comercial de alimentos, mediante la aplicacion de calor a los
productos de semillas, contribuye a mejorar la calidad de la proteina,composicién de
aminodacidos y la digestibilidad mediante la destrucciéon de ciertos compuestos anti-
nutricionales (Aguilera et al, 1983; Khattab et al., 2009). La cocciéon es probablemente
el tratamiento mds antiguo para hacer comestibles las leguminosas (Aykroyd, 1977).
En general, la coccién produce la desnaturalizacién de las proteinas y su difusiéon en
la fase liquida, inactiva los factores anti-nutricionales sensibles al calor, disminuyen el
acido fitico y los contenidos de a-galactésidos (Prodanov et al., 2004; Khattab et al.,

2009). Usualmente se lleva a cabo un cocimiento con agua que requiere generalmente
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de 3 a 4 h de hervido, después del remojo y lavado; este tratamiento se puede realizar
a presion atmosférica, o bien a alta presién y temperatura.

Otras formas de procesado, son tostado, fritura y la extrusiéon. Con estos
procedimientos se hidrolizan, o desnaturalizan muchas de las sustancias téxicas
presentes en las semillas (Duffus y Slaugther, 1992; Alonso et al., 2000).

Por otro lado, los oligosacédridos, el &cido fitico, saponinas y L-dopamina son
compuestos estables a altas temperaturas (Siddhuraju et al., 1996), pero son solubles
bajo las condiciones de cocimiento tradicional dependiendo de la solubilidad de cada
compuesto en el agua y/o los cambios de pH en el medio de coccién. Tratamientos
hidrotérmico (ebullicién), autoclave y coccion por microondas redujeron
significativamente la concentracion de taninos, acido fitico, inhibidores de tripsinas y
oligosacdridos de frijol mungo (Mubarak, 2005), caupi (Udensi et al., 2007), frijol
negro, rojo y blancos. El tratamiento hidrotérmico ha mostrado ser el mas efectivo
(Rehman y Shah, 2005; Khattab y Arntfield, 2009).

La reduccién en el contenido de taninos condensados (de 8.46 a 5.51 g kg1 MS) por la
coccion en agua desionizada durante 1 h (después de la inmersién durante 18 h) fue
observada en chicharo (Pastuszewska et al., 2004). En semillas de soya, Armour et al.
(1998) mostraron la inactivacién completa de la lectina de soya y la actividad
inhibidora de la proteasa por el tratamiento térmico acuoso a 100 °C durante 10 min.
El tostado es un proceso de calentamiento comun aplicado a las leguminosas, que
generalmente conduce a una reduccién significativa de fibra dietética insoluble y
fibra dietética total, pero ocasiona un aumento de fibra dietética soluble (Azizah y
Zainon, 1997; Mahadevamma y Tharanathan, 2004).

Por lo tanto, el tostado es un método eficaz, sencillo y econémico que se puede
utilizar en los paises en desarrollo a fin de lograr el maximo aprovechamiento de
nutrientes de las leguminosas. Es importante mencionar que se ha observado que la
aplicacion de temperaturas muy elevadas, modifican las caracteristicas
organolépticas y reducen el valor nutritivo de las semillas, por lo que es mas

eficiente aplicar tratamientos himedos que faciliten la desnaturalizaciéon de los
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compuestos no deseados (Kadlec et al., 2004).

Un método adicional para reducir el contenido de los FAN’s es la extrusién, donde
los alimentos son tratados en diversas condiciones de alta temperatura y alta presion.
La extrusiéon de semillas de haba a 152-156 °C redujo alrededor de 54% el nivel de
taninos condensados, y de 53% el de inhibidores de tripsina (IT) (Alonso et al., 2000).
La reduccién del contenido de taninos condensados e inhibidores de tripsina pueden
contribuir a la proteccion y por tanto, a la mejora en la absorcién de la proteina y la
digestibilidad de aminoécidos en los chicharos extruidos (Mariscal-Landin et al.,

2002).

4.3.3 Fermentacion y germinacion

La fermentaciéon y la germinacién son procedimientos igualmente conocidos para
disminuir la concentracién de compuestos que generen efectos adversos en la salud.
En la germinacién, durante la imbibicién el alto contenido de humedad de las
semillas en leguminosas hace mas facil la desnaturalizacion de los inhibidores de
tripsina. Por ejemplo, en frijol comun, la fermentacion de semillas previamente
remojadas durante 48 h, sin la adicién de un cultivo iniciador, redujo en 68% el acido
fitico (Gustafsson y Sandberg, 1995). También en frijol la fermentacion disminuy6
fitatos (66-68%), oligosacdridos (72%) e inhibidores de tripsina, (47%) (Khattab y
Arntfield, 2009). La mayor reduccion se atribuy6 a la reduccién en el pH por debajo
de 4.5, que mejora la hidrélisis de anti-nutrientes (Conn, 1973; Viana et al., 2007).
Barampama y Simard (1994) encontraron que la fermentaciéon de frijoles secos con
Lactobacillus fermentum a 37 °C por 72 h tuvo una reducciéon de 38.7% en el contenido
de inhibidores de tripsina.

La germinacion se ha documentado como un tratamiento eficaz para eliminar
algunos de los factores anti-nutricionales en leguminosas mediante la movilizacién
de compuestos del metabolismo secundario que se considera funcionan como
nutrientes de reserva. El proceso de germinacién no requiere la produccién de

energia intensiva; la sintesis de proteinas y la actividad respiratoria inicialmente
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implican componentes almacenados dentro de la semilla madura seca (Nonogaki et
al., 2010). Las proteinas de almacenamiento son hidrolizadas y los aminoacidos son
transportados en el eje embrionario de las plantulas en crecimiento (Esonu et al.
1998). El acido fitico sirve como una importante reserva de fosfato generado por la
accion de la fitasa durante este proceso, que lo hidroliza e incrementa el P inorganico
disponible (Reddy et al., 1978). Asi, la germinacién puede disminuir el contenido de
fitato en las semillas de leguminosas, dependiendo del tipo de grano y condiciones
de germinacién.

En el caso de taninos la germinacion a 25 °C durante periodos de 24, 48 y 72 h
disminuyé en 56, 58 y 60%, respectivamente los niveles de taninos condensados en
semillas de habas, ademas, redujo inhibidores de tripsina 11 y 12% (Alonso et al.,
2000). Semillas de habas remojadas por 12 h y germinadas durante siete dias entre 16
y 17 °C, redujeron hasta en 100% su concentraciéon de vicina y convicina (Jamalian,
1999). En colza, la germinaciéon ocho dias después de siembra redujo el contenido de
glucosinolatos de 4.4 a 1.8 mg g'! (Mahajan y Dua, 1997). En semillas de Mucuna
sumergidas en agua hirviendo y germinadas por 5 y 7 dias se redujo L-DOPA hasta

un 24.9 y 38.5%, respectivamente (Wanjekeche et al., 2003).

4.3.4 Tratamientos alcalinos

La solubilidad alcalina seguida de una precipitacion isoeléctrica aplicadas para P.
lunatus y Canavalia ensiformis han sido muy utilizadas (Boye et al., 2010). Esta técnica
es probablemente efectiva debido a la diferencia de solubilidad entre las proteinas y
ciertos FAN’s a un pH especifico, ademas de que en ese medio las semillas de las
leguminosas presentan la tendencia de hidratarse con mayor rapidez que en medio
acuoso (Fredrikson et al., 2001; Jiménez-Martinez et al., 2001). D'Mello y Walker (1991)
lograron un éxito considerable con el 4lcali, bicarbonato de potasio, para destoxificar
Canavalia. La relativa facilidad con la que la canavanina fue extraida de los granos
enteros indica su solubilizacién completa en el alcali. En la misma especie la

extraccion de la harina con diferentes disolventes (4cido, éter y alcohol) produjo
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fracciones de toxicidades diferentes, en base a la solubilidad de los principios téxicos
en el medio de extracciéon (Ologhobo et al., 1993). Una concentraciéon mas alta de
FAN’s en la fraccién de base soluble fue observada, reafirmando el efecto positivo del
tratamiento alcalino.

En frijol comtn (P. vulgaris) se ha observado que una cantidad sustancial de
inhibidores de la tripsina fue removida por inmersion en soluciones acidas o alcalinas
(Eicher y Satterlee, 1988). Fernandez et al. (1993) observaron que el remojo de semillas
de haba en solucién de bicarbonato de sodio al 0.07% fue mas eficaz en la
disminucion de la actividad del inhibidor de tripsina que el remojo en solucién de
acido citrico al 0.1%, probablemente debido a la estabilidad del inhibidor en pH
acido. En semillas de Mucuna pruriens, el hervido en solucién alcalina de carbonato
de sodio hidratado, conocido como "sosa Magadi”, redujo L-DOPA 59.3%
(Wanjekeche et al., 2003). Nyirenda et al. (2003) estudiaron los efectos de diferentes
métodos de procesamiento para la reduccion de L-DOPA, que fueron adecuados para
la preparacion de semillas de Mucuna para el consumo humano. Las semillas en
remojo por 48 h (1.5 L) + 6 h hirviendo (1.5 L) seguida de una inmersién en 1.5 L
durante 24 horas en presencia de bicarbonato de sodio (0.25%) extrajo
aproximadamente 90% de L-DOPA. Bressani et al. (2003) han concluido que, a pesar
de que las combinaciones de ebullicion, tratamiento con bicarbonato de sodio y
remojo reducen la concentraciéon de L-DOPA, la ebullicién sola es el mejor método

para la eliminaciéon de este FAN de las semillas de Mucuna.

4.3.5 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético de plantas es una alternativa para reducir el contenido de
factores no deseados en diversas especies. Actualmente existen varios métodos y
técnicas de mejoramiento genético de los cultivos (seleccién, cruzas, cultivo in vitro,
mutagénesis, o seleccion asistida por marcadores moleculares) que ademéds de
reducir compuestos anti-nutricionales han mejorado la produccién de los cultivos y

la calidad de sus productos (Casey et al., 1993; Wang et al., 2003).
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En el caso de las leguminosas, estos métodos se han enfocado principalmente en el
incremento y mejora de la calidad de la proteina, la eliminaciéon de factores anti-
nutricionales, la eliminacién de posibles alérgenos, y un mejor comportamiento
funcional para su procesamiento. Aunque los avances genéticos no han sido
suficientes para alterar la composicion de aminoacidos de las globulinas utilizando la
variacion natural, o la manipulacién genética para modificar directamente la
secuencia de aminoacidos exdgenos o para expresar las proteinas ricas en azufre
(Krishnan, 2000). En el caso de L. albus el mejoramiento genético ha sido muy
utilizado para disminuir los alcaloides de las semillas (Huyghe, 1997). En L.
angustifolius, cientificos australianos durante la década de 1960, "domesticaron” a esta
especie con la introduccién de precocidad a floracién, reduccién del contenido de
alcaloides en las semillas, indehiscencia de vainas, y testa permeable. A esta variedad
le nombraron Lupino australiano dulce (LAD) (Sipsa, 2003).

Sin embargo, puesto que estos compuestos tienen diferentes roles benéficos en la
planta (Wink, 1988; Obendorf, 1997; Scalbert, 1991; Wang et al., 2003), la modificacién
de sus tipos y cantidades a través de modificaciéon genética podria no ser lo mas
apropiado. La cuestion se debe, a que son vistos en todo su contexto como “factores
no deseados” despreciando que estos también tienen un gran ntmero de roles
positivos en las plantas (Norton, 1991). Por lo tanto, se puede suponer que el uso de
algunas tecnologias adecuadas y econdmicas de tratamiento de leguminosas
destinadas a reducir o eliminar los FAN’s antes de su uso en la alimentacién humana

y animal es una mejor forma de manejar el problema (Khattab, 2009).

4.4 El género Lupinus

4.4.1 Caracteristicas generales
Lupinus es una leguminosa herbacea, anual, bianual o perenne, lefiosa, con flores
multicolores y vainas (Duranti et al., 2008). Crece en suelos 4cidos y es tolerante al

frio, tanto en zonas desérticas como himedas, por lo que se desarrolla en diversos
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ambientes (Ruiz-Lépez et al., 2000). El género presenta una gran plasticidad
fenotipica por lo que existe una variacién considerable entre y dentro de las especies

(Wolko et al., 2011).

4.4.2. Distribucion

El género Lupinus estd ampliamente distribuido tanto en el Viejo Mundo
(Mediterréaneo y Africa del Norte-Este) como en el Nuevo Mundo desde América de
Norte al Sur (Figura 1) (Eastwood y Hughes, 2008). Del género Lupinus se conocen
alrededor de 400 especies en todo el mundo. En la actualidad, han sido dometicadas
cinco: L. albus y L. luteus en Europa; L. angustifolius y L. consentinii en Australia y L.

mutabilis en Sudamérica (Gladstones, 1998; Martinez-Villaluenga et al., 2006).

Figura 1. Distribucién del género Lupinus en América (modificado de Hughes y
Eastwood, 2006).
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Figura 2. Distribucion del género Lupinus en México (Bermudez-Torres et al., 1999).

En México, Bermudez-Torres et al. (1999), indicaron la presencia de 111 especies de
Lupinus en el Herbario Mexus distribuidas desde Baja California a Chiapas. La mayor
diversidad de especies se localiz6 en la region Sierra Madre Occidental (35 especies),
y en la Faja Volcanica Mexicana (44 especies) (Figura 2).

A pesar de la gran biodiversidad de especies del género en México (Cuadro 6), se
tienen pocos estudios de las especies nativas de Lupinus para su utilizacion como
fuente de alimento (Ruiz-Lopez, 2006).

4.4.3 Produccién

En la actualidad, Australia es el mayor productor y exportador mundial de este
cultivo, exportando 15 millones de t de granos en los tltimos 20 afios a paises como
Espafia, Paises Bajos, Indonesia, Japon, Corea del Sur, Tailandia y Taiwan.

El lupino Australiano dulce se utiliza para consumo humano desde el afio 1987 de
acuerdo a la Food Standards Australia New Zealand (Sipsa, 2003).

Australia mantiene el equipo mas grande del mundo en investigacion para el

mejoramiento de L. angustifolius y la obtencion de variedades dulces cuyo
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rendimiento se ha incrementado de 0.7 t ha! en 1970 a alrededor de 1.5 t hal en el

presente.

Cuadro 6. Ubicacion de algunas especies de Lupinus mexicanas.

Ubicacién Especie Referencia
Jalisco L. exaltatus Zucc., L. reflexus Rose y L. Ruiz-Loépez et al. (2000)
mexicanus Cerv. Ex Lag.
L. rotundiflorus MLE. Jones, L. elegans L., L. Ruiz y Sotelo (2001)
simulans Rose y L. madrensis Seem
Morelos L. campestris Jiménez-Martinez et al.
(2001); Rodriguez-Ambriz
et al. (2005)
Popocatepetl- L. montanus H.B.K, L. stipulatus J. Agardh. y = Bermudez-Torres et al.

Iztaccihuatl L. aschenbornii Schauer (2009)
Hidalgo L. barkeri, L. ehrenbergeii, L. elegans, L. Villavicencio y Perez-
exaltatus, L. filicaulis, L. glabratus, L. Escandoén (1998)

leptophyllus, L. marshallianus, L. mexicanus, L.
montanus, L. persistens, L. simulans, L.
stipulatus, L. uncinatus y L. versicolor Sweet
Puebla L. campestris, L. exaltatus, L. montanus y L. Lagunes-Espinoza et al.
hintonii (2012)

En Europa L. albus ha sido un ingrediente alimentario en Europa durante muchos
afios. El consumo de L. angustifolius dulce fue aprobado en 1999 en Europa.
Actualmente, unas 500.000 t de productos alimenticios contienen L. albus o L.
Actualmente unas 500,000 t de productos alimenticios contienen L. albus o L.
angustifolius como ingrediente para reemplazar en alimentos la harina o pasta de
soya. Francia, Alemania, Gran Bretafia, Bélgica, Holanda, Dinamarca, Suecia,
Portugal e Italia, asi como los paises de Chile y Perta los han incluido como un
sustituto de soya (Sipsa, 2003).

A finales de la década de 1990, la Compania Europea Frank, primera en procesar
soya para la industria alimentaria, inici6 investigaciones para encontrar alternativas a
la soya, debido a la reduccién de margenes de ganancia y a la incorporacién de
Organismos Genéticamente Modificados. Desde entonces, el uso de Lupinus en

alimentos se ha incrementado rapidamente (Dijkink ef al., 2008).

19



4.4.4 Usos

El uso de especies de Lupinus en la industria es multiple. Se utilizan en la industria

alimentaria, farmacologia, alimentacién animal, control biol6gico y cosmetologia. En

cosmetologia por sus propiedades emolientes (Cuadro 7).

En la industria farmacolégica se ha observado su utilidad para la reduccién del
sindrome metabdlico, indice glucémico e hipertensién, entre otros (Cuadro 8). En la
industria alimentaria las especies mejoradas de Lupinus se utilizan para la produccién

de productos lacteos, panificacion, pastas, confiteria, cdrnicos y germinados (Cuadro

9).

Cuadro 7. Uso cosmetolégico de semillas de lupino.

Especie

Uso

Referencia

Lupinus spp.

Propiedades emolientes para la
industria cosmética por su perfil de
acidos grasos.

Blade et al. (2003)

Lupeol, un alcohol triterpénico que
mejora la reconstitucion del tejido
epidérmico e induce diferenciacién e
inhibicién del crecimiento celular de
células de melanoma.

Nikiema ef al. (2001); Hata et
al. (2003); Hamama y
Bhardwaj (2004); Msika et al.
(2006); Saleem et al. (2004)

L. angustifolius

Alfa-lupaline y Collageneer
(Laboratorios Expanscience en
www.expanscience.fr) para

eliminaciéon de radicales libres vy
actividad antioxidante, asi como
actividad anti-elastasa.

Msika et al. (2000); Msika et al.
(2006)

Extractos peptidicos de lupino han
demostrado que tienen actividad
inhibidora de metaloproteasa, en
particular, la colagenasa y la gelatinasa.

Msika et al. (2006); Watson
(2008)

En agronomia,

preparacion de alimentos (Cuadro 11). Y finalmente, en la alimentacién animal, como

como agente de control biolégico (Cuadro 10). Como aditivo en la

suplemento o prebidtico (Cuadro 12).

4.4.1 Compuestos nutricionales
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Las semillas de Lupinus muestran elevadas concentraciones de proteinas (30-40%)
(Khattab et al., 2009), mayor a otras leguminosas: chicharo (Pisum sativum) (21.6%),
haba (Vicia faba) (25%), frijol (P. limensis Macf) (19.1%), y semejante al de soya (Glycine
max) (36.8%) (Lampart-Sczapa, 2001).

Cuadro 8. Usos farmacolégicos de las semillas de lupino

Especie Uso Referencia
Proteinas extraidas a pH neutro como | Yoshie-Stark y Wasche
agentes reductores de colesterol e | (2004); Yoshie-Stark et al.
inhibicion de la actividad enzimatica | (2006); Pilvi et al. (2006)
para la conversion de angiotensina I
(ACE, dipeptidylcarboxypeptidase),
enzima relacionada con las alteraciones
en la presion sanguinea.

L. albus Sindrome metabolico al influir en Ia | Arnoldi (2005);

saciedad (supresion del apetito) y balance | Archer et al. (2004); Lee et al.

de energia. (2006)

Reducen el indice glicémico. Magni et al.(2004); Hall et
al.(2005b)

Mejora el nivel de lipidos sanguineos. Martins et al. (2005); Hall et
al. (2005a); Nowicka et
al.(2006); Spielmann et al.
(2007)

L. albusy L. Mejoran la salud intestinal. Johnson et al. (2006); Smith
angustifolius et al. (2006)

L. angustifolius

Fuente de carotenoides: beta caroteno,
luteina y zeaxantina, de tocoferoles y
otros componentes bioactivos.

Ghezlou (2000); Lampart-
Szczapa et al. (2003);
Duranti et al. (2008)

Lupinus spp.

Esparteina: tratamiento de las arritmias
cardiacas y para inducir contracciones
uterinas y deprime el sistema nervioso
central y de tener actividades hipotensor,
diurético y antiinflamatorio.

Szczawinska et al. (1994);
Schmeller y Wink (1998)

L. mexicanus'y
L. montanus

Anticonvulsivo, antipiréticas e
hipoglucémico: Lupanina, 13-
hidroxilupanina y multiflorina.

Hatzold et al. (1983); Kubo
et al. (2006); Garcia-Lopez et
al. (2004).

Presentan de 4-15% de lipidos que incluye 50-60% de acido oleico, 16-23% &cido
linoleico (Boschin et al., 2008). Ademadas son una fuente potencial de fibra para la

producciéon de alimentos dietéticos (Sujak et al., 2006), tiene niveles bajos de almidoén,
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inhibidores de tripsina y otros compuestos con efecto anti-nutricional (Martinez-

Villaluenga et al., 2006).

Cuadro 9. Usos en alimentaciéon humana de la semilla de lupino.

Especie

Uso

Referencia

L. campestris

Leche anéloga y yogurt.

Jiménez-Martinez et al.
(2003)

L. angustifolius

Helado exclusivamente a partir de proteinas. La
proteina de altramuz que estd presente en el
helado es facil de procesar y tiene excelentes
propiedades sensoriales.

Eisner et al. (2008)

Crema helada de Lupino por Eiscremewerke
Demin se encuentra disponible en las tiendas
alemanas desde 2006.

Fraunhofer Magazine
(2006)

L. mutabilis

1 al 2% de aislado proteico incrementa volumen
y vida de anaquel en pan blanco y dulce.

Guiemes-Vera et al. (2008)

Pan alto en fibra similar al de Kellogs All-Bran.
La fibra de la testa de lupino puede cumplir con
este "nicho" de mercado para consumidores
celiacos.

Tucek (2006); Sipsa (2003)

L. albus y Aumento en la capacidad de retencién de agua | Lucisano y Pompeya

L. angustifolius y el color de la textura, el sabor y el color | (1981);
amarillo de la harina de lupino-trigo (15%:75%, | Petterson y Crosbie
v/V ) es atractivo para muchos consumidores. (1990)
Mayonesa de semilla de Lupinus hecha por | www.tradekey.com
Sacksmania empresa portuguesa. (Sipsa, 2003)
Espagueti fortificado con 5% de aislados | Doxastakis et al. (2007)
proteicos de lupino.

L. albus Estabilizar ~particulas grasas en sistemas | Drakos et al.(2007)

carnicos y adicionalmente tienen la habilidad
para formar geles (jamon, salchichas).

L. mutabilis

Botana preparada con mezclas de proteinas de
cereales (trigo) y leguminosas.

Jiménez-Martinez y
Davila-Ortiz (2006)

L. angustifolius

Germinados crujientes de lupino tienen una
calificacion =~ de alta  aceptabilidad en
comparacién con brotes de soya.

Yu (1988)

L. albus

Preparar la bebida alcohélica local "katikala 'o'
gibto Areke' en la parte norte-occidental de
Etiopia.

Ambaye et al. (2002);
Tizazu y Emire (2010)

Las propiedades quimicas y tecno-funcionalidad de las proteinas en las leguminosas

es determinada por la presencia de globulinas y albuminas (Varasundharosoth y

22



http://www.tradekey.com/

Varnes, 1985; Lampart-Sczapa, 2001; Duranti et al., 2008).

En el Cuadro 13 se presenta la distribucion porcentual de las fracciones proteicas de
la semilla de diferentes leguminosas. Las albuminas son un grupo heterogéneo en las
especies vegetales. Presentan de diez a 20 fracciones con diferentes pesos
moleculares, forman complejos con carbohidratos y acidos nucleicos; son maés ricas

que las globulinas en aminodacidos azufrados especialmente metionina (Lampart-

Sczapa, 2001).

4.5 Limitacién de uso en alimentacion
El uso de Lupinus en la alimentacion exige una reduccién del contenido de
ingredientes anti-nutricionales, tales como alcaloides, oligosacaridos y taninos

(Ballester et al., 1988; Jimenez et al., 2001).

Cuadro 10. El uso de los alcaloides de lupino en el control biolégico.

Especie Uso Referencia

L.albusy L. Gramina y esparteina, en concentracién de 40 Wink (1994);
angustifolius mM sobre los hongos Phytium aphanidermatumy | De la Cuadra (1994)
Botrytis cinerea

L. exaltatus Actividad fangicida de los extractos sobre Muzquiz et al. (1994);
Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum; 92% con | Bernal et al. (2005);
2,500 ppm y 84% con 20,000 ppm. Lupanina Zamora-Natera et al.
sobre Fusarium avenaceum, Fusarium solani, (2005); Zamora-
Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia Natera et al. (2008)
solani'y Fusarium oxysporum

L.albusy L. Actividad bactericida de lupanina y lupinina, y | De la Vega et al.

luteus extractos crudos sobre Erwinia carotovora var. | (1996)

carotovora  Jones, Pseudomona syringae pv.
phaseolicola (Burkholder) Young, Dye y Wilkie;
Pseudomona  syringae pv. tomato Okabe y
Pseudomonas putida (Trevisan) Migula.

L. montanusy | Actividad insecticida sobre larvas del gusano Wang et al. (2000)
L.aschenbornii | cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (Smith). | Bermudez-Torres et
L. stipulatus efectos de disuasion en el acaro de tierra de al. (2009);
patas rojas Halotydeus destructor
L. angustifolius | Actividad antimicrobiana en cepas de Bacillus Edermoglu et al.
subtilis, Staphylococcus aureus'y Pseudomonas (2007)
aeruginosa.
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Cuadro 11. Uso de las semillas de lupino como aditivo.

Especie Uso Referencia
Lupinus spp. Hidrocoloide de la fibra de lupino como George Weston
sustitutos de la grasa en una amplia gama de Foods (2005)
productos alimenticios, imitando la textura www.danisco.com
cremosa y sensacion en la boca sin afiadir
calorias al producto; y disminuye la velocidad
de cristalizacion del hielo, en los postres. Como
portadores de sabores a baja concentracion en
alimentos concentrados
Lupinus spp. Harina de semillas de Lupinus se utiliza cada vez | Clark y Johnson

mas en alimentos a base de cereales.

(2003); Gliemes-Vera
et al. (2008)

Cuadro 12. Uso de semillas de lupino en la alimentacién animal.

Especie

Uso

Referencia

L. angustifolius

Suplemento alimenticio en tiempos de escasez
de pastos para ovejas, cerdos y aves de corral
ricos en energia disponible, calidad constante y
bajo contenido de factores anti-nutricionales.

Petterson (2000)

L. exaltatus

Los oligosacaridos, estimulan significativamente
el desarrollo de bifidobacterias, y podrian ser
utilizados como prebidticos para reducir la
incidencia a la infeccion de Salmonella en
animales.

Ruiz et al. (2007)

Lupinus spp.

ingrediente alimenticio en las dietas de peces
comerciales como el salmén del Atlantico y
trucha arcoiris, y para peces de aguas templadas
y calidas, como lubina europea (Dicentrarchus
labrax).

Burel et al. (2000);
Gouveia y Davies
(2000); Farhangi y
Carter (2001);
Glencross y Hawkins
(2004).

L. angustifolius

La industria acuicola utiliza semillas de lupino y
la harina de almendra como alimento para
reemplazar la harina de pescado de alta proteina
en dietas de Salménidos y camarones. Hasta
40% de cotiledones de lupino puede ser incluido
en la harina de pescado para la trucha arco iris
sin palatabilidad y problemas de crecimiento.

Glencross (2008)

Algunos que se han encontrado en la semilla de lupinos en cantidades minimas son

inhibidores de la tripsina, saponinas, hemoaglutininas, vicinas, convicinas y taninos

(Tapia, 1982).
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Cuadpro 13. Distribucién porcentual de fracciones proteicas en leguminosas

Leguminosa Albuminas Globulinas
Chicharo (Pisum sativum) 21.3 56.7
Haba (Vicia faba) 20.0 60.0
Soya (Glycine max) 10.0 90.0
Lupinus albus 12.8 79.2
Lupinus luteus 20.8 10.8
Lupinus angustifolius 13.8 21.4

Fuente: Varasundharosoth y Varnes (1985); Lampart-Szczapa (2001); Duranti et al. (2008).
Nota: Valores de acuerdo al porcentaje total de proteina.

4.5.1 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos nitrogenados no proteicos, de variada complejidad,
producidas por las plantas principalmente como mecanismo de defensa para
protegerse de los herbivoros (Wink, 1988; Kim et al., 2007). Confieren el sabor amargo
a la semilla, segin la cantidad presente (Hill, 1986; von Baer et al., 1997). Su
concentraciéon depende de la especie, suelo, regiéon y temporada de colecta
(Erdemoglu et al., 2007; Zamora-Natera et al., 2008; Bellaloui et al., 2009). Constituyen
un grupo importante de compuestos naturales en la familia Fabaceae, especialmente
en los géneros: Lupinus, Baptista, Thermopsis, Genista, Cytisus, Chamaecytisus, Laburnum
y Calia (Wink, 2003). Dentro de las leguminosas de grano, el género Lupinus contiene
alcaloides en cantidades considerables (Wink et al., 1995), mientras que las habas y los
chicharos no los presentan (Huisman y Tolman, 2001). Estos metabolitos han limitado
la incorporacién de lupino en la alimentacion humana y animal (FAO/WHO, 1985;
Kakade et al., 1974).

Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son compuestos naturales del género Lupinus,
son comunmente biciclicos (lupinina), triciclicos (angustifoline) o tetraciclicos
(esparteina, lupanina) derivados de quinolizidina. Una importante excepcion es el
alcaloide indol gramina, que se encuentra en algunos cultivares de L. [uteus (Wink et

al., 1995). Se caracterizan por presentar un ndcleo base quinolizidinico (Figura 3).
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Figura 3. Estructura caracteristica del anillo heterociclico de quinolizidina (Evans y

Murphy, 2011).

Estos compuestos se sintetizan en los cloroplastos y son transportados via floema a
otros o6rganos de la planta para su almacenamiento en tejido epidérmico y
subepidérmico de hojas, tallos y principalmente semillas (Wink y Witte, 1984) y se
encuentran en mayor proporciéon en frutos y semillas maduras. En la planta pueden
ser importantes para el metabolismo primario o el desarrollo como regulador u
hormona de crecimiento, transportadores de N, o reserva de N, ya que se pueden
transformar en aminodcidos. En ensayos realizados con purificados de esparteina y
lupanina, se ha concluido que la esparteina inhibe la multiplicacién del virus X de la
papa (Potexvirus) (Wink, 1987), el crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-) y
algunos hongos fitopatégenos, asi también lupanina inhibe la formacién de esporas
(Wink y Witte, 1984).

La esparteina junto a la lupanina, son considerados como los alcaloides mas téxicos
presentes en las semillas de lupino (Jurado, 1989) para los vertebrados por ser
antagonistas de los receptores de acetilcolina, inhibidores de los canales de Na+ y K+,
lo que bloquea la sefial de transducciéon neuronal, probablemente también alteran la
sintesis de proteinas (Wink, 1991).

Los principales efectos toxicos producidos por el consumo de éstos metabolitos son
los trastornos del sistema nervioso central, los procesos digestivos, la reproduccion y
el sistema inmune (Lalles y Jansman, 1998). El gusto desagradable es mediado en
parte a través de efectos neurolégicos (Cheeke y Kelly, 1989). Wink et al. (1995)
determinaron la composicion de alcaloides en diferentes especies de lupino (Cuadro

14).
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Cuadro 14. Principales alcaloides en especies de Lupinus (mg g' de alcaloides

totales).

Alcaloide Quinolizidinico L. albus L. angustifolius L. luteus
Lupanina 700 70 600
Albina 150 - -
13-hidroxilupanina 80 120 -
Angustifolina - 100 -
Esparteina - - 300

El contenido promedio de alcaloides en cultivares mejorados (lupinos dulces) es
inferior a 0.28 g kg1 de L. angustifolius y L. albus (Van Barneveld, 1999; Jezierny, 2009)
y por debajo de 0.26 g kgl MS de L. luteus (Roth-Maier y Paulicks, 2004; Jezierny,
2009). El contenido total de AQ en semillas de las especies de lupinos se encuentra en
rangos de 1.5 a 4.0% (Hatzold et al., 1983; Ruiz y Sotelo, 2001). La especie L. albus,
seglin el porcentaje de alcaloides en la semilla, se clasifica en 4 tipos: dulce hasta
0.05%, semi-dulce 0.051% a 0.15%, semi-amargo 0.151 a 0.30% y amargo mas de 0.30%
(von Baer et al., 1992).

Debido a la solubilidad en agua de estos compuestos y a su localizacion en la semilla,
es posible su eliminacion a través de tratamientos rapidos o tradicionales como el

tratamiento hidrotérmico-alcalino de las semillas (Jiménez-Martinez et al., 2001).

4.5.2 Oligosacéridos

Los oligosacédridos pertenecientes a la familia de la rafinosa, también llamados a-
galactosidos, contienen de una a tres unidades de galactosa unidas a la sacarosa por
el enlace a-1,6.Este no es hidrolizado en el tracto gastrointestinal, debido a la
ausencia de la enzima a-galactosidasa. Estos aztcares son fermentados por la
microflora del colén y causan la produccién de gases (Hz, CO2 y pequefias cantidades
de CHa), dolores abdominales y diarrea; sin embargo en estudios recientes se ha
demostrado que el consumo de estos compuestos reduce el riesgo de padecer cancer
de colon (Aguilera et al., 2009). Los a-galactosidos son estables al calor y no son

removidos. Aguilera et al. (2009) reportaron que a través de la coccion y
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deshidratacion se reducen los niveles de oligosacaridos.

4.5.3 Taninos

De la palabra inglesa “tanning” (curtido), el término tanino fue originalmente usado
para describir la sustancia de los extractos vegetales que curtia cueros de animales. Se
definen como compuestos naturales polifenélicos, hidrosolubles, con alto peso
molecular, que forman complejos con proteinas, carbohidratos y otros polimeros del
alimento. Son capaces de precipitar alcaloides, gelatinas y otras proteinas en
soluciones acuosas (Huisman y Tolman, 1992).

Por su estructura y reactividad hacia los agentes hidroliticos se clasifican en dos
grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados. Los primeros son facilmente
hidrolizables por acidos o por enzimas. Los taninos condensados (proantocianidinas)
son polimeros flavonoides, no son susceptibles a hidrdlisis pero pueden ser
degradados oxidativamente en &cidos fuertes para producir antocianidinas. Existen
reportes sobre su degradacion en los procesos de fermentaciéon anaerébica (Butler y
Bos 1993; Kumar y D’'Mello, 1995).

Los taninos tienen efectos nutricionales dafiinos, resultando en deterioro de la
conversion de nutrientes en animales monogastricos, y en parte por la disminucién
de la palatabilidad debido a sus propiedades astringentes, que son causadas por la
formaciéon de complejos entre taninos y glucoproteinas salivares. Pueden inhibir la
accion de las enzimas digestivas. Reducen la digestibilidad aparente de los
compuestos proteicos o nutrientes nitrogenados (nitrégeno x 6.25), aminoacidos y, en
menor medida, de la energia (Reddy et al., 1985; Van der Poel et al., 1992; Grosjean et
al., 1998). Aunado a esto, limitan la biodisponibilidad de minerales como el hierro y
zinc. Los taninos hidrolizables podrian causar efectos toxicos a nivel sistémico.
Particularmente importantes son sus efectos en el higado (Butler y Bos, 1993).
Jimenez-Martinez et al. (2001) reportaron un contenido de taninos de 0.31% en
semillas silvestres de L. campestris, mientras que para la alimentaciéon el limite

aceptable es de 0.1% (Price et al., 1980). La cantidad y estructura de los taninos
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presentes en un alimento determinan sus efectos nutricionales.

4.6 Métodos utilizados para disminuir factores antinutricionales en el género Lupinus
La aplicacion de procesos convencionales como la coccién, germinacion,
fermentacién y remojo en semillas, reducen los factores anti-nutricionales e
incrementan su potencial como alimento humano y nutritivo. El mejoramiento
genético es una herramienta ampliamente utilizada para la reduccion de FAN's pero
es costosa y de largo plazo.

De acuerdo con estudios de Ruiz y Sotelo (2001), la reduccién de alcaloides en L.
elegans con la extraccion de agua hirviendo aumento el contenido de proteina (45 g
100 g de muestra), sobre todo porque el agua extrajo los carbohidratos solubles y la
concentracién de alcaloides disminuy6 un 95%.

Inclusive el uso integrado de diversos tratamientos fisicos ha sido eficaz en la
disminucion de factores no deseados y en la estabilidad de las propiedades nutritivas
de las semillas de Lupinus. En semillas de L. mutabilis destoxificadas con calor por 5
min y remojo con agua corriente por 15 h disminuyeron los compuestos no
nutricionales y toxicos respecto al de las semillas control, manteniendo los factores
nutritivos (Gtiemes-Vera et al., 2008). Al igual Aguilera et al. (2009) mostraron que a
través de lavado, coccion y deshidratacién se reducen los niveles de oligosacaridos en
las semillas de Lupinus.

Para reducir alcaloides, en Ecuador, Bolivia y Pert las semillas de L. mutabilis se
preparan para consumo humano siguiendo tratamiento alcalino (Gross, 1982;
Hinojosa y Torrico, 1990). En Chile se utilizan variedades dulces de L. albus (Espana et
al., 1992). La utilizaciéon de tratamiento hidrotérmico de las semillas permite la
eliminaciéon de los alcaloides debido a su desnaturalizaciéon a temperaturas por
encima de los 50 °C. Otro método empleado es la coccién en medio alcalino,
tratamiento quimico reportado como efectivo en semillas de algunas especies de
Lupinus. La hidratacién y calentamiento a temperatura de ebullicion durante 6 h en

agua y en una solucién de bicarbonato sédico 0.5% reduce el contenido de alcaloides
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en semillas de L. campestris (especie silvestre) de 27 a 03 g kg! y 0.02 g kg,
respectivamente. Ademds, debido a estos tratamientos el contenido de mono, di y
oligosacaridos, incluidos los a-galactésidos, estaquiosa, rafinosa y verbascosa se
redujo entre 70 (tratamiento en agua) y 90% (tratamiento alcalino) (Jiménez-Martinez
et al., 2001). Resultados similares reportaron Torres et al. (1980) donde la aplicacion de
un tratamiento térmico alcalino (utilizando un &lcali sin especificar) redujo los AQ
98.6% en semillas de L. mutabilis. Otros autores informan que el uso de los medios
alcalinos resulta en una reducciéon de 70 + 80% en el contenido de AQ (Ortiz y
Murkerjel, 1982).

El descascarillado de las semillas de lupino, se utiliza principalmente para
incrementar las caracteristicas y aceptabilidad del producto final, reduce los
compuestos anti-nutricionalesy los tiempos de coccion (Tharanathan vy
Mahadevamma, 2003; Sreerama et al., 2009).

La germinacién reduce el contenido de factores anti-nutricionales tales como
alcaloides, oligosacaridos y fitatos mientras que las isoflavonas y fitoesteroles y
algunas vitaminas se incrementan en semillas de lupino (Dagnia et al., 1992;. Trugo,
1993; Lee, 1986; Katagiri et al., 2000).

Trugo (1993) y Cunha-Queda y Beirao da Costa (1994) observaron que la germinacién
controlada redujo el contenido de AQ en las semillas de Lupinus. Esta degradacion es
debida a la movilizacién del nitrégeno alcaloide. Aunque estudios previos sugieren
que los AQ pueden formar ésteres durante la germinacién, lo que resulta en la
producciéon de compuestos potencialmente téxicos para los animales (Wink y
Twardowski, 1992). Durante la germinaciéon de semillas amargas de L. angustifolius, L.
albus y L. campestris los alcaloides disminuyeron en L. angustifolius (29%) y en L. albus
(3%) con la germinacién a los 3 dias, mientras que L. campestris mostré un aumento
(36%) (Cortes et al., 2005). Ademas sugieren una germinacién de 3 dias maximo, para
evitar la formacién de los ésteres de AQ. El contenido de oligosacaridos de los
lupinos también se puede reducir debido a la germinacién. De la Cuadra et al. (1994)

encontraron una reducciéon del 100% de alfa-galactésidos (rafinosa, estaquiosa y
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verbascosa) en las semillas de L. albus y L. luteus después de 48 h de germinacién,
mientras que el contenido de sacarosa se incremento.

La fermentaciéon es un proceso digestivo que modifica la estructura quimica del
alimento, potencializando y haciendo disponible sus caracteristicas nutritivas,
ademas de disminuir los FAN’s. Mediante la preparacion de “tempeh” (alimento
elaborado a base de semillas de soya fermentadas con cepas de Rhizopus oligosporus)
con semillas de L. campestris y L. mutabilis. En la combinacién de los procesos de
remojo y de coccion, seguidas de 48 h de fermentaciéon de las semillas de estas
especies disminuyeron el contenido de AQ’s en un 50%; y los oligosacaridos en mas
del 90% en total. Estos resultados sugieren que la fermentaciéon de L. mutabilis, L.
campestris y soya con R. oligosporus es un método eficaz para la disminucién de los
FAN'’s y para la obtencién de un producto con valor nutricional éptimo (Jimenez-
Martinez et al., 2007).

El mejoramiento genético ha permitido la reducciéon de FAN’s. En Europa y el
Mediterraneo han sido mejoradas, para reduccién de AQ, tres especies del género
Lupinus de las 12 nativas: el lupino de hoja angosta (L. angustifolius), el lupino blanco
(L. albus) y el lupino amarillo (L. luteus). En estas especies ademas se logré la mejora

del rendimiento de grano y su estabilidad (Huyghe, 1997; DAF, 2007).

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico

Vainas maduras y secas de L. montanus y L. exaltatus se colectaron en la region de los
Valles de Libres y de Serdan, Puebla (18°52'23.0” y 19°54'43.9” LN y 97°18'49.7" y
97°56’04.0” LO) del 24 al 26 de agosto 2012 (Figura 4).

Las vainas fueron colocadas en bolsas de papel estraza, identificadas, y
transportadas al Laboratorio de Fisiologia vegetal del Colegio de Postgraduados,
Campus Tabasco, donde se separaron en pericarpio y semilla y secaron a 55°C

durante 72 h. En 30 vainas por especie y por triplicado se determiné la calidad de las
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semillas: porcentajes de semillas sanas y dafiadas, nimero de semillas por vaina,
peso de vaina, peso de semilla, proporcién del pericarpio y peso de 100 semillas.
Para los ensayos se formaron dos grupos de semillas por especie, uno para las

pruebas de germinacién y el otro para los tratamientos fisicos y quimicos.

1 L ! 1
R o / / oy, | \ -
po ‘ - 5 _E p
f [ ¢
g ) A
W S g
f
= g /
b )
(s v
3 ’.’ ’ Yy
oy -
; s e ‘
1 , \ Vark L
( { Y § !
- Y L J f
\ / P S e
Y (Y N . 3
i 4 / | N g
- ‘J"‘ / E g TR
\J S
g H . ’ N
\ . Cuyoaco / ! e o L
) \ | { ¢ e
. Ocotepec * 9 ¢ T P
4 I\ <‘, |
¢ ) L ¢ S f
3\ N P
\ Libres ¢ Tepeyahualco o L
~S Y YN LA Py \ -
rf. [/f - - - ~ ) ‘1. “.‘..—”_..- \,
15 X NS el —ad B
f- « orental 5" Guadalupe Victoria { P TN A
; N, W e S [ 2 ¢ \ ‘
| & r il Ny \ o Lafragua | 8 /?
Y . 4 / e Pas A = Quimixtian g/
) {“’ Yo g fase Chlapa < 9 “ 5 g
I - ’ ! [ > A .
P~ ?'"' R ivies / - 8an Nicolas Buenos Aired 3 | & s
\ > K. . /San Salvador el Seco ( Y & b ~.
o 3 Nopalucan ~ Yaduils ‘ ) - ] - ﬁchlcmquuaK
[ 1 { 1 Uhazapltepec de Juarez e P ¢ 4 4
S ) ! T ! ~\, N / Tachichuca o -~ ot
YT L |, Soltepec 7 | 3 i - :
LN X (ol ¥ S [T Mljojuca
N 7 (A o ( \ 4 7 L
- / ) \ rad | \ ~ Sy o
W1~ i / N Y J iy 0 1 - el
g | _San Juan Atencp T e, | —
/ i ™~ ¢
/ F il I 5. N 1 o \ \
-1 ‘ 4 AN -/ —. -
v ~Chalchicomula de Sesma - 4 \
/™ \
\ I}
)
1
»
.
T
—
) d 0 4 8 16 24 32
N (<O metros

Figura 4. Localizacion de los sitios de colecta del material reproductivo de L. exaltatus

y L. montanus en los municipios de Chalchicomula de Sesma y Tlalchichuca en la
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Region de los Valles Libres y de Serdan, Puebla, México. o Ubicacién de sitios de

colecta.

5.2 Tratamientos fisicos

5.2.1 Tratamiento hidrotérmico

Por triplicado, a 9 g de semillas de L. montanus y L. exaltatus se les adicionaron 200
mL de agua destilada (relacion semilla:agua de 1:22) y se llevaron a temperatura de
ebulliciéon (95°C) durante 2, 3 y 6 h. Cada hora y media se realizaron cambios de

liquidoy se tomo el pH de la solucién con un potenciémetro Conductronic PC 18.

5.2.2 Tratamiento de remojo

9 g de semillas de L. montanus y L. exaltatus fueron pesados por triplicado y colocados
en remojo durante 3, 6, 9 y 18 horas en agua destilada a temperatura ambiente (26 °C
aproximadamente). La relacion semilla:agua fue de 1:22. Se realizaron cambios del

liquido cada 3 h y se tom¢ el pH de la solucion.

5.2.3 Tratamiento de descascarillado

4 g de semillas de L. montanus y L. exaltatus fueron pesados por triplicado,
escarificados manualmente y puestos en agua destilada durante 15 min para permitir
el reblandecimiento de la testa y su fécil separacion. En cada muestra se separaron la
testa y cotiledoén.

5.3 Tratamiento quimico

5.3.1 Tratamiento alcalino
9 g de semillas de L. montanus y L. exaltatus fueron pesados por triplicado y colocadas
a temperatura ambiente (26 °C) durante 3, 6 y 9 horas en una solucién de Na>COs al

0.5 %. Se realizaron cambios de liquido cada 3 hy se tom¢ el pH de la solucién.
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Al término de cada tratamiento, las muestras fueron secadas a 55°C por 24 h,
pulverizadas en un procesador Moulinex y pesadas. El rendimiento de las harinas fue
cuantificado después de cada tiempo de exposicion. Las harinas obtenidas e

identificadas se almacenaron a 4°C hasta su uso.

5.4 Analisis quimicos

5.4.1 Analisis quimico proximal
El contenido de proteina (N x 6.25; método 955.04), lipidos (método 920.39), fibra
cruda (método 962.09) y ceniza (método 923.03) fueron determinados de acuerdo con

los métodos propuestos por la AOAC (1990) descritos en el Anexo 1.

Desgrasado de muestras

Previo a la determinacion de los andlisis bioquimicos, las harinas fueron desgrasadas
segin Muzquiz et al. (1994). 0.5 g de muestra, previamente secos en estufa de aire
forzado a 37 °C, fueron pesados por duplicado y depositados en tubos de nalgene de
45 mL de capacidad con tapa roscada. A cada tubo se le afiadieron 10 mL de éter de
petréleo y se agitaron en vortex por 1 min. Inmediatamente después, los tubos con
tapa, se incubaron en bafio Maria a 40°C por 30 min. Posteriormente, se
centrifugaron a 4500xg 6 6651 rpm a 25°C por 5 min en una centrifuga marca Sigma
3-16k. La fase liquida o el sobrenadante se decanté en un matraz Erlenmeyer de 50
mL (previamente secado a 70 °C por 2 h y pesado en vacio). Se afadieron
nuevamente 10 mL de éter de petréleo, se agitaron en vortex y se volvié a centrifugar
(repitiendo la operacion hasta completar tres lavados con éter de petrdleo).
Finalmente el residuo que permanece en los tubos se colocé en una campana de
extraccion por 24 h hasta evaporacion completa del éter de petrdleo. Las harinas

desgrasadas se conservaron a 4 °C hasta antes de su uso.
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5.4.2 Determinacion de aztcares solubles totales (AST)

Los aztcares solubles totales fueron determinados por el método de antrona (Yem y
Willis, 1954), usando glucosa como estandar. Para la extraccién se pesaron por
triplicado 200 mg de muestra previamente desgrasada y seca, de cada especie y por
tratamiento, en tubos de ensaye de 20 mL de capacidad. A cada muestra se agregaron
3 mL de etanol absoluto y se colocaron a bafio Maria a 70 °C por 5 min. Al término el
sobrenadante (extracto) fue recuperado en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Este
proceso se repiti6 cuatro veces mas. El extracto fue secado en una estufa de aire
forzado a 80 °C hasta evaporacion total; y entonces resuspendido en 1 mL de agua
destilada. El extracto fue congelado a -20 °C hasta su uso.

La solucién stock de glucosa fue preparada a una concentracién de 2.5 mg mL-1,
realizando a partir de ella las soluciones estdndar para la curva de calibracién con
diferentes concentraciones de glucosa.

Para la cuantificacion de aztcares totales, a 300 pL de cada solucién estandar o
muestra se le agregaron 300 pL de agua destilada y 3 mL del reactivo antrona (100
mg de antrona en 2.5 mL de etanol y 47.5 mL de 4cido sulftirico). Se mezclaron en
vortex y se dejaron enfriar en hielo durante 5 min. Posteriormente los tubos se
transfirieron a bafio Maria a 100 °C y se dejaron incubar durante 10 min. Luego los
tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 625 nm

en un espectrometro (Thermo electron, Genesys 10 UV).

Cuadro 15. Concentraciones de glucosa para preparar la curva de calibracién de

glucosa.
Estandar Agua .
No. de tubo Concentracion mL
(kL) (L) (ng/mL)
1 0 1000 0
3 20 980 50
5 40 960 100
7 60 940 150
9 80 920 200
11 100 900 250
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Para la determinacién de la concentracion de azudcares se interpolaron los resultados
de las absorbancias en la curva de calibraciéon y se multiplicaron por el factor de

dilucion (Y=0.004x, r2 = 0.998).

5.4.3 Determinacion de polifenoles totales (PFT)

Para la extraccion se pesaron, por duplicado, 250 mg de cada muestra desengrasada y
por tratamiento en un tubo Eppendorf de 1.5 mL; se extrajeron por agitaciéon (1 min
en vortex) con 1 mL de metanol al 80%. Seguidamente la muestra se coloc6 en bafio
Maria por 15 min a 50 °C. La mezcla fue centrifugada a 10 000 rpm o 10956 xg
durante 15 min, recuperando el sobrenadante en otro micro tubo. El residuo fue
nuevamente lavado con 500 pL de metanol al 100% y nuevamente agitado y
centrifugado. El extracto total recuperado se ajusté6 a un volumen de 1.5 mL, se
almacen¢ protegiéndose de la luz a -20 °C hasta su uso.

Para la cuantificacién, a 200 pL del extracto obtenido se le agregaron 1500 pL de
agua destilada. La reaccion se llevo a cabo, agregando a las soluciones estdndar y
muestras 100 pL de reactivo fenol-Folin-Ciocalteau y 200 pL de carbonato de sodio
anhidro al 15%. Las muestras y estandares se mezclaron en vortex y se dejaron
reposar por 30 min en oscuridad. La absorbancia fue medida a 765 nm en un
espectrometro (Thermo electron, Genesys 10 UV). El 4cido gélico fue utilizado como
estandar. La reaccion se realizé por triplicado.

Se prepar6 una solucién stock de 0.5 mg de acido galico mL-1 para crear la curva de
calibracion (Cuadro 16) y determinar CFT como equivalentes de dcido galico (mg g1)

con el reactivo de fenol-Folin-Ciocalteau (Y=1.068x, r2 = 0.998) (Makkar et al., 1993).

5.4.4 Determinacion de fenoles no taninos

Para la preparacion del extracto con PVPP (Polyvinylpolypyrrolidona): En un tubo de
Eppendorf protegido de la luz se colocaron, por triplicado, 25 mg de PVPP, 250 pL
de extracto obtenido como se describe en la determinacioén de fenoles totales y 250 pL

de agua destilada. La mezcla se agit6 en vortex y se incubé durante 15 min en
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oscuridad a 4 °C. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se agitdé nuevamente y se
centrifugd a 10 000 rpm o 10956 xg a 25 °C por 10 min. El sobrenadante se decant6 y
se tomo6 una alicuota de 37.5 pL, se colocé en un tubo Eppendorf y se le adicioné 250

pL de agua destilada.

Cuadro 16. Curva de calibrado para polifenoles totales con acido galico.

Concent. Acido galico

N (mg/mL) Acido galico (uL) ~ Agua destilada (uL)
Blanco 0 0 00
1 0.02 40 160
2 0.04 80 120
3 0.06 120 20
4 0.08 160 40
5 1 200 0

Para la cuantificacién, se colocaron por triplicado en un tubo de ensaye 50 pL del
extracto de PVPP aforando a 500 pL con agua destilada, enseguida se afiadieron 250
pL del reactivo de Folin-Ciocalteu, se mezcl6 y se dej6 reposar durante 8 min. Luego
se agregaron 1.25 mL de carbonato de sodio anhidro (Na2COs) al 5%, se mezclé y se
incub6 durante 30 min en oscuridad. Se midi6 la absorbancia a 725 nm en un
espectrometro (Thermo electron, Genesys 10V).

Los estandares fueron preparados a partir de una soluciéon stock de acido galico de

0.5 mg ml! (Cuadro 16).

5.4.5 Determinacién de taninos condensados (proantocianidinas)

Se utilizo la técnica de Butanol en medio acido (Porter et al., 1986). Por triplicado, en
un tubo de ensayo se mezclaron 250 pL del extracto metandlico obtenido como se
describe en la determinacion de fenoles totales, 1500 pL de butanol:HCI (95:5, v/v) y
50 pL de reactivo férrico (Sulfato de amonio férrico al 2% en HCL 2N) luego, se
cubri6 el tubo con una canica, se evaporé en bafio Maria durante 1 h y se dejo enfriar
a temperatura ambiente. El blanco se prepar6é de igual forma y sin calentar

(Shangkhom et al., 2011). Se midi6 la absorbancia a 550 nm por espectrometria
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(Espectrometro Thermo electron, Genesys 10 UV). La concentracién de Taninos
condensados como leucocianidina equivalente fue calculada de acuerdo con la

siguiente férmula:

(A350 nin x TB26 x Factay de dilwcidn)
BT )

45 Taninos condensades =

En esta féormula 78.26 es un Factor de correcciéon establecido. Se asume que el

coeficiente de extincion molar (E1%, 1 cm, 550nm) de leucocianidinas es 460.

5.4.6 Determinacion de alcaloides totales

Para la extracciéon, las muestras desgrasadas y secas fueron homogeneizadas, en
vortex, con 5 mL de una solucién de &cido tricloroacético 0.3 M, centrifugadas a 4500
xg 0 6651 rpm durante 15 min y el sobrenadante colectado en un tubo de ensaye con
tapa roscada. Este proceso se repitié dos veces mds para extraer los alcaloides de la
fase solida. Los sobrenadantes colectados se alcalinizaron con 1 mL de NaOH 10 M,
seguido de una agitacion suave y dejando reposar la solucién 1 min a temperatura
ambiente. Los alcaloides se extrajeron del sobrenadante alcalinizado con 5 mL de
diclorometano (paso que se repite 4 veces) utilizando un embudo de separacién. El
extracto combinado de 20 ml de diclorometano se dej6 evaporar a sequedad en un
tubo de ensaye a 40 °C (Muzquiz et al., 1993). El contenido de alcaloides totales se
obtuvo por espectrometria (Sreevidya y Mehrotra, 2003).

Para la cuantificacién por espectrometria, los extractos obtenidos, se diluyeron con 5
mL de metanol concentrado para su andlisis. De esta solucién se tomaron 500 pL (el
pH se mantuvo a 2-2.5 con HCI diluido), al que se le agregaron 200 pL del reactivo de
Drangendorff (mezcla de 0.8 g de nitrato de bismuto pentahidratado, 40 mL de agua
destilada, 10 mL de acido acético glacial y 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de
agua destilada). El precipitado formado se centrifugé a 6000 rpm 6 3944 xg por 5 min.

Seguidamente, el sobrenadante se decant6 completa y cuidadosamente. Se agregaron
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a cada tubo 100 pL de reactivo de Dragendorff para comprobar la precipitacion total
de alcaloides. El precipitado se lavé adicionalmente con 100 pL de alcohol etilico. El
sobrenadante se desech¢ y el residuo se traté con 200 pL de una solucién de disulfito
de sodio al 1%; nuevamente se centrifugé y el sobrenadante se descarté. El residuo se
disolvié en 200 pL de 4cido nitrico concentrado, agitando en vortex hasta la diluciéon
completa. Esta solucién se diluyé con 800 pL de agua destilada obteniendo asi un
volumen final de 1 mL. Para el desarrollo de color se tom6 1 mL de la solucién, y se
adicionaron 5 mL de solucion de tiourea al 3%. La absorbancia se midié a 435 nm.

El método se basa en la formaciéon del complejo amarillo {Bi[CS(NH2)3]}(INO3)s en
presencia de un medio acido con el acido nitrico y la solucién de tiourea al 3%
(Sreevidya y Mehrotra, 2003), por ello la curva de calibraciéon fue obtenida a partir de
una solucién stock de nitrato de bismuto pentahidratado (10 mg de Bi(NO3)3.5H20 en
5 mL de 4cido nitrico concentrado y diluido en 100 mL con agua destilada). De esta
solucién se tomaron alicuotas de 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 9 mL y se llevaron a un volumen de
10 mL con agua destilada. De éstas se tom6 1 mL y se afiadieron 5 mL de solucién de
tiourea al 3%. El valor de la absorbancia de la solucién de color amarillo se midi6é a

435 nm.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Los AQ se obtuvieron mediante el protocolo desarrollo por Wink et al. (1995). 0.5 g de
muestra pulverizada en un molino Tekmar A-10, se colocaron en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, y se adicionaron 20 mL de HCI 1N, se dejaron reposar 24 h en
oscuridad a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 3000 rpm o 986 xg por 15 min
para recuperar el sobrenadante, el cual se alcaliniz6é a pH 12 con NH4OH 0.3 M. Por
otro lado, se prepararon las columnas con 13 g de isolute y se colocaron en los
soportes. La muestra alcalinizada fue colocada en la superficie de la columna hasta
que ésta fue absorbida y se eluy6 tres veces con 20 mL de diclorometano. La muestra

se recuper$ en un matraz de bola con la finalidad de rotoevaporarla para recuperar el
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solvente. El extracto se recuperé con 1 mL de metanol en viales de 1.5 mL de
capacidad, protegidos de la luz, etiquetados y almacenados a 4 °C hasta su uso.

CCF: Las placas de silica con soporte de aluminio se cortaron a 10 x 10 cm, se
marcaron para 11 muestras (estindar y muestras). Se colocaron10 pL de esparteina y
10 pL de cada extracto de AQ. Una vez cargada la placa, se llevé a 15 mL de la fase
movil (cloroformo, metanol e hidréxido de amonio 85:15:1) dentro de la cAmara de
CCF. Se dejo correr hasta que el frente llegd a una distancia de 1 cm del extremo
superior de la placa (aprox. 45 min). Una vez htiimeda la placa se retir6 de la cdmara
con pinzas y se sec6 en una parrilla a 50 °C (cubierta de papel aluminio para evitar
quemar la placa). La placa seca se revel6 con el reactivo de Dragendortf (Anexo 2),
humedeciendo la cara de la placa que contiene las muestras, expuesto en una caja
Petri de 25 c¢cm de didmetro, y tomando la placa con pinzas fue retirada
inmediatamente y puesta a secar para evitar que la placa fuera corroida por el
reactivo Dragendorff. Se ubicaron los compuestos en la placa conforme al estandar.

Para determinar el factor de retencion Rf se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Distancia recarrida desde of origen por el compueste X
"~ Distancio recorrida desde af arigen por ol froate del cluyente ¥

Bf

5.5 Tratamiento biolégico

5.5.1 Germinacién de semillas

Por especie, cuatro lotes de 50 semillas previamente desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 1% seguido de tres lavados de agua destilada para evitar la proliferaciéon de
hongos, fueron escarificadas manualmente. Enseguida fueron puestos a germinar en
cajas Petri entre papel filtro estéril, en una cdmara bioclimética (Lumistell, ICP-19)
con un fotoperiodo de 14 h luz 10 h oscuridad (aproximadamente 40 pmol m? s1) y
régimen de temperatura de 20 °C/15 °C, durante 3 y 6 dias. Al término de cada

tiempo, se tomo la longitud de la radicula de las semillas germinadas; se secaron a 55
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°C en estufa de aire forzado durante 72 h y se pulverizaron en un mortero. Se

conservaron a 4 °C en frascos &mbar para las determinaciones quimicas.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.1 Porcentaje de semillas sanas y dafiadas

En el Cuadro 17 se muestra la calidad de las semillas de las dos especies en estudio.
El conocimiento de la calidad de las semillas permite planificar la cantidad de
muestra requerida para pruebas quimicas 6 bioldgicas.

En 100 g de semillas, L. montanus presenté el mayor porcentaje de semillas dafiadas
(dafios por insectos y semillas inmaduras) respecto a L. exaltatus. Las semillas de L.
exaltatus presentaron mayor peso individual y peso de 100 semillas (Cuadro 18).
Ademas se observo que las vainas de L. exaltatus presentan pericarpios delgados
semejantes a las de las especies mejoradas de lupino (Lagunes-Espinoza et al., 1999),
en contraste con lo observado en L. montanus, cuya alta proporciéon de pericarpio
puede ser indicativo que una gran cantidad de asimilados se estan utilizando para el

desarrollo de éste tejido en detrimento del crecimiento del grano.

6.1.2 Peso seco de las harinas

Los pesos secos de las harinas obtenidos de 9 g de semillas de las especies de L.
exaltatus y L. montanus sin tratamiento (control) y después de la aplicaciéon de los
tratamientos hidrotérmicos, remojo y alcalino a diferentes tiempos se muestran en el
Cuadro 19. Los pesos fueron registrados para el andlisis comparativo de
rendimientos en referencia a las especies y tratamientos aplicados, tomando como
base el control.

El peso seco de harina de L. montanus fue 0.87% mayor que el de L. exaltatus sin
aplicacion de tratamientos (Cuadro 19). Después de aplicados los tratamientos

hidrotérmico (6 h), remojo (18 h) y alcalino (9 h), las pérdidas de peso en las harinas
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fueron 23.9, 6.07 y 6.18%, respectivamente para L. exaltatus. Para L. montanus la

pérdida fue menor (22.6, 1.97 y 2.31%, respectivamente).

Cuadro 17. Calidad de semillas en 100 g de muestra por especie.

Numero total de Semillas Semillas danadas,
Especie
semillas sanas, % %
L. montanus 9113.7 72.8 27.2
L. exaltatus 8972.8 91.3 8.6

Cuadro 18. Componentes de la vaina de las especies de Lupinus en estudio

colectadas.
. . Proporcion Nuam. de Peso de
. Peso vaina, Peso semilla, . 100

Especie de semillas por .
mg mg . . . semillas,

pericarpio vaina o
L. exaltatus 0.09+0.007 0.013+0.001 0.29+0.02 5.26+0.60 1.33+0.05
L. montanus 0.12+0.05 0.009+0.001 0.74+0.04 3.60+1.59 0.93+0.07

La mayor disminucién en el peso seco de harina (18.4%, 2.04 g) se observé en L.
exaltatus después de aplicar el tratamiento hidrotérmico (95 °C) de las 3 a las 6 h. Para
L. montanus la mayor pérdida fue en el trascurso de 0 a2 h con 13.64% (1.18 g).

El peso de las harinas durante el tratamiento de remojo se mantuvo por encima del
93% en ambas especies de lupino, y L. montanus registr6 la menor pérdida. Un
aumento en peso de las harinas se observé después del remojo en medio alcalino
(carbonato de sodio al 0.05%) para ambas especies. Lupinus exaltatus fue la especie
que mostré el mayor aumento (6.2%) a las 9 h. Esto puede deberse a residuos del

alcali solidificados al secar las semillas.
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Cuadro 19. Variacién en los pesos secos de harinas de semillas de L. exaltatus y L.

montanus después de la aplicacién de los tratamientos fisicos y quimicos.

Peso seco de las harinas (g PS)
Tratamiento (h) L. exaltatus i perdlqa © L. montanus i perdld.a ©
ganancia ganancia
Control 8.57+0.22 0 8.65 £ 0.22 0
Hidrotérmico

2 8.22£0.07 -4.31 747 £0.2 -13.6

3 8.11+0.21 -5.40 7.40+0.26 -14.4

6 6.53+£0.3 -23.9 6.69 £ 0.26 -22.6
Remojo

3 8.47 £0.12 -1.17 8.70 £ 0.44 0.57

6 8.40 £0.25 -1.99 8.56 £0.51 -1.05

9 8.42+0.23 -1.76 8.63 £0.49 -0.24

18 8.05 £ 0.09 -6.07 8.48 £0.25 -1.97
Alcalino

3 9.00+0.12 5.01 8.88 £0.08 2.65

6 9.00+0.10 5.01 8.92+£0.59 3.12

9 9.10 £ 0.35 6.18 8.85 £ 0.61 2.31

Los valores de humedad y materia seca para L. exaltatus y L. montanus fueron entre

6.3-5.8% y 93.6-94.1%, respectivamente (Anexo 5).

6.2 Efecto de tratamientos fisicos sobre la bioquimica de las semillas de lupino
En este apartado se incluyen los cambios en componentes nutricionales y anti-
nutricionales (FAN’s) en las semillas de Lupinus por efecto de tratamientos

hidrotérmicos, remojo y descascarillado.

6.2.1 Variacion en la composicion proximal y FAN’s durante el tratamiento térmico

En el Cuadro 20 se muestran los valores medios de cada uno de los compuestos
nutritivos de las semillas de L. exaltatus y L. montanus sin procesar (control) y los
cambios de los mismos durante el tratamientohidrotérmico expresados en porcentaje.
Para éste tratamiento se observé efecto de interacciéon especie*tiempo de exposiciéon
para todas las variables evaluadas a excepcion de las cenizas, polifenoles totales y

alcaloides totales (Cuadro (a) del anexo 3 y 4).
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Las semillas de L. exaltatus (43.04%) y L. montanus (45.94%) mostraron elevado
contenido proteico sin tratamiento, tal como lo mencionan otros autores (Giiemes-
Vera et al., 2012; Pablo-Pérez, 2013) en las mismas especies silvestres mexicanas,
cuyos valores indicados oscilan entre 35.2 y 43.4%, lo que demuestra su potencial
como fuente proteica. Las semillas de Lupinus son también fuente de minerales,
acidos grasos, fibra y carbohidratos (Cuadro 20). Las semillas de las especies
silvestres evaluadas mostraron valores similares a las de especies domesticadas
(Sujak et al., 2006.)

Un aumento importante sobre el contenido de proteina y de fibra fue observado
después de 6 h de la aplicaciéon del tratamiento hidrotérmico (Figura 5a y 5b). La
proteina se increment6 13.6% en L. exaltatus y 3% en L. montanus. Los incrementos en
proteina fueron observados desde las primeras 2 h de exposiciéon al calor. Este
incremento en la proteina por el tratamiento hidrotérmico puede deberse a la pérdida
de compuestos toxicos nitrogenados como los alcaloides, pérdida de carbohidratos
solubles y, a la desnaturalizacién de la proteina la cual en su estado nativo no es
facilmente atacada por las enzimas digestivas (Walker et al., 1982; Ruiz y Sotelo,
2001).

La desnaturalizacion de la proteina por procesos térmicos, mejora la accesibilidad de
los sitios susceptibles de la protedlisis y de ese modo mejora la digestibilidad de las
proteinas (Carbonaro et al., 1997). Jood et al. (1998) estudiaron la digestibilidad de la
proteina de las globulinas de leguminosas y las encontraron resistentes a la
protedlisis en su estado nativo, pero como una buena fuente de la nutricién cuando
se han desnaturalizado.

En el caso de la fibra, el incremento después 6 h de la aplicacién del tratamiento fue
de 74% para L. exaltatus y 103.1% para L. montanus. Cambios semejantes, pero en el
contenido de fibra dietética han sido observados en chicharo después de un
tratamiento a alta temperatura (132°C por 45 min). El tratamiento de alta temperatura
incrementé la fraccion soluble de las fibras debido tal vez a una ruptura de los

enlaces ligno-celulésicos de la pared celular, lo cual conduce a una disminucién de la
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fraccion insoluble de los polisacaridos no amilaceos, es decir un cambio en la relaciéon

fraccién insoluble:soluble (Giczewska y Borowska, 2003).

Cuadro 20. Composicion quimica de las semillas de Lupinus durante un

tratamiento hidrotérmico a 95 °C.

L. exaltatus

Parametro Control 2h 3h 6h
Proteina cruda, % 43.00+0.61 43.30+2.44 44.1041.72 48.90+0.55
Fibra cruda, % 27.00+3.26 27.00+1.88 35.90+0.33 47.10+0.38
Grasa cruda, % 5.80+0.80 7.80+0.54 7.50+0.17 5.70+0.46
Cenizas, % 4.20+0.12 4.20+0.28 3.60+0.22 3.00+0.30
Azucares solubles totales, % 0.48+0.02 0.23+0.03 0.15+0.001 0.08+0.01
Carbohidratos?, % 19.70£3.96 17.4043.22 8.70+1.28 0.00+0.00
Acidos grasosb, % 4.6 6.2 6.0 45
Energiac, Kcal 100g-! 306.8 316.3 281.2 229.9

L. montanus

Proteina cruda, % 45.90+0.83 48.70+1.08 50.20+0.51 47.30+1.80
Fibra cruda, % 26.50+0.82 42.60+0.71 48.70+0.74 53.8040.20
Grasa cruda, % 10.00+£0.84 9.90+0.24 8.30+0.19 8.60+0.12
Cenizas, % 3.80+0.12 3.20+0.28 2.70+0.004 2.30+£0.10
Azucares solubles totales, % 0.19+0.004 0.13+0.01 0.07+0.01 0.03+0.0004
Carbohidratos?, % 13.60+1.25 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+ 0.00
Acidos grasosb, % 8.0 7.9 6.6 6.9
Energiac, Kcal 100g-! 330.7 267.5 236.8 219.3

Cada valor representa la media + desviacion estandar de 3 repeticiones de cada determinacion.

2Carbohidratos calculados como (100-total de PC, FDN, grasa y cenizas).
bAcidos grasos calculados (0.8 x grasa cruda).
¢Célculo de energia metabolizable (Kcal 100 g') (proteina x 17 + grasa x 37 + carbohidratos x 1)/4.184

Aunque los autores también indican que el incremento en el contenido de fibra,
podria deberse a la interaccion de la proteina con los compuestos fendlicos, que
conduciria a una disminucién de la digestibilidad.

Al finalizar el tratamiento, el contenido de cenizas se redujo 29.6% en L. exaltatus y
39.5% en L. montanus (Figura 5¢c). En L. montanus el descenso se observé desde las 2 h

respecto al control.
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Figura 5. Cambios en la composicion de factores nutritivos de semillas de L. exaltatus

y L. montanus durante un tratamiento térmico a 95°C.

El contenido de grasa cruda de las semillas control fue inferior en L. exaltatus respecto
a L. montanus. Valores similares son indicados para L. montanus (9.97+0.23) por
Guemes-Vera et al. (2012). En el caso de L. exaltatus, los valores son inferiores a lo
determinado por Ruiz-Lopez et al. (2006) en la misma especie en el estado de Jalisco,
México (7.1% + 0.27). La aplicacién del tratamiento térmico produjo cambios
diferenciales en los contenidos de grasa entre especies (Figura 5d). En L. exaltatus se
observé un incremento de 34.3% a las 2 h, regresando al valor inicial a las 6 h. En
contraste en L. montanus se observé una reducciéon desde las 2 h de tratamiento
alcanzando 15.1% al final.

En la harina de la semilla sin procesar, se observé un contenido total de aztcares
solubles de 0.48 mg g para L. exaltatus y de 0.19 mg g1 en L. montanus, los cuales

disminuyeron gradualmente conforme se hidraté la harina por efecto del tratamiento
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térmico. La disminucion fue de 83.3% en L. exaltatus y de 84.2% en L. montanus
después de 6 h de exposicion.

Por otro lado, el contenido de carbohidratos calculado fue inferior al cuantificado en
semillas de L. exaltatus del estado de Jalisco (32.1% * 0.4) (Ruiz-Lopez et al., 2006). De
igual manera que en este estudio, en soya, el tratamiento térmico disminuy6 el
contenido de carbohidratos con la aplicacién de un tratamiento de coccién en agua
(Ramadan, 2012).

El valor energético se refiere a un valor de energia metabolizable, obtenido por
célculo a partir de los componentes productores de energia utilizando los factores de
conversion de energia (Cuadro 20). La determinacién directa de los valores de
energia bruta (es decir, los calores de combustion) es util para los materiales
combustibles, y no para la asimilacién de energia en organismos vivos que se da
mediante el metabolismo. Los valores obtenidos de energia metabolizable de las
semillas de Lupinus (control) fueron similares entre especies, pero inferiores a los
reportados por la INIAP para L. mutabilis (584 Kcal 100 g1), pero dentro del rango de
aporte de energia promedio en las leguminosas que oscila entre 280 y 400 Kcal 100 g1
(Martinez y Zulet, 2000).

La variacién media de los factores anti-nutricionales por efecto de un tratamiento
térmico a 95 °C durante 6 h en semillas de Lupinus se presenta en el Cuadro 21.

Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son los principales factores anti-nutricionales en
las semillas de lupino. En L. montanus la esparteina es el principal tipo y en L.
exaltatus la lupanina. La esparteina presenta alta toxicidad para el aprovechamiento
de la semilla en monogéstricos (Wink et al., 1995; Ruiz y Sotelo, 2001). Las semillas
control de L. exaltatus mostraron una alta concentracién de alcaloides (Cuadro 21)
(2.18%), con valores similares a los reportados por Zamora-Natera et al. (2009) en
semillas maduras de L. exaltatus silvestre del estado de Jalisco (2.1%). Mientras que
para las muestras evaluadas de L. montanus la concentracién de AQ fue mayor a la
reportada para esta especie colectada en el estado de Hidalgo (2.6%) (Giiemes-Vera et

al., 2012). Estas diferencias en concentracion pueden atribuirse a factores edéficos
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relacionados con el sitio, época de colecta o edad fisiolo6gica (Martinez-Villaluenga et
al 2006).

Por efecto del tratamiento térmico, el contenido de alcaloides totales descendi6é de
manera importante respecto al control hasta las 6 h de exposiciéon (Cuadro 21). La
disminucién fue de 82.1% en las semillas de L. exaltatus y de 62.7% en las de L.

montanus.

Cuadro 21. Factores anti-nutricionales en semillas de dos especies de Lupinus

durante un tratamiento térmico a 95° C.

L. exaltatus

Tiempo Polifenoles Fenoles no Taninos Alcaloides, *Taninos

(h) totales, taninos, condensados, % totales,
mg 100 g1 mg gl % mg gl

0 493.8 £19.5 0.32 £ 0.001 0.007 + 0.00006 2.18 £0.06 4.61 +0.19

2 333.9+9.6 0.23 £0.009 0.004 + 0.0006 2.02 £0.06 3.10 +0.10

3 278.5+5.0 0.11 £ 0.004 0.003 + 0.0008 1.54 +0.03 2.66 +0.04

6 1225 +17.5 0.12 £ 0.008 0.0002 £ 0.0001 0.39 +0.02 1.09 +0.18

L. montanus
416.7 £24.6 0.45 £0.002 0.005 + 0.0 3.33 £0.08 3.71 +0.25

245.0 £13.6 0.23 £ 0.002 0.003 + 0.0001 278 £0.12 222 +0.13
218.2 £53.9 0.19 £ 0.002 0.003 +0.0005 236 £0.12 198 +0.54
6 83.5+12.1 0.08 +0.001 0.002 + 0.0003 124 £033 0.75 +0.12

W N O

*= Calculado por diferencia (polifenoles totales-fenoles no taninos).

La principal disminucién de este metabolito se logré de las 3 a 6 h de exposicion (74 a
47 %), mientras que dentro de las primeras 2 h la disminucién fue significativa pero
mucho menor en L. exaltatus y L. montanus, (7.3 y 16.5%, respectivamente) (Figura 6b).
Mayor reduccion de alcaloides (95%) fue obtenida en semillas de L. elegans después
de la aplicacién de un tratamiento térmico (agua hirviendo) (Ruiz y Sotelo, 2001).
Esta fue también acompaiiada de reduccién de aztcares solubles totales.

Las semillas de estas especies poseen alcaloides que se encuentran de forma natural
como sales de alcaloide, que son solubles en solventes polares como el agua. En este
caso el tratamiento térmico permite el reblandecimiento de la testa para la

hidrataciéon completa de la semilla, ya que la mayor cantidad de AQ se encuentra en
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el cotiledén (Cuadro 25). Esto permite dejar el alcaloide de forma libre en el solvente
y su desnaturalizacion por accion de la temperatura (>51 °C) (Remington, 2000).

El contenido inicial de polifenoles totales fue de 493.8 mg acido galico equivalente

(AGE) 100 g1 para L. exaltatus y 416.8 mg AGE 100 g1 en L. montanus.
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Figura 6. Cambios en la composicion de factores anti-nutricionales de semillas de L.

exaltatus y L. montanus durante un tratamiento térmico por 6 h.

Los contenidos observados fueron similares a los mostrados por Siger et al. (2012) en
L. albus (491.5 mg 100 g1 AGE) y Wang y Clements (2008) en semillas de 11 especies
de lupino (L. albus, L. angustifolius, L. luteus, L. cosentinii, L. atlanticus, L. digitatus, L.
hispanicus, L. micranthus, L. palaestinus, L. pilosus y L. mutabilis), quienes reportaron

este compuesto en un rango de 444.4-1661.2 mg 100 g AGE. Tal como se muestra en
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la Figura 6a los polifenoles totales disminuyeron significativamente (a<0.05) alas 6 h
de tratamiento térmico en las semillas de L. exaltatus (75.2%) y L. montanus (80%).
Respecto a los taninos totales se observé una significativa disminucién al finalizar el
tratamiento, ya que en parte la mayoria de ellos son solubles en agua y solo el 2% lo
representan los taninos condensados (Cuadro 21).

Los fenoles no taninos (flavonoides y ligninas) se encontraron en menor proporcion
que los taninos totales en las semillas control para las especies en estudio. Estos
disminuyeron gradualmente con la aplicaciéon del tratamiento térmico (Cuadro 21). A
las 6 h, se observé una reduccién en la concentracién de taninos totales y
condensados de 76.3 y 97.4% en L. exaltatus y de 79.8 y 60% en L. montanus,
respectivamente (Figura 6c y 6d). Esta disminucion podria estar relacionada con el
hecho de que estos compuestos son termolabiles (Rakic et al., 2007).

El tratamiento térmico hidrata més rapido a las semillas por el rompimiento de
enlaces de los polisacaridos estructurales presentes en la testa, esto hace que las
propiedades hidrofilicas de los alcaloides, polifenoles y taninos se manifiesten, sin
embargo podria ser desfavorable para las vitaminas y minerales.

La Figura 7 nos muestra la variacion media de pH en el agua durante el tratamiento

térmico, antes de cada cambio del solvente, realizados entre periodos de 1.5 h.

5.4 7
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pH 4.8
4.6 1
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Figura 7. Cambios de pH en el agua durante el tratamiento térmico aplicado a las

semillas de Lupinus.
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Durante el tiempo de exposicién de las semillas a la coccidn, el pH del agua aument6
significativamente respecto al control en cada periodo. Esto puede relacionarse a la
liberacion de compuestos alcalinos, principalmente los alcaloides como su propio

nombre sugiere por su parecido a los alcalis.

6.2.2 Variacion en la composicién proximal y FAN’s durante el tratamiento de remojo
Las medias de la composiciéon quimica proximal durante un tratamiento de remojo en
agua por 18 h a las semillas de L. exaltatus y L. montanus se presentan en el Cuadro 22.
En general, todos los factores nutricionales (proteina, cenizas, grasa, y fibra) no
mostraron variacion significativa (p<0.05) durante el tratamiento de remojo en las dos
especies de lupino evaluadas. Esto difiere del aumento observado en fibra cruda y
disminucion de la grasa en semillas de soya por efecto de un tratamiento de remojo
en agua por 18 h (Ramadan, 2012). En el Cuadro 23 se muestra la variacion de los
factores anti-nutricionales de las semillas de Lupinus por efecto de un tratamiento de
remojo por 18 h. Al finalizar el tratamiento L. montanus mostr6 aumento en el
porcentaje de alcaloides, polifenoles totales, taninos totales y condensados respecto al
control (36.3%, 28.1%, 33.5% y 24.0%, respectivamente) (Figura 8). En L. exaltatus solo
se observaron diferencias estadisticas significativas respecto al control en el
contenido de taninos totales (disminucién 33.8%) por efecto del remojo en agua
durante 18 h (Figura 8c). En contraste en semillas de L. mutabilis, Carvajal-Larenas et
al. (2013) observaron una disminucién en la concentracion de alcaloides a valores
inferiores de 0.25 g 100 g de PS mediante el remojo en agua por 3.6 dias (42 h),
agitacion continua durante 22 h por dia y 3 cambios de agua al dia. Esto indica que
con un mayor periodo de remojo combinado con agitacién se podria reducir ain mas

el porcentaje de alcaloides en las especies en estudio.
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Cuadro 22. Efecto de diferentes tiempos de remojo en la composicién nutricional en semillas de Lupinus.

L. exaltatus

Parametro Control 3h 6h 9h 18 h
Proteina cruda, % 43.04 + 0.61 43.59 +1.31 4299 + 2.08 43.72 +1.10 44.44 + 0.28
Fibra cruda, % 27.07 £3.26 30.13+£1.08 28.46+0.75 2829+ 0.50 28.24 £ 0.89
Grasa cruda, % 5.83 +0.80 459 +0.52 6.85+2.61 5.26 +0.19 449 +0.62
Cenizas, % 4.26+0.12 421 +0.34 4.08+0.12 3.98+0.12 3.64 +0.47
Azucares solubles totales, % 0.48 +0.02 0.27 +0.01 0.38 +0.02 0.40 +0.01 0.49+0.02
Carbohidratos, % 19.78 + 3.96 17.46 + 2.87 17.6 £5.04 19.18 £ 0.50 19.18 £ 0.50
Acidos grasos, % 4.66 3.67 5.48 4.20 3.59
Energia, Kcal 100 g-! 306.80 288.60 306.70 302.10 298.20

L. montanus
Proteina cruda, % 4594 £ 0.83 43.63 £ 0.81 42.25+0.72 41.64£0.16 44.76 £ 0.05
Fibra cruda, % 26.52 £ 0.82 28.78 +1.32 26.89 £1.26 29.52 £ 0.05 25.64 £ 0.99
Grasa cruda, % 10.02 £ 0.84 7.35+0.32 7.08 £0.004 7.72+0.18 9.01 £0.01
Cenizas, % 3.85+0.12 4.07 +£0.01 420+0.22 496 +0.78 4.05+0.01
Azucares solubles totales, % 0.19 + 0.004 0.47 +£0.04 0.47 +0.01 0.42 +0.03 0.67 +£0.03
Carbohidratos, % 13.66 £ 1.25 16.15 + 2.44 19.58 + 2.20 16.14 £ 1.08 16.53 +1.05
Acidos grasos, % 8.02 5.88 5.66 6.17 7.21
Energia, Kcal 100 g-! 330.7 307.9 313.8 303.0 328.7

aCada valor representa la media * desviacion estandar de 3 repeticiones de cada determinacioén.
bCarbohidratos calculados como (100-total de otros componentes).
cAcidos grasos calculados (0.8 x grasa cruda).
dCalculo de energia metabolizable (Kcal 100 g-1) (proteina x 17 + grasa x 37 + carbohidrato x 1) /4.184
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Cuadro 23. Factores anti-nutricionales en semillas de L. exaltatus y L. montanus

tratadas con diferentes tiempos de remojo.

L. exaltatus

Tiempo Polifenoles fenoles no Taninos Alcaloides, *Taninos
(h) totales, taninos, condensados, % Totales,
mg 100 g mg g % mg g
0 493.8 +195 0.32 +£0.001 0.008 £0.00006 218 +£0.06 4.61 +0.19
3 4247 +228 147 +£0.02 0.004 £0.0 1.62 +£0.06 2.78 +0.20
6 486.6 £3.81 1.7 £0.04  0.0066 +0.0013 1.95 £0.05 3.17 £0.002
9 5019 +371 1.9 +0.04  0.0065 £ 0.0006 243 +£0.07 3.1 x041
18 4771 £286 1.72 £0.01 0.0062 + 0.001 243 +£018 3.05 £0.27
L. montanus
0 416.7 £246 045 £0.002 0.005+0.0 333 £0.08 3.7 £0.25
3 4285 +5 049 +0.02  0.0092 +0.0014 333 £0.1 3.8 £0.07
6 415.0 £371 044 +£0.01 0.001 +0.0009 465 +0.1 3.7 £0.35
9 476.6 £26.2 047 +£0.01 0.011 +0.0004 517 £043 429 +0.27
18 533.81 +50 0.39 +0.003 0.011 +0.0008 454 +03 494 +£0.49

*= Calculado por diferencia (polifenoles totales-fenoles no taninos).

Sin embargo adn cuando este tipo de tratamiento reduce los FAN's, este proceso
todavia no es muy eficiente (FAO, 2013) debido a su alto consumo de agua (63 g de
agua por g de semillas) (Caicedo et al., 2001), el tiempo (5-6 dias) (Villacréset al., 2000)
y su alta pérdida de sélidos (230-270 g kg'! de semilla seca) (Torreset al., 1980;
Carvajal-Larenas et al., 2013). Pero también se ha indicado que el uso de sé6lo agua es
ventajoso debido a que evita la eliminacién de residuos quimicos (Rossetto, 1989), asi
como indeseables cambios de calidad que se producen en los otros procesos de

eliminacién del amargor.

6.2.3 Variacién en la composicion proximal y FAN’s por un tratamiento de
descascarillado

Actualmente se hace empleo del descascarillado de las semillas principalmente para
mejorar las caracteristicas de aceptabilidad y aprovechar la fibra. En Australia se
emplea este tratamiento, para la elaboracién de pan integral con adicién de la testa de

lupino y por otra parte, los cotiledones se usan para la produccion de pastas.
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La testa de las semillas en estudio comprende 29.1% para L. exaltatus y 28.4% para L.
montanus del peso total de la semilla; 100 g de testa de estas especies contienen 66 y
68 g de fibra, respectivamente (Cuadro 24). La testa de lupino tiene pocas proteinas y
lipidos y son en su mayoria compuestas por polisacaridos estructurales, celulosa,
hemicelulosa y pectina, con aproximadamente 4-6% de proteina (Evans, 1994; DAF,
2007).

Los cotiledones son principalmente utilizados en la elaboraciéon de alimentos y en las

semillas de las especies en estudio su porcentaje constituy6é mas de la mitad del peso

total (Cuadro 24).
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Figura 8. Cambios en la composicion de factores anti-nutricionales de semillas de L.

exaltatus y L. montanus después de la exposicién a diferentes de remojo.

Para conocer el efecto del descascarillado de la semilla sobre la calidad nutricional, se

evaluaron sus componentes por separado. Las concentraciones nutrimentales y de
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alcaloides totales en las semillas de Lupinus y sus componentes (testa y cotiledones)

se presentan en el Cuadro 25.

Cuadro 24. Proporcion de los componentes de las semillas de lupino.

. Testa, Cotiledones, Porcentaje de  Porcentaje de
Especie .
g g testa cotiledones
L. exaltatus 0.555 +0.02 1.35 +£0.01 29.1 70.9
L. montanus 0.415 £0.02 146 £0 28.4 71.6

Cuadro 25. Composicion nutricional y de alcaloides en semillas de Lupinus y sus

componentes (testa y cotiledones).

Lupinus exaltatus

Parametro Semilla entera Testa Cotiledones
Proteina cruda, % 43.04 + 0.61 6.85+0.49 55.62 £ 0.27
Fibra cruda, % 27.07 £3.26 66.37 £ 0.02 12.67 £ 0.5
Grasa cruda, % 5.83+0.8 114 +0.25 7.44 +0.095
Cenizas, % 426+0.12 2.23 +0.003 42+0.2
Carbohidratos?, % 19.78 £ 3.96 23.41+0.76 20.07 £ 0.6
Acidos grasosb, % 4.664 0.912 5.952
Energiac, Kcal 100g-1 306.8 133.0 373.3
Alcaloides, % 2.18 £0.06 0.66 +0.026 2.8 +0.026
Lupinus montanus
Proteina cruda, % 45.94 £ 0.83 7.09 + 0.05 57.56 + 0.61
Fibra cruda, % 26.52 +0.82 68.32 +2.44 16.7 £ 0.08
Grasa cruda, % 10.02 £ 0.84 1.31 +0.05 10.18 £ 0.15
Cenizas, % 3.85+0.12 2.06 +0.06 4.05+£0.05
Carbohidratos?, % 13.66 £1.25 21.21+£2.41 11.5+0.33
Acidos grasosb, % 8.016 1.048 8.144
Energiac, kcal100 g 330.8 126.6 370.6
Alcaloides, % 3.33+0.08 0.8 £0.04 6.22 +0.026

Cada valor representa la media + desviaciéon estdndar de 3 repeticiones de cada determinacioén.
aCarbohidratos calculados como (100-total de otros componentes).

bAcidos grasos calculados (0.8 x grasa cruda).

¢Célculo de energia metabolizable (kcal100 g-1) (proteina x 17 + grasa x 37 + carbohidrato x 1)/4.184

Las semillas de L. exaltatus y L. montanus poseen en los cotiledones la mayor cantidad
de minerales (cenizas), grasa (7.4 y 10%, respectivamente), proteina (55 y 57%,
respectivamente) y alcaloides, mientras que la testa es rica en fibra (66.3 y 68.3%,

respectivamente). Sipsa (2003) mostré valores similares de proteina y grasa en
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cotiledones de L. luteus (52 y 7%, respectivamente) y concentraciones proteicas
menores para L. angustifolius (41%). De hecho hay reportes sobre el incremento del
contenido de proteina en la semilla de L. luteus (53 vs 37-41%) y L. angustifolius (41 vs
27-38%) descascarillada sobre la semilla entera (Petterson et al., 1997; Sipsa, 2003;
Smith et al., 2006).

Podemos observar en la Figura 9 que los contenidos de proteina y grasas se
concentran con la eliminacion de la testa beneficiando su valor nutritivo, aunque con

esto se elimin6 gran parte del contenido de fibra.
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Figura 9. Distribucién de nutrientes (a, b, c) y alcaloides totales (d) en las semillas de

L. exaltatus y L. montanus.

Por otro lado, los alcaloides totales se encontraron en mayor proporcién en los
cotiledones. Esto descarta al descascarillado por si solo, como método para la

eliminacién de los alcaloides en los lupinos silvestres en estudio, ya que el mayor
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contenido de alcaloides se encuentra en los cotiledones y al retirar la testa éste se
concentré 28.4% en L. exaltatus y 86.8% en L. montanus.

No obstante la aplicaciéon de un tratamiento térmico después del descascarillado
podria ser una alternativa para la disminuciéon de alcaloides, utilizando los
subproductos del proceso: fibras, extracto acuoso con alcaloides y oligosacéaridos, ya
que este proceso podria hacer a las proteinas menos solubles en medio acuoso y

eliminar los anti-nutricionales.

6.3 Efecto del tratamiento quimico sobre las semillas de lupino

6.3.1 Variacion en la composicién proximal y FAN’s durante el tratamiento alcalino
Las sales de alcaloides por accién de los alcalis precipitan el alcaloide al estado base
(Remington, 2000). En base a lo anterior, se aplicé el remojo de las semillas de lupino
en medio alcalino y se evalué su contenido nutricional y anti-nutricional en
diferentes tiempos de exposicién al tratamiento. Se observé un efecto de interacciéon
para las variables evaluadas con excepciéon de las grasas, proteinas, polifenoles y
alcaloides totales (Cuadro d del Anexo 3).

Las concentraciones de compuestos nutricionales de las semillas de dos especies de
lupino durante un tratamiento alcalino se presentan en el Cuadro 26. Con el
tratamiento alcalino durante 9 h, las semillas de L. exaltatus mostraron disminucion
en el contenido de proteina, fibra y grasa (13.3, 25 y 33%, respectivamente).

En L. montanus se observé un aumento en las cenizas (9.9%) y disminucién en
proteina y grasa (9.4 y 24.4%). En las dos especies el contenido proteico disminuy6 a
partir de las 3 h, al igual que la grasa (Figura 10a y 10c). Esta tltima inicialmente tuvo
mayor concentracion en L. exaltatus, pero al final el mayor porcentaje de reducciéon
tue en las semillas de L. montanus. El cambio de pH afecta la carga superficial de las
proteinas, esta alteraciéon elimina la interaccién electrostatica de los enlaces que

estabilizan la estructura terciaria, y a menudo produce su precipitacion en el medio
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(Stryer, 1988). Wanjekeche et al. (2003) mostraron también disminucién de cenizas,

tibra y grasas en semillas de Mucuna durante la coccion en medio alcalino.

Cuadro 26. Composicién nutricional de semillas de L. exaltatus y L. montanus

después de un tratamiento alcalino durante diferentes tiempo de exposicién.

L. exaltatus

Parametros Control 3h 6h 9h
Proteina cruda, % 43.04+0.61  36.12+1.23 37.62+0.41 37.29+0.99
Fibra cruda, % 27.07+3.26  22.86+1.13 21.49+3.82 20.29+1.07
Grasa cruda, % 5.83+0.8 4.07+£0.76 3.97+0.36 3.91+£0.53
Cenizas, % 4.26+0.12 3.93+0.16 3.95+0.09 4.29+0.02
Azucares solubles totales, % 0.48+0.02 0.5+0.08 0.42 0.03 0.34+0.03
Carbohidratos, % 19.7843.96 33+0.7 32.9443.95 34.2+2.62
Acidos grasos, % 4.664 3.256 3.176 3.128
Energia, kcal 100 g-1 306.8 316.8 321.8 325

L. montanus
Proteina cruda, % 4594+ 0.83 41.57+036  40.34+1.55 41.63+ 0.31
Fibra cruda, % 26.52+0.82 21.26+0.39 25.41+0.22 25.2+1.95
Grasa cruda, % 10.02+0.84 7.81+0.47 7.39+ 0.14 757+ 0.1
Cenizas, % 3.85+0.12 412+ 0.03 421+ 0.08 4.23+0.24
Azucares solubles totales, % 0.19+0.004 0.63+0.06 0.52+ 0.02 0.43+0.03
Carbohidratos, % 13.66+£1.25 25.22+053 22.64+0.006 21.34+2.13
Acidos grasos, % 8.016 6.248 5.912 6.056
Energia, kcal 100 g-1 330.7 340.4 321.2 322.8

aCada valor representa la media + desviacion estandar de 3 repeticiones de cada determinacién.
bCarbohidratos calculados como (100-total de otros componentes).

cAcidos grasos calculados (0.8 x grasa cruda).

dCalculo de energia metabolizable (kcal1l00 g-1) (proteina x 17 + grasa x 37 + carbohidrato x 1)/4.184

Las cenizas en L. exaltatus a partir de las 3 h se reducen 0.33% y a las 9 h aumentan a
4.29%, mientras que en las semillas de L. montanus aumentan gradualmente desde las
3 h, alcanzando su mayor concentracién a las 9 h (Cuadro 26, Figura 10d). La
variaciéon de los FAN’s durante un tratamiento alcalino por 9 h se muestra en el
Cuadro 27. Los alcaloides totales presentes en las semillas fueron diferentes desde el
inicio y se comportaron de manera inversa con el tratamiento.

El contenido de alcaloides se redujo al finalizar el tratamiento solo en L. exaltatus
(31.6%). Desde las 3 h de exposicion se observé el aumento en L. montanus y

disminucién gradual (5.9%) en L. exaltatus (Figura 11b).
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Figura 10. Cambios en la composicién de factores nutritivos de semillas de L. exaltatus

y L. montanus durante un tratamiento alcalino.

Cuadro 27. Factores anti-nutricionales en semillas de Lupinus

tratamiento alcalino.

durante un

L. exaltatus

Tiempo Polifenoles Fenoles no Taninos Alcaloides, *Taninos

(h) totales, taninos, condensados, % % Totales,
mg 100 g1 mg g1 mg gl
0 493.8 £19.5 0.32 +0.0012 0.008 +£0.00006 218 +0.06 4.61 +£0.19
3 389.2 £25.7 0.54 +0.018 0.012 £ 0.0002 1.83 £0.11 3.34 +0.27
6 500.0 £45.7 0.34 +0.002 0.01 +0.0001 1.57 £0.03 4.65 +0.46
9 581.9 +40 0.29 +0.006 0.008 + 0.002 149 £0.03 552 +04
L. montanus

0 416.7 +24.6 045 £0.002 0.005 £0.0 333 £0.08 370 +0.25
3 3228 +47.8 0.60 +0.025 0.013 £0.0003 59 +0.08 2.62 =050
6 3789 +£203 0.49 +0.003 0.011 £ 0.0015 552 +0.08 3.29 +0.21
9 4303 +11.1 045 +£0.012 0.013 +0.0006 46+005 3.85 £0.10

*= Calculado por diferencia (polifenoles totales-fenoles no taninos).
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El pH de la solucién alcalina fue medido al inicio y antes de cada cambio durante el
tratamiento. De acuerdo a la Figura 11, cada 1.5 h el pH disminuy6 respecto al pH
inicial. Lupinus montanus fue la especie que mostré mayor disminucién de pH.

Mayor reduccién fue reportada por Torres et al. (1980) en L. mutabilis (98.6%) con un
tratamiento alcalino por 6 h con un &lcali no especificado. Otros autores reportaron
que el uso de un medio alcalino reduce de 70-80% los AQ (Ortiz y Mukherjee, 1982).
Sin embargo, en las semillas de L. montanus no se observé reduccién en el contenido
de AQ, por el contrario hubo un aumento significativo del 38% a las 9 h. Se ha
indicado que el reactivo de Dragendorff también puede reaccionar con las proteinas,

en especial si los alcaloides se extraen a partir de una solucién alcalina (Evans, 2009).
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Figura 11. Cambios de pH en la solucién durante el tratamiento alcalino aplicado a

las semillas de Lupinus.

Los fenoles se dividen en varios grupos diferentes, que se distinguen por el ntiimero
de 4tomos de carbono constitutivos en conjuncién con la estructura del esqueleto
fenolico basico (Kroll et al., 2003; Michalak, 2006). Estos fitoquimicos hidroéfilos que se
producen en las semillas de lupino pueden dividirse en acidos fendlicos, flavonoides
y taninos (Siger et al., 2012).

Los cambios en los factores anti-nutricionales en las semillas de dos especies de

Lupinus por efecto del tratamiento alcalino se muestran en la Figura 12.
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El contenido de polifenoles totales se redujo significativamente a las 3 h de
exposicién de las semillas de las dos especies al medio alcalino, pasado este tiempo la
concentraciéon aumenté6 a la inicial sin mostrar cambios hasta finalizado el
tratamiento (Figura 12a).

En la Figura 12c y 12d se muestran los taninos totales y condensados, en ambas
especies a las 3 h se observa reduccién de taninos totales y aumento de los taninos
condensados, lo que nos indica que la reducciéon especificamente fue de los taninos
hidrolizables debido a la hidrataciéon de las semillas. Posteriormente los taninos

totales aumentan gradualmente hasta alcanzar su contenido original.
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Figura 12. Cambios en la composicién de factores anti-nutricionales de semillas de L.

exaltatus y L. montanus durante un tratamiento alcalino.

Ortiz y Mukherjee (1982) observaron que este tratamiento quimico fue adecuado para
las semillas de lupino con contenidos de alcaloides de hasta 4.2 g 100 g de peso seco.
Pero tiene desventajas, que incluyen pérdidas nutricionales y de sélidos (Gueguen y
Cerletti, 1994), la incertidumbre con respecto a su seguridad quimica y negativo

impacto en el medio ambiente.
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6.4 Efecto del tratamiento bioldgico sobre las semillas de lupino

6.4.1 Variaciéon en la composiciéon proximal y FAN’s durante el tratamiento de
germinacion

En el Cuadro 28 se presentan el porcentaje de germinacion, las longitudes medias de
los ejes embrionarios, y el rendimiento de las semillas germinadas a los 3 y 6 dias
después de iniciado el ensayo. Entre los 3 y 6 dias de germinacién, el eje embrionario
presenté un crecimiento acelerado con rango de longitud de 1.3 a 2.75 cm para L.
exaltatus y 1.4 a 2.9 cm en L. montanus. Como se registré en el Cuadro 28, el mayor
porcentaje de germinacion se observé durante los primeros 3 dias, posterior a este
tiempo el porcentaje disminuy9, siendo 0.17% al sexto dia para L. exaltatus y 11.3% en
L. montanus (Figura 9). El 70% de las semillas germinaron en el tercer dia, este
periodo maximo energético nos indica por lo general, que las plantulas que se
originan de las semillas que germinan dentro del periodo energético constituyen el

stock de plantacion de mejor calidad (Ffolliott y Thames, 1983).

Cuadro 28. Porcentaje de germinacion, longitud del eje embrionario (cm), y
rendimiento en peso de germinados de L. montanus y L. exaltatus después de 3y 6

dias de la germinacion.

Porcentaje de germinacion

Especie 3 dias 6 dias
L. exaltatus 86.3 £ 8.7 86.5+8.0
L. montanus 73.2+2.0 845+19

Longitud de eje embrionario (cm * d.e.)

Especie 3 dias 6 dias
L. exaltatus 1.32£0.28 2.75+£0.86
L. montanus 142 +£0.25 297 +£0.12

Rendimiento en peso de germinados de 100 semillas (g PS)

Especie control 3 dias ‘ 6 dias
L. exaltatus 1.30 1.05+£0.03 1.06 £0.02
L. montanus 1.78 1.10 £ 0.01 1.12+0.12

La capacidad de germinacion de estas especies con el uso de la escarificacion manual

para romper la latencia varié de 84.5-86.5%. Esto puede deberse a dafio del embrién
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por efectos de la escarificacion manual de la semilla o contaminacién de las mismas
por hongos.

El peso de las harinas de lupino disminuy6 debido a la germinacién. L. exaltatus
mostré pérdidas de 19.2 y 18.5% a los 3 y 6 dias respectivamente. Mayores pérdidas
en peso se observaron para L. montanus con 38.2 y 37.0% a los 3 y 6 dias. Lupinus
montanus fue la especie con mayor rendimiento antes (27%) y después (5.4%) de los
tratamientos con respecto a L. exaltatus. Sin embargo, pérdidas mayores a los 3
(21.9%) y 6 (28.4%) dias fueron observados por Rumiyaki et al. (2012) con germinados
dulces de L. angustifolius; atribuyendo la pérdida del peso en seco al catabolismo de

los lipidos y carbohidratos para producir energia durante la germinacion.
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Figura 13. Relaciéon porcentaje de germinacién-peso seco de germinados de L.

exaltatus (a) y L. montanus (b) después de 3 y 6 dias.

La composicién nutricional media de los germinados de lupino durante seis dias se
resumen a continuacién expresados en porcentaje (Cuadro 29). En general, los
factores nutricionales se mantuvieron estables con la germinacion hasta los 6 dias a
excepcién de un aumento en las proteinas y disminucién del contenido de grasas que
se describen mas adelante. Dentro del contenido de aztcares solubles totales se

encuentran los monosacédridos (pentosas, hexosas, fructosa, glucosa y galactosa),
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disacdridos (aztcares reductores y no reductores como la sacarosa) y oligosacaridos.
Estos ultimos de gran importancia ya que son considerados no nutritivos pero el
resto de los aztcares se consideran fuente de energia para el consumidor y para la
semilla durante la germinacién, por esa razén se ubicaron en el cuadro 29.

El contenido de aztcares solubles totales aument6 significativamente desde el tercer
dia. A los tres dias después de la germinacién, el incremento fue de 416 y 1342% y a
los 6 dias de 100 y 721% respecto al control en L. exaltatus y L. montanus,
respectivamente. Esto debido a la removilizacion de reservas en la semilla para
apoyar el crecimiento de la radicula primero y después para el crecimiento de la
plantula (Nonogaki et al., 2010).

La germinacién a los 6 dias increment6 8.7 y 20.6% el contenido de proteinas en L.
exaltatus y L. montanus, respectivamente (Figura 14a) y de cenizas 20.6% y 1.25%,
respectivamente (p<0.05) (Figura 14d) sobre las semillas control. El aumento de
proteina puede deberse a la pérdida de harina no proteica de los germinados, pero
también a la sintesis de aminodcidos para apoyar la proliferaciéon celular durante este
proceso (Nonogaki et al., 2010). Desde el punto de vista nutricional, los germinados
de las especies en estudio mejoran el contenido proteico a los 6 dias de germinacion.
Este aumento de proteina en L. exaltatus fue similar al reportado por Dagnia et al.
(1992) en L. angustifolius. En esta especie, la germinacién a los 6 dias aumenté un 10%
el contenido de proteina; Rumiyaki et al. (2012) observaron un 38% de incremento en
la misma especie a los 9 dias. El aumento de proteina durante la germinacién también
ha sido reportado en otras leguminosas como frijol mungo (Mubarack, 2005) y
chicharo (Martinez-Villaluenga et al., 2008). Otro importante componente quimico del
lupino son las grasas, que son una fuente de componentes nutricionales y
compuestos bioactivos, tales como acidos grasos mono y poliinsaturados, tocoferoles
y fitoesteroles. Como se muestra en el Cuadro 29, la germinaciéon durante 6 dias
reduce la grasa cruda en L.exaltatus de 5.83 a 4.31% (disminucién de 26.07%) y en L.
montanus de 10.02 a 6.02% (disminucién de 39.5%) (p<0.05).
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Cuadro 29. Composicién nutricional en semillas y germinados de L. exaltatus y L. montanus.

Nutricionales
Azficares Acidos Energiac
Especie Tiempo Cenizas Grasas Proteina FDN solubles Carbohidratosa rasosh kcall%O !
p (dds) % % % % totales % Bres )
0 B g
%
0 426 +012 583 +0.8 4304 +061 2707 +326 048 +0.02 1978 +396 4664 3068
L. exaltatus 3 494 +015 436 +0.04 5228 +025 282 +1.01 248 +0.02 102 +0.64 3488 2924
6 514 +034 431 +011 468 +0.17 2722 +022 096 +0.13 165 +086 3448 2953

0 3.85 +0.12 10.02 +0.84 4594 +£0.83 2652 +£0.82 0.19 £0.004 13.66 +1.25 8.016
L. montanus

330.7
3 465 +0.09 6.07 £0.64 541 £057 2554 +0.73 274 £0.0 9.62 +2.04 4.856 312.6
6 481 +0.02 6.06 £04 5544 +£0.07 21.61 £0.02 1.56 +0.24 12.3 £0.1 4.848 328.8
Cada valor representa la media + desviaciéon estandar de 3 repeticiones de cada determinacion.

dds= dias después de siembra

dCarbohidratos calculados como (100-total de otros componentes).

b Acidos grasos calculados (0.8 x grasa cruda).

€Calculo de energia metabolizable (kcal 100 g-!) (proteina x 17 + grasa x 37 + carbohidrato x 17).
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La disminucién es probable que sea por la utilizacién de los lipidos como fuente de
energia durante la germinacion. Este resultado fue menor al reportado por Rumiyaki
et al. (2012) que observé 70% de disminucién en el contenido de grasa cruda en
germinados de L. angustifolius por 9 dias.

En general, los contenidos de fibra no presentaron variacion significativa por efecto
de la germinacioén en L. exaltatus después de 6 h de exposiciéon respecto al control
(Figura 14b y 14d). En contraste en L. montanus se observé una reduccion de 18.5% a
las 6 h de exposicion. Respecto al contenido de cenizas, éste mostré un incremento de

20.6% en L. exaltatus y de 24.9% en L. montanus después de 6 h de exposicion.
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Figura 14. Cambios en la composicion de factores nutritivos de semillas de L. exaltatus

y L. montanus durante un tratamiento de germinacion.

El total de las concentraciones de compuestos anti-nutricionales en las semillas de las
dos especies de lupino germinadas durante seis dias se presenta en el Cuadro 30. Los
compuestos polifenoles totales de las semillas (mg 100 g) en extractos de metanol,

fueron determinados a partir de la ecuaciéon de regresion de la curva de calibracién
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(Y=1.068x, 12 = 0.99), expresada en mg AGE (mg de acido gélico equivalente)/ 100 g
de semillas. Las semillas del control, sin germinacién, presentaron 493.8 y 416.8 mg
100 g de semilla para L. exaltatus y L. montanus, respectivamente. Estos valores se
encontraron dentro del rango (374.4-2660.4 mg 100 g AGE) que reportaron Wang y
Clements (2008) en 11 especies de lupino cultivadas en Australia. El contenido en
polifenoles totales aumento significativamente desde el tercer dia para L. montanus
(1.45%) y al sexto dia en L. exaltatus (Figura 15a). Las concentraciones finales
presentaron un aumento en L. exaltatus de 54.7 % y en L. montanus de 84.8% respecto

al control.

Cuadro 30. Composicion de FAN’s de semillas de Lupinus durante un proceso

germinativo.
Anti-nutricionales
. Polifenoles Taninos Fenoles no . *Taninos
. Tiempo . Alcaloides
Especie . totales condensados taninos o totales
(dias) o %
mg 100 g % mg gl mg gl
0 493.8 +19.5 0.01 £0.00006 0.32+0.001 21+0.06 4.6+0.19
L. exaltatus 3 486.6 +£21.9 0.01 +0.004 040+0.045 15+018 44x0.26
6 763.8 £34.3 0.05+0.0014 043 £0.04 14+01 7203
0 416.7 £246 0.03x0 0.46 £0.002 33+0.07 3.7+0.25
L. montanus 3 674.7 £68.1 0.02 +£0.001 041 £0.005 39+018 6.3 +0.68
6 7704 +14.3 0.02 +0.003 0.73 £0.03 21+003 6.9+0.10

*= Calculado por diferencia (polifenoles totales-fenoles no taninos).

El comportamiento mostrado por las semillas germinadas de L. montanus y L.
exaltatus difiere del observado por Rusydi y Azrina (2012) en semillas de soya y
cacahuate con disminucién de 22.47 y 57.12% respectivamente; pero es similar al
aumento de 65% durante la germinacioén a los 9 dias observado por Duefas (2008) en
L. campestris. Jimenez-Martinez et al. (2012) indican un aumento en compuestos
fenolicos a 450% mas que el valor del control en L. campestris a los 9 dias. Estos
aumentos en compuestos fendlicos en las especies en estudio podrian conducir a la
germinacion de estas semillas como fuente de compuestos antioxidantes. Es necesario

tomar en cuenta que el aumento depende de la especie y tiempo de germinacién y no
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siempre hay una relaciéon entre contenido de polifenoles y actividad antioxidante
(Wang y Clements, 2008).

En contraste con lo anterior, el contenido de alcaloides totales disminuy6é de manera
importante a los 6 dias (33.5 y 35.4% en L. exaltatus y L. montanus, respectivamente).

Sin embargo, el resto de los anti-nutricionales no disminuyeron respecto al control

(Cuadro 30).
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Figura 15. Variacion de factores anti-nutricionales por efecto de la germinacién

durante 6 dias en semillas de Lupinus.

De la Cuadra et al. (1994) encontraron un ligero aumento en alcaloides durante la
germinacion de L. albus, opuesto a lo encontrado en este estudio. Sin embargo, la
reduccién en el contenido de alcaloides en especies de lupino ha sido ya observada
por Cortes et al. (2005). La germinacién por tres dias disminuy6 29-36% el contenido

de alcaloides en 3 especies de lupino amargas (L. albus L. (LO-3923), L. angustifolius
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(1413) y L. campestris), sugiriendo este tiempo como limite para minimizar la
presencia de alcaloides y evitar la formacion de ésteres de AQ (Cortes et al., 2005).
Atn cuando el contenido de alcaloides se redujo en L. exaltatus desde el tercer dia y
en L. montanus hasta el sexto dia (Figura 15b), estas reducciones no son suficientes
para recomendar el consumo de los germinados, ya que el limite permisible es del
0.02%. De acuerdo con la clasificacion por el contenido de alcaloides (von Baer et al.,
1992), los germinados se encuentran atin dentro del rango de amargos (>0.30%).

Los contenidos iniciales de taninos totales fueron similares a los reportados en L.
albus (0.42%) y L. termis (0.32%) y superiores al reportado en L. montanus (0.92mg g1)
(Petterson et al., 1997, Guiemes-Vera et al., 2012). Los taninos totales aumentaron
56.2% en L. exaltatus 'y 87.8% en L. montanus después de 6 dias de germinacion (Figura
15c¢). Esta tendencia fue similar a la reportada por Ahmed et al. (2006) durante la
germinacion de semillas de Guar, que atribuyen a que los taninos solubles que se
encontraban en la testa se absorbieron durante la imbibicién en la germinacién.

El contenido de fenoles no taninos (flavonoides y ligninas) de semillas no tratadas de
L. exaltatus y L. montanus fue de 0.32 y 0.46 mg g, respectivamente; estas aumentaron
con la germinaciéon a los 6 dias (Figura 15d). Los contenidos reportados de
flavonoides en germinados deL. albus, L. luteus y L. angustifolius son 0.119-0.631 mg g1
(Siger et al., 2012); los valores de fenoles no taninos obtenidos en este estudio se

posicionarian dentro de este rango teniendo en cuenta la suma de las ligninas.

6.5 Analisis de perfil de alcaloides por CCF

Ademas del andlisis cuantitativo de alcaloides totales por el método espectrométrico
de Dragendorff, se realiz6 un perfil de alcaloides por CCF con los controles y altimo
tiempo de exposicion en cada tratamiento para detectar la presencia de los mismos.
En el cuadro 31 se presentan los valores de Rf (relaciéon con respecto al frente) de las
muestras evaluadas en semillas de L. exaltatus y L. montanus.

Los resultados de CCF muestran que todas las muestras evaluadas presentaron AQ

(Figura 16).
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Cuadro 31. Valores obtenidos del Rf (Relacién con respecto al frente) a partir de muestras de semillas de Lupinus.

Numero Muestra Tratamiento Mancha | Mancha | Mancha | Mancha RF RF RF
(cm) (cm) (cm) (cm)

1 Esparteina Estandar 0.65 0.081
2 1L, montanus Control 3.5 6.95 0.86
3 2[.. montanus Control 0.4 3.5
4 2., montanus Térmico 6h 0.45 3.25 0.05
6 2, montanus Alcalino 9h 0.45 24 3.5 0.05 0.3
8 3L. exaltatus Control 3.25 6.65 0.075 0.83
9 3L, exaltatus Térmico 6h 21 6.25 0.26 0.78
10 3L. exaltatus Remojo 18h 3 6.55 0.81
11 3. exaltatus Alcalino 9h 3.45 6.75 0.84
12 3. exaltatus Cotiledones 3.55 6.7 0.83

Municipio de Guadalupe Victoria, 2Municipio de Tlachichuca, localidad Miguel Hidalgo, 3Xipes.

70




Por sus valores de RF y su parecido a la mancha que desarrolla la esparteina utilizada
como estdndar, los AQ mayoritarios en L. montanus pudieran tratarse de esparteina,
sin embargo las concentraciones pudieran variar conforme a los tratamientos
aplicados.

Asimismo, éste andlisis cualitativo permiti6 separar a L. montanus (nimero 2)
colectado en el municipio de Guadalupe Victoria (GV), de los colectados en el
municipio de Tlachichuca, localidad Miguel Hidalgo (MH) (3 al 7). Atn cuando
presentan las mismas caracteristicas morfologicas, parece ser que el alcaloide

principal no es esparteina.

?

Figura 16. Andlisis cualitativo para determinar la presencia de alcaloides en semillas

B 3

Lead

6 7 B 9 10 11 12

de Lupinus, 1=estandar (1 mg esparteina/ml), 2=L. montanus Guadalupe Victoria, 3=
L. montanus Miguel Hidalgo, 4=L. montanus MH térmico 6h, 5=L. montanus MH
remojo 18 h, 6=L. montanus MH alcalino 9 h, 7=L. montanus MH, cotiledones, 8=L.
exaltatus, 9=L. exaltatus térmico 6 h, 10=L. exaltatus remojo 18 h, 11=L. exaltatus

alcalino 9 h, 12= L. exaltatus, cotiledones.

De igual manera en la Figura 16 se puede observar que en L. exaltatus se encuentra

otro tipo de alcaloide diferente a la esparteina utilizada como estandar. Ademas de

71



que en la posiciéon 4 y 9 en la placa las manchas son mas pequefias y de menor
intensidad.

Estos resultados concuerdan con el analisis anterior que mostr6é que el tratamiento
térmico fue el mas eficiente sobre la reduccién de alcaloides respecto al resto de los

tratamientos aplicados.

7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados en esta investigacién sobre el efecto de
tratamientos hidrotérmicos, de remojo, alcalino, descascarillado y germinacién sobre
la concentraciéon de compuestos nutricionales y antinutricionales de semillas de L.
montanus y L. exaltatus, se concluye:

Los tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos aplicados, mostraron efecto
significativo de especie y tiempo de exposicion, sobre el contenido nutricional y anti-
nutricional de las semillas de L. exaltatus y L. montanus.

La reduccién o aumento en las variables evaluadas dependié de la especie y del
tiempo de exposicion (interaccidon especie x tiempo)

El tratamiento térmico reduce en mayor proporcion el peso de las harinas en
comparacion con el de remojo; las disminuciones fueron de 23 vs 6.07% para L.
exaltatus 'y 22 vs 1.97% en L. montanus, respectivamente. La aplicacion éste
tratamiento durante 6 horas a las semillas disminuye los compuestos anti-
nutricionales e incrementa la concentracién de proteina y de fibra. Los alcaloides se
reducen 82 y 62.7% después de 6 h de exposicion en semillas de L. exaltatus y L.
montanus, respectivamente. La hipotesis planteada se rechaza.

El tratamiento de remojo durante 18 h no presenté ningan efecto sobre la
concentraciéon de compuestos nutricionales, pero incrementaron los anti-nutricionales
en las semillas de las especies en estudio.

El descascarillado de la semilla mostré que el mayor contenido de alcaloides totales,

grasa cruda y proteina cruda se encuentra en el cotiledén. Este constituye el 59 y
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71.6% del total de las semillas de L. exaltatus y L. montanus, respectivamente. La fibra
cruda se encuentra en mayor proporcion en la testa de las semillas de las especies
analizadas (66.3 y 68.3%, en L. exaltatus y L. montanus, respectivamente).

El tratamiento alcalino disminuye 31.6% el contenido de alcaloides en L. exaltatus
pero también reduce el de los nutricionales.

El tratamiento germinativo, a los 6 dias, redujo 33.5 y 35.4% el contenido de
alcaloides totales en L. exaltatus y L. montanus, respectivamente, sin reducciéon de los
factores nutricionales. El peso seco de la semilla germinada de las dos especies
analizadas, disminuye 18.4% en L. exaltatus y 36% en L. montanus al finalizar la
germinacion; y la longitud del eje embrionario aumenta dos veces a partir del tercer
dia.

El tratamiento de germinacion durante 6 dias aumenta el contenido de polifenoles
totales en L. exaltatus (54.7%) y L. montanus (84.8%), pudiendo ser éste un método

alternativo para la produccién de compuestos antioxidantes.

8. RECOMENDACIONES

Se hacen las siguientes recomendaciones:

Cuantificar los factores anti-nutricionales como los AQ por Cromatografia de gases-
Espectrofotometria de masas (GC-MS) y obtener el perfil de alcaloides; y
oligosacéridos por cromatografia liquida de alta resolucién en ambas especies.
Evaluar los tratamientos aplicados en las harinas de las semillas para tener expuestos
los FAN's, ya que sabemos que los que estdn en mayor proporcioén se encuentran en
el cotiledon.

Evaluar la  aplicacion de  otros  tratamientos combinados como
descascarillado/ térmico, remojo/fermentacion (Rhizopus oligospurus),
remojo/térmico, extrusion/térmico y el remojo con agitacion constante en las

semillas de Lupinus en estudio.
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Buscar otras alternativas a largo plazo como el mejoramiento genético para disminuir
los FAN’s a través de la busqueda de mutantes naturales con bajos contenidos de
compuestos no deseados.

Para el aprovechamiento de las semillas de estas especies en la alimentaciéon es
necesario evaluar su manejo agronémico y la disminucién de la latencia de las

semillas por ser una leguminosa de testa dura.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Anélisis quimico proximal aplicados a las semillas de acuerdo a la AOAC
1990.

Materia seca (MS) y humedad

Para la determinacién de la materia seca (MS) y la humedad se utiliz6 la metodologia
de AOAC (1990). Se tomaron al azar tres grupos de semillas por especie,
considerando cada grupo como una repeticion.

Enseguida se registré el peso en fresco de cada grupo de semillas; los cuales se
colocaron en cajas petri y se introdujeron en la estufa de aire forzado marca ShelLab
modelo CE3F a 60°C por 72 h. Al término, las muestras se colocaron en un desecador
para que alcanzaran la temperatura ambiente; se registré el peso seco de cada
muestra, y por diferencia de peso se obtuvo el porcentaje de humedad y MS, de
acuerdo a la férmula:

a | dad pogo de muestra iimeda — peso de imuwestra soco 100
1 humedad =
! posa de musstra meda

Proteina cruda (PC)

Se determind a partir del andlisis de Nitrégeno total multiplicAndolo por el factor 6.25
de acuerdo con la metodologia establecida por la AOAC (1990). El Nitrégeno total se
cuantificoé mediante el método de Micro-Kjeldahl. Se pesaron por triplicado 0.3 g de
material molido de cada componente de la planta por especie, incluyendo una
muestra estdndar de concentracién conocida de Nitrégeno total como referencia.
Estas se colocaron en tubos de ensaye donde se adicionaron 3 mL de &cido sulfarico
(H2S04) vy 1g de mezcla catalizadora (93g sulfato de potasio (K2SOs) + 7g sulfato de
cobre (CuzSOy)). Todo se homogeniz6é en vortex. Posteriormente se procedié a la
digestion de las muestras en block digestor Tecator hasta alcanzar una temperatura
de 360°C, por 4 h de digestion para que las muestras en ebullicion tornaran a un color
azul-verde claro cristalino. Las muestras digeridas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se destilaron en un equipo Labconco modelo 200830 EE.UU.,
agregandoles 10 mL de hidréxido de sodio 0.102040816 N y recuperandose en
matraces que contenian 6 ml de acido boérico al 4%. Estos fueron titulados con &cido
clorhidrico valorado a 0.1N formando por cada equivalente de boro-amoniaco, un
equivalente de sulfato-amoniaco (sulfato de amonio), en donde un ml de acido
clorhidrico neutraliza 0.014 g de nitrégeno en forma de ién amonio. Los calculos para
la determinacién del porcentaje de Nitrogeno total Microkjeldhal son:

((FHOL — GHOL Blanco)(NHCLI(LA)%E6.25
poso de [o muostra

Nl =
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Doénde:

NT= Nitrégeno total

GHCL= Gasto acido clorhidrico

GHCL Blanco= Gasto acido clorhidrico Blanco

NHCL= Normalidad del 4cido clorhidrico

1.4= Factor de ajuste para Nitrégeno (0.014 miliequivalentes multiplicado por 100).

Grasa (extracto etéreo, EE)

El contenido de grasa se determiné mediante la técnica descrita por AOAC (1990). Se
pesaron por triplicado 1.5 g de muestra de cada especie y se colocaron en un papel
filtro dentro de un dedal que se fij6 en los porta dedales del equipo de extracciéon
marca Goldfish modelo TE-044-8/50 Brasil. Se agregaron 40 mL de éter de petréleo a
los vasos del equipo (los vasos fueron previamente secados a 65°C por 12 horas y se
registr6 el peso de cada uno). Estos se fijaron al condensador y se dejaron extraer
durante 4 h a una temperatura constante de 125°C. Finalizado el tiempo de
extraccion, los vasos se colocaron en una estufa a 65°C durante 30 minutos para
liberar residuos de éter de petréleo. Después de este tiempo se colocaron en un
desecador para que se enfriaran a temperatura ambiente y se pesaron nuevamente. Se
calcul6 el porcentaje de extracto etéreo en base seca utilizando la siguiente ecuacién.

N ~ peso de vasoe con residuo — pese de vaso vacio
WEE(hase seca) = = 100
a de muestra

Fibra Detergente Neutro (FDN)

Se pesaron por duplicado 04 g de cada muestra, agregédndoseles soluciones
detergente neutro para romper las paredes celulares y determinar FDN.

Las muestras se colocaron en bolsas de nylon (4 cm de ancho x 8 cm de largo) en el
equipo para determinar fibras marca TECNAL modelo TEC-149. En el equipo, a las
muestras se les agregaron 50 mL de una solucién neutra que contenia 30 g de Lauril
sulfato de sodio, 18.61 g de EDTA, 4.56 g de fosfato acido disédico, 6.81 g de
Tetraborato de sodio y 10 mL de Etilen glicol, ajustada a pH 7, y se dejaron en reflujo
durante una hora. Transcurrido el tiempo de reflujo, las muestras se lavaron con
abundante agua para eliminar completamente la soluciéon detergente. Estas se
secaron a 65°C en una estufa de aire forzado hasta obtener peso constante, finalmente
se colocaron en un desecador y se pesaron. El rendimiento de la fibra detergente
neutro recuperado se expresé como porcentaje de constituyente de la pared celular
(CPC 6 FDN), utilizando la siguiente férmula:

. pesa bolsa + muestra — bolsa
FOMN = =100
peso de muestra

Minerales (cenizas)
Se determin¢ la materia inorgénica, o cenizas segan AOAC (1990). Se registraron los
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pesos de los crisoles y de las muestras previamente secados a 65°C por 1 h en una
estufa de aire forzado. A los crisoles se les agregd 1 g de muestra y se sometieron a
una temperatura de 550°C por 5 h en una mufla TSW modelo “]J”. Después de este
tiempo se colocaron en un desecador enfridndose hasta temperatura ambiente y se
pesaron. Para determinar la cantidad de cenizas presentes en la muestra se utiliz6 la
férmula:

o peso del crisol con cenizas — peso del crisol solo
4 Lenizas = =100
Mg de muestra

Anexo 2. Preparacion de reactivo de Dragendorff para revelado de CCF.

Solucién A:

0.85 g de nitrato de bismuto
10 mL de acido acético

40 mL de agua destilada

Solucién B:
8 g de ioduro de potasio
40 mL de agua destilada

Solucién patrén:
Solucién A + B al mismo volumen

Solucién reveladora (Dragendorff):
1 mL de solucién patron

2 mL de acido acético

10 mL de agua destilada
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Anexo 3. Efecto de especie, tratamiento y tiempo de exposicién al tratamiento.

a) Tratamiento térmico
Fuente . ) . Azucares Polifenoles Taninos Fenolesno Alcaloide Taninos
de gl Cenizas Grasas Proteina Fibra solubles .
.. totales condensados taninos s totales totales
variacion totales
E 1 3.3998** 38.3923**  62.0825%**  483.19%** 0.0982***  26381.72%** 0.000002* 0.01026***  4.8279** 2 Q7***
T 3 2.2437%*  2.9921** 14.6172* 662.13*** 0.0890***  125984.95***  (0.000029*** 0.09267***  4.2716***  10.6***
E*T 3 0.11 2.9568** 18.3067** 71.14** 0.0168*** 705.78 0.0000047*** 0.0964*** 0.0457 0.10*
EM 16 0.0423 0.2537 1.8798 5.93 0.0002 581.58 0.0000002 0.000028 0.0197 0.94
E= especie; T= tiempo de exposicién; E*T= interaccién, EM= Error medio
b) Tratamiento de remojo
Fuente . h Azcares Polifenoles Taninos Fenolesno Alcaloides Taninos
de gl Cenizas Grasas Proteina FDN solubles .
. totales condensados taninos totales totales
variacion totales
E 1 0.2676 60.2448%** 0.0559 7.0381 0.0123*** 3865.43* 0.000071***  7.08449***  32.5406*** 4.16268***
T 4 0.3019 3.1151* 5.3866* 8.4339* 0.0539%** 5986.62** 0.0000084**  0.59676***  1.7512***  0.80474**
E*T 4 0.4298* 4.3402* 4.9896* 3.0618 0.0579*** 4633.9* 0.000017***  0.61787***  0.6799***  1.63417***
EM 20 0.1067 0.9042 1.5728 1.8475 0.00056 831.19 0.00000089 0.000471 0.0357 0.08375

E= especie; T= tiempo de exposicién; E*T= interaccién, EM= Error medio

c) Tratamiento de descascarillado

Fuente
de gl Cenizas Grasas Proteina Fibra Alcaloides totales
variacion
E 1 0.28** 27.22%** 13.83*** 14.57 11.86***
T 2 8.69*** 109.67*** 4176.83*** 4472 57*** 22.26%**
E*T 2 0.04 6.95%** 3.07% 8.04 4.12%%*
EM 12 0.01 0.27 0.32 3.18 0.01

E= especie; T= tiempo de exposiciéon; E*T= interacciéon, EM= Error medio
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d) Tratamiento alcalino

Fuente Azucares . . Fenoles . .
. h ) Polifenoles Taninos Alcaloides Taninos
de gl  Cenizas Grasas Proteina Fibra solubles no
.. totales condensados ) totales totales
variacion totales taninos
E 1 0.0001 84.4084***  88.9539*** 16.7623 0.00066 64918.29*** 0.000014** 0.09***  56.5828*** 8 15%**
T 3 0.0681* 6.9251***  44.0581***  26.4112* 0.0608*** 23298 62*** 0.000042*** 0.05%** 1.4876***  3.03***
E*T 3 0.1352* 0.155 2.4997 15.5793* 0.0583*** 2345.77 0.000015*** 0.003***  2.7256*** (.28
EM 16 0.0162 0.3304 0.7984 4.0541 0.0019 1020.85 7.70E-07 0.0001 0.01 0.11
E= especie; T= tiempo de exposiciéon; E*T= interaccién, EM= Error medio
e) Tratamiento de germinacién
Fuente Azucares ) . . .
. ) . Polifenoles Taninos Fenoles no Alcaloide Taninos
de gl  Cenizas Grasas  Proteina  Fibra solubles .
.. totales condensados taninos s totales totales
variacion totales
E 1 0.5418*  29.1703***  87.84***  38.8406* 0.1671* 6931.13* 0.007 *** 0.09806***  9.1067*** 0.27
T 2 1.4314** 14.8511** 928.47** 11.7117* 7.8689***  147732.41*** 0.0012%** 0.0698***  1.7841***  12.94%**
E*T 2 0.0044 3.0323* 376.9**  9.6625* 0.3003*** 27552.13*** 0.0003*** 0.0315**  1.1779***  3.15%**
EM 12 0.037 0.3007 0.2508 2.1609 0.0134 1274 .47 0.000005 0.00091 0.02 0.12

E= especie; T= tiempo de exposicién; E*T= interaccién, EM= Error medio
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Anexo 4. Interaccion especie*tiempo de las variables por tratamiento aplicado.

a)Trat

amiento térmico
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b) Tratamiento de remojo
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c) Tratamiento de descascarillado
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e) Tratamiento de germinacién
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Anexo 5. Materia seca y humedad de las semillas de Lupinus.

Especie Humedad % Materia seca %

L. exaltatus 6.31 £0.10 93.67+ 0.10
L. montanus 5.85+0.12 9413 +0.12
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