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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el contenido de carbohidratos
y los elementos minerales calcio, hierro y magnesio en harinas de chocho (Lupinus
mutabilis), gandul (Cajanus cajan) y zarandaja (Lablad purpureus), los analisis de
carbohidratos y minerales que se emplearon en esta investigacion fueron realizados
con métodos de alta sensibilidad como son la espectrofotometria de absorcidn
atobmica para minerales y del acido 3,5 dinitrosalicilico DNS para carbohidratos. Para
la cuantificacion de carbohidratos se utilizaron métodos enzimaéticos, extraccion
acuosa y extraccion en alcohol; y en la cuantificacion de metales se utiliz6
metodologias estandar descritas en la AOAC. Finalmente se elabord una tabla de
composicion de alimentos TCA de las harinas propuestas, la misma que tiene la
concentracion de azlcares reductores, azUcares totales, almidon, hierro, calcio y
magnesio. La harina que presentd la mayor concentracion de carbohidratos fue
zarandaja con 45%, mientras que la cantidad de elementos minerales fueron
diferentes para cada harina; la mayor concentracion de calcio fue en gandul verde
con 6379,2 mg/Kg y para hierro y magnesio fue en chocho con 129,1 mg/Kg y
2586,8 mg/Kg respectivamente.

Palabras clave: composicion de alimentos, contenido nutricional, leguminosas,

Lupinus mutabilis, Cajanus cajan, Lablad purpureus.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the content of carbohydrates and
calcium, iron and magnesium mineral elements in lupine (Lupinus mutabilis), gandul
(Cajanus cajan) and zarandaja (Lablad purpureus) flours, carbohydrates and
minerals analyzes that were used in this research were carried out with high
sensitivity methods such as atomic absorption spectrophotometry for minerals and
3,5 dinitrosalicylic acid DNS for carbohydrates. For the quantification of
carbohydrates were used enzymatic methods, aqueous extraction and alcohol
extraction; and for the quantification of metals were used standard methodologies
described in the AOAC. Finally, a table of food composition TCA of the proposed
flours was prepared, which has the concentration of reducing sugars, total sugars,
starch, iron, calcium and magnesium. The flour that presented the highest
concentration of carbohydrates was zarandaja with 45%, while the amount of mineral
elements were different for each meal; the highest calcium concentration was in
green gandul with 6379.2 mg / kg and for iron and magnesium it was in lupine with

129.1 mg / kg and 2586.8 mg / kg respectively.

Key words: composition of food, nutritional content, legumes, Lupinus mutabilis,

Cajanus cajan, Lablad purpureus.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

Las tablas de composicion de alimentos TCA son el resultado del estudio quimico de
un alimento especifico que presentan valores analiticos de sus macronutrientes y el

aporte energético que tiene (Cervera, Clapés y Rigolfas, 2001).

Las TCA son muy utilizadas por profesionales afines a la alimentacion, nutricion,
planificacion alimentaria nutricional, entre otros. Ademas, permiten una evaluacion
de la ingesta de nutrientes, elaboracion de dietas alimenticias, formulacion de
etiquetado nutricional, elaboracion de hojas de balance, planificacion de
intervenciones de seguridad alimentaria o nutricional y también para poner a
disposicion del pablico informacion concreta del valor nutritivo de los alimentos que

habitualmente se consumen (Menchu y Méndez, 2007).

Ortiz-Moncada y Domenech, (2016), realizaron una investigacion de las TCA
existentes en el Ecuador, las mismas que estan desactualizadas como la “Tabla de
composicion quimica de los alimentos ecuatorianos” que data del afio 1965, ademas
realizaron una busqueda en fuentes secundarias como el Ministerio de Salud Publica
(MSP) y en el Ministerio de Inclusién Econémica y Social (MIES) las mismas que

no presentaron TCA en sus paginas web.

Elaborar una TCA demanda un proceso de compilacién, plan de muestreo, manejo
adecuado de la muestra, método analitico, descripcién del alimento, calidad de las
fuentes bibliograficas y procedimientos para la estimacion de valores. Los analisis
quimicos ayudan a producir datos y a verificar su exactitud (Pérez Grana, 2013).

Por tal razén, realizar los andlisis a través de metodologias confiables y
reproducibles en las harinas de chocho, gandul y zarandaja, ayudaran a tener
informacién actualizada, real y fiable de su contenido nutritivo (carbohidratos y

minerales).



Los carbohidratos son los més utilizados en la dieta alimenticia del ser humano, se
originan a partir de la glucosa que proviene de la fotosintesis, se clasifican en:
digeribles, que son los que proporcionan energia al organismo y no digeribles (fibra
dietética y almidones resistentes) que ayudan a mejorar el proceso de digestion. Los
carbohidratos que estan presentes en las plantas son la glucosa, fructosa, almidon y
celulosa. La funcionalidad y las caracteristicas dependen de su estructura quimica,
las mismas que también influyen en las caracteristicas sensoriales que presentan los

diferentes alimentos que los contienen (Godinez y Gutiérrez, 2017).

Para la cuantificacion de carbohidratos se emplean analisis especificos, ya que la
mayoria de investigaciones y TCA reportan en sus tablas la cantidad de
carbohidratos por diferencia. Las enzimas que se utilizan para la cuantificacion de
almidon son: a-amilasa termoestable Bacillus lequimiformis, que es una
endohidrolasa que rompe los enlaces a(1-4) formando glucano (glucosas unidas de
distinta longitud), maltosa y dextrinas (Sarmento, 2012), amiloglucosidasa de
Aspergillus niger que es una enzima amilolitica que degrada las dextrinas, maltosa y
glucanos (Henao, Franco-Correa y Marin, 2006) y para la cuantificacion de
sacarosa se utiliza invertasa de Saccharomyces Cerevisiae, esta enzima hidroliza
sacarosa produciendo monosacéaridos de D-glucosa y D-Fructosa que posteriormente
se isomerisa a D-glucosa (Timerman., 2012). Para la cuantificacién de azUcares
reductores se emplea el método del acido 3,5 dinitrosalicilico DNS descrito por
Miller, (1959).

Los minerales que regularmente estan presentes en los alimentos son 36 y 21 de estos
son esenciales para el correcto funcionamiento del organismo (Dergal y Cejudo,
2006). Los minerales cumplen numerosas e importantes funciones para el correcto
funcionamiento de todos los 6rganos de nuestro cuerpo, los principales minerales que
estan presentes en los alimentos son hierro (Fe), calcio (Ca) y magnesio; el hierro
(Fe) que es mineral cuyas funciones son transportar oxigeno, participa en la
respiracion celular, destruccion de perdxido de hidrégeno y sintesis de ADN, el
calcio (Ca) cuya funcion es basicamente estructural, ademas participa en la actividad
muscular y nerviosa y el magnesio (Mg) que esta relacionado con la respuesta

inmune, el metabolismo, la funcion cardiaca y la actividad nerviosa, estos minerales



estan presentes en alimentos de origen animal, en vegetales verdes, nueces, frutos
secos, leguminosas, legumbres frescas oleaginosas y granos integrales (Alvarez,
2016; Baca-lbafez, Rios-Paico, y Rojas-Naccha, 2016).

Para el andlisis de minerales se emplea la método de espectrofotometria de absorcion
atomica, debido su sensibilidad, selectividad y a la capacidad de ajustarse al analisis

directo con una minima preparacion de muestra (Butcher y Sneddon, 1998).

Las harinas de leguminosas ha estudiarse son chocho (Lupinus mutabilis), gandul

(Cajanus cajan) y zarandaja (Lablad purpureus).

El chocho, es una leguminosa que proviene de los Andes Sudamericanos, sus
condiciones Optimas de crecimiento son entre 2,800 y 3,600 m.s.n.m. (Castafieda et
al., 2008), esta leguminosa se destaca por su alta adaptabilidad a cambios climaticos
como sequias y heladas, ademas posee una alta resistencia a plagas (Ortega-David
et al., 2010). En Ecuador el cultivo del chocho se localiza en la regién Sierra en las
provincias de Tungurahua, Chimborazo, Cotopaxi, Pichincha, Bolivar, Carchi e
Imbabura (Villacrés, Rubio, Egas y Segovia, 2006). EI chocho, es conocido por ser
rico en nutrientes tales como proteinas y carbohidratos ofreciendo asi una excelente
alternativa nutricional para el consumo humano y animal. Ademas, contiene elevados
niveles de macronutrientes, como el calcio, hierro y magnesio (Castafieda et al.,
2002).

El gandul, es una leguminosa originaria de la India y Africa, tiene la capacidad de
adaptarse en paises tropicales y subtropicales (Arias, Barrera y Rodriguez, 2010),
es una planta de tierras bajas y vive en climas semisecos, en Ecuador el cultivo se
localiza en la region Costa , la altura maxima que puede ser plantada es de 770
m.s.n.m. Ademas es muy tolerante al calor, las semillas tienen un alto contenido de

carbohidratos y micronutrientes (Vasquez, 2017).

La Zarandaja es una leguminosa originaria de Asia y Africa, crece en las zonas
tropicales y subtropicales de Australia y se encuentra en algunos paises como
Colombia, Panama y Ecuador (Pengelly y Maass, 2001). Esta leguminosa tiene un



alto contenido de proteina, carbohidratos, fibra y micronuntrientes, lo que lo hace

apto para la alimentacion humana y animal.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Evaluar el contenido de carbohidratos y los elementos minerales calcio (Ca),
hierro (Fe) y magnesio (Mg) en harinas de chocho (Lupinus mutabilis),
gandul maduro y verde (Cajanus cajan) y zarandaja (Lablab purpureus)

proveedor 1, (P1) y proveedor 2, (P2).

1.2.2 Objetivos Especificos

Adecuar una metodologia para la cuantificacion del contenido de
carbohidratos (azucares reductores, azucares totales y almidon).

Cuantificar el porcentaje de carbohidratos: azlcares reductores, azucares
totales y almidon.

Determinar el contenido de los elementos minerales calcio (Ca), hierro (Fe) y
magnesio (Mg).

Proponer una tabla de composicion de alimentos (carbohidratos y minerales)

de las harinas seleccionadas.

1.1 HIPOTESIS

111

Hipotesis Nula

Hol: El contenido de carbohidratos no cambia en las diferentes harinas
Ho2: La cantidad de los minerales hierro (Fe), calcio (Ca) y magnesio (Mg)

no varia en las diferentes matrices



1.1.2 Hipotesis Alternativa

e Hal: El contenido de carbohidratos cambia en las diferentes harinas
e Ha2: La cantidad de los minerales hierro (Fe), calcio (Ca) y magnesio (Mg)

varia en las diferentes matrices



CAPITULO Il

METODOLOGIA
2.1 MATERIALES
2.1.1 Materia prima

Para la ejecucion de este trabajo de investigacion se consideraron 5 matrices del
proyecto REDU: gandul verde y maduro (ESPOL), chocho desengrasado (EPN) y
zarandaja (Proveedor 1 y Proveedor 2) (UTPL). Todas las matrices fueron

proporcionadas directamente ya transformadas en harina.

2.1.2 Material de laboratorio

e Balones de aforo (5, 10, 25y 50 mL)

e Bafo termorregulado

e Crisoles de porcelana de 30 mL

e Dedales de extraccion AQUALAB (Diametro interno 33 mm, longitud externa
80 mm)

e Filtros de 0,45 um AGILENT CAPTIVA, ECONO FILTER

e Matraces de 25 mL

e Mortero

e Pipetas, micropipetas de volumen fijo y volumen variable

e Probetas (10, 100 mL)

e Termdmetro de 10 a 110 °C

e Tiras de pH MACHEREY-NAGEL

e Tubos bacteriol6gicos

e Tubos de centrifuga (15 y 50 mL)

e Tubos EPPENDORF (2 mL)

e Vasos de precipitacion (50, 250 y 500 mL)

2.1.3 Equipos

e Balanza analitica METTLER TOLEDO XPE204
e Balanza infrarroja para humedad METTLER TOLEDO-HX204



e Camara de extraccion de gases NOVATECH-CE120BA

e Centrifuga EPPEDORF 5702

e Compresor de aire

e Congelador de ultra baja temperatura PANASONIC MDF U33V

e Espectrofotometro GENESIS TM,20 THERMO SCIENTIFIC

e Espectrometro de absorcion atdbmica PG INSTRUMENTS modelo AA500
e Estufa (VWR) con regulacion de temperatura

e Extractor de grasas con recuperacion VELP SCIENTIFICA SER 148

e Micro incubador PROVOCELL ESCO

e Microcentrifuga LABNET SPECTRAFUGE 24D

e Mufla NABER THERM 30-3000 °C

e pH-metro METTLER TOLEDO SEVEN EASY

¢ Plancha de calentamiento con agitaciéon magnética VWR

e Secador de bandejas con corriente convectiva de aire caliente CD160 GANDER
e Sistema de ultrafiltracion THERMO SCIENTIFIC

o Vortex VWR

2.1.4 Reactivos

e Acido 3,5-dinitrosalicilico 98 % ACROS ORGANICS

e Acido clorhidrico concentrado fumante 37 %. p/p EMSURE

 Acido nitrico concentrado grado analitico 68-70 % FISHER CHIMICAL

e Agua purificada de un sistema Milli Q (Thermo Scientific, Inglaterra, UK)

e Cloruro de lantano al 1 % p/v

e Enzimas: a-amilasa termoestable Bacillus lequimiformis (Termamyl 120 L) y
Amiloglucosidasa 300 L de Aspergillus niger de Novo, Nordisk

e Invertasa Saccharomices Cereviciae

e Estandares monoelementales para absorcion atomica de calcio, hierro y magnesio
cada uno de 1000 mg-L* en HNO3 5 %, AccuStandard, New Haven, USA.

e Etanol 95 %. EMSURE

e Gas: Aire/Acetileno AA 2,5 al 99,5 % de Linde, Ecuador

e Gas: Aire/Oxido nitroso UAP grado 5,0 de Linde, Ecuador



e Glucosa grado analitico

e Hidroxido de sodio 99.9% EMSURE

e n-Hexano grado analitico EMSURE

e Soluciones de Carrez | (solucion de hexacianoferrato 11 de potasio al 15 % en
agua) y Carrez 1l (solucién de sulfato de zinc heptahidratado al 30% en agua).

e Tampodn de acetato de sodio-acido acético pH 4,5

e Tartrato de sodio y potasio 99.9% MERCK

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Cuantificacion de carbohidratos (aztcares y almidones)

Se realiz6 aplicando el método del acido 3,5 dinitrosalicilico DNS descrito por
Miller, (1959) con modificaciones indicadas en el paso 2.2.1.6. Para estimar la
concentracion de azucares de las muestras problema se utilizé una curva estandar de
glucosa cuya concentracion estuvo en el intervalo de 0,1 — 2,0 mg. mL™. En el

ANEXO B se muestra una curva tipica.

2.2.1.1 PREPARACION DE MUESTRAS

2.2.1.1.1 Extraccion de grasa

Se realizd la extraccion de grasa en todas las muestras para evitar interferencias en
las lecturas de absorbancias por causa de la turbidez que genera en las

determinaciones de azlcares y almidones.

Se aplico el método 2003.06 de la AOAC, (2006), en un extractor de grasas con
recuperacion VELP SCIENTIFICA SER 148. Para ello, se realizd por 4 horas en
modo inmersion seguido de 2 horas en modo lavado empleando hexano como
solvente y a una temperatura del plato de 150 °C. Fueron usados dedales de
extraccion AQUALAB y vasos de extraccion con nucleos de ebullicion los mismos
que fueron previamente tarados en una estufa por 24 horas a 70 °C, posteriormente

los dedales se enfriaron en frascos plasticos cerrados (para evitar que absorban



humedad) su peso se registré por diferencia y los vasos de extraccion se enfriaron en
un desecador para ser posteriormente pesados.

Se utilizé 2,5 g de cada muestra, pesada por diferencia e introducida en el dedal de
extraccion, concluido el tiempo de extraccion se enfrid y se retird el dedal con la
muestra desengrasada, luego se sec6 a 70 °C por 12 horas para eliminar los residuos
de solvente y se pesod por diferencia para posteriormente ser empleado en la

extraccion de azUlcares, apartado 2.2.1.1.2.

2.2.1.1.2 Extraccién de azUcares solubles en alcohol

La extraccion de azUcares solubles en alcohol descrito por Adrian et al. (2000), se
realiz6 en el equipo extractor de grasas con recuperacion VELP SCIENTIFICA SER
148. Se utilizé las muestras desengrasadas en los mismos dedales utilizados en la

extraccion de grasa, apartado 2.2.1.1.1.

En los vasos de extraccion se coloco aproximadamente 75 mL de etanol al 80 %. Se
realiz6 la extraccion por 4 horas, a una temperatura del plato de 140 °C, en modo

lavado para evitar que la muestra contenida en el dedal se gelatinice.

Terminada la extraccion se recuperd la solucién de etanol en el mismo equipo,
dejando en los vasos de extraccion aproximadamente 5 mL de la solucion de alcohol
con azlcares, se retiraron los dedales y los vasos para posteriormente llevarlos a
evaporar el alcohol impregnado en una estufa a 50 °C. La muestra acuosa de azucares
de los vasos de extraccion se afor6 a 10 mL y se almaceno a -80 °C hasta ser
utilizada en la cuantificacion de azucares. La muestra solida ya sin azucares
contenida en los dedales de extraccidén se pesd por diferencia y se trituré con la
ayuda de un mortero para ser almacenada en fundas plasticas selladas y guardadas a
5 °C, esta muestra solida se utilizd para la cuantificacion de almidon, apartado
2.2.1.5.



2.2.1.1.3 Preparacion de la muestra de azUcares previo al andlisis de azicares
totales e hidrdlisis con invertasa

Las soluciones de azUcar preparadas en el apartado 2.2.1.1.2 fueron descongeladas a
temperatura ambiente, luego se colocé 1,8 mL en tubos EPPENDORF de 2 mL y
finalmente se centrifugd a 15600 G por 30 min en una microcentrifuga
EPPENDORF MODEL 5702. El sobrenadante fue empleado para la cuantificacion

de azUcares totales y la hidrolisis con invertasa (apartado 2.2.1.4).

2.2.1.2 Cuantificacion de azucares reductores solubles en agua

Se realiz6 una extraccion de azucares reductores en agua, para lo cual se pesé de
0,19-0,2g de la harina desengrasada en el apartado 2.2.1.1.1 y se coloc6 en un tubo
de centrifuga de 15 mL, seguidamente se afor6 con agua a 10 mL, se dejé en
agitacion por 1 hora, finalmente se centrifugé a 3000 G por 15 minutos (Mensah,
Oduro, Ellis, y Carey, 2016). Se colocd en un tubo EPPENDORF de 2 mL
previamente pesado una alicuota de 1 mL del centrifugado y se registré el peso de la
alicuota. Se adicion6 20 uL de solucién de Carrez I, 20 pL de solucion de Carrez 1l 'y
100 pL de NaOH 0,1 M para neutralizar el pH vortizando después de cada adicion,
luego se centrifugd a 15600 G por 15 min. Se pes6 la muestra conjuntamente con la
solucion para determinar el factor de dilucion por diferencia de pesos y se realizé la

prueba de azucares reductores por el método de DNS detallado en 2.2.1.6.

2.2.1.3 Cuantificacién de azUcares reductores a través de la hidroélisis con

invertasa

Se tomd una alicuota de 1 mL del centrifugado descrito en el paso 2.2.1.1.3, se
colocé en un tubo EPPENDORF de 2 mL previamente pesado y se registro el peso
de la alicuota, se afiadié 140 pL de extracto de invertasa y se mezcld con agitacion
suave. Se dej6 actuar a la enzima por 6 horas, para detener la hidrélisis enzimatica la
enzima fue inactivada térmicamente (sometida a ebullicion por 5 min), luego se
adicionod 20 pL de solucion de Carrez I, 20 pL de solucion de Carrez 11y 100 pL de

NaOH 0,1 M para neutralizar el pH vortizando después de cada adicion, luego se
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centrifugd a 15600 G por 15 min. Se peso6 la muestra conjuntamente con la solucion
para determinar el factor de dilucién por diferencia de pesos y se realizo la prueba de
azUcares reductores con DNS detallado en el apartado 2.2.1.6

Nota: En la preparacion de los blancos usados en este analisis, se realizaron los pasos

anteriores incluyendo la muestra pero con enzima inactiva.

2.2.1.4 Cuantificacion de azlcares totales

Para la cuantificacion de azUcares totales se utilizd el proceso de hidrdlisis acida
descrito por Adrian et al. (2000), se tom0 una alicuota de 1 mL del centrifugado
descrito en el apartado 2.2.1.1.3, se colocdé en un tubo Eppendorf de 2 mL
previamente pesado y se registro el peso de la alicuota. Se adiciondé 20 pL de
solucién de Carrez 1, 20 uL de solucién de Céarrez 11 luego se centrifug6 a 15600 G
por 15 min. Se pesd la muestra conjuntamente con la solucion para determinar el
factor de dilucion por diferencia de pesos. Se tomd 400 uL del sobrenadante, se
coloco en un tubo Eppendorf de 2 mL previamente pesado y se registro el peso, se
afiadio 40 pL de HCI concentrado y se llevé a un micro incubador PROVOCELL
ESCO a 70 °C y 450 rpm por 30 min. Finalmente se neutralizé el pH, se aforé a 2
mL (registrando el peso final de la solucién), se centrifugd por 15 min a 15600 G y
se realizd la prueba de azlcares reductores por el método de DNS detallado en el
apartado 2.2.1.6.

2.2.1.5 Cuantificacion de almidén

Para la cuantificacion de almidon se realiz6 una hidrolisis enzimatica, utilizando el
método descrito por Adrian et al., (2000). Se pes6 50 mg de las harinas sin azicares
que se obtuvo en el paso 2.2.1.1.2 en un tubo de centrifuga de 15 mL, se afiadié 1
mL de agua y se homogenizo, luego se colocd 140 puL de a-amilasa termoestable de
Bacillus licheniformis, se incub6 por 30 min en agitacion con la ayuda de magnetos a
400 rpm en un bafio de agua a ebullicién. Se utilizé una plancha eléctrica con
agitacion VWR.
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Una vez terminado el tiempo de incubacion se dejo enfriar y se afiadio 2 mL de
tampon acetato de sodio 0,1M de pH 4,5, luego se midio y se regul6 hasta que el pH
de la muestra sea 4,5. Seguidamente se afiadio 100 pL de amiloglucosidasa de
Aspergillus niger diluida con tampon acetato en una relacion de 1:10 v/v y se dejo
actuar toda la noche en agitacion a 400 rpm a una temperatura maxima de 50 °C.

Al dia siguiente se enfriaron los tubos a temperatura ambiente y se centrifugaron a
3000 G por 15 min, se separo el sobrenadante y se aford a un volumen conocido.
Para cuantificar el almidon hidrolizado se coloco 1 mL de la muestra en un tubo
EPPENDORF de 2 mL previamente pesado y se registrd el peso de la alicuota. Se
adicion6 20 pL de solucion de Cérrez I, 20 pL de solucion de Carrez I1'y 100 pL de
NaOH 0,1 M para neutralizar el pH vortizando después de cada adicion, luego se
centrifugd a 15600 G por 15 min. Se pes6 la muestra conjuntamente con la solucién
para determinar el factor de dilucién por diferencia de pesos y se realizo la prueba de
azucares reductores por el método de DNS, detallado en el apartado 2.2.1.6. El
contenido de almiddn se obtuvo multiplicando la tasa de glucosa por el factor de 0,9
para compensar la fijacién de una molécula de agua por cada molécula de glucosa
producto de la hidrolisis del almidén.

Nota: Para la preparacion del blanco usado en este analisis, se realizaron los pasos

anteriores exceptuando la adicién de 50 mg de muestra.

2.2.1.6 Método del &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) para cuantificar azicares

reductores

Se utilizé el método de DNS descrito por Miller, (1959) para cuantificar azucares
reductores. En tubos bacterioldgicos de cristal con tapa se colocaron 200 pL de la
muestra problema y 200 pL de la solucién de DNS, luego se vortiz6. Los tubos se
colocaron en un bafio de agua a ebullicion por 5 min, seguidamente se sumergieron
los tubos en agua fria para detener la reaccion y se afiadié 2 mL de agua destilada, se
vortizd y se realizo la lectura de absorbancia en el espectrofotometro GENESIS
TM,20 THERMO SCIENTIFIC a 540 nm frente al blanco descrito en cada tipo de

analisis. Las lecturas se realizaron por triplicado.

12



2.2.1.7 Curva estandar de glucosa

Para elaborar la curva estdndar de glucosa, se utilizé glucosa secada a 60 °C por 4
horas y enfriada en un desecador. Se pes6 50 mg de glucosa, con aproximacion de

0,1 mg, y se afor6 a 25 mL para obtener una concentracion de 2 mg/mL.

De esta solucién se prepararon soluciones de glucosa con concentraciones de 0,00;
0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 1,20; 1,40; 1,60; 1,80 y 2,00 mg/mL. Se realizo la
prueba de DNS frente a un blanco preparado con agua. Ver ANEXO B.

2.2.1.8 Célculo de azucares reductores, totales y almidon

El célculo se realiz6 tomando en cuenta las diluciones realizadas, el peso empleado

de la muestra, la curva de calibracién de glucosa y la absorbancia.

2.2.2 Determinacion de minerales, Ca (calcio), Fe (hierro), Mg (magnesio)

Se determind la cantidad de Ca, Fe y Mg por absorcion atémica. Para ello se utilizo
el equipo espectrometro de absorcion atébmica PG INSTRUMENTS modelo AA500,
siguiendo los métodos oficiales de la AOAC: para el Fe el método 999.11 de la
AOAC (2005), y para Ca 'y Mg se utiliz6 el método 985.35 de la AOAC (1997).

2.2.2.1 Determinacion de la humedad de las muestras

Para determinar la humedad de las muestras problema se utiliz6 una balanza con
infrarrojo METTLER TOLEDO HX 204 MOISTURE ANALYZER. Se colocé en el
equipo 1 g de muestra. Esta determinacion se realizo por triplicado. Las condiciones
de trabajo del equipo fueron: 150 °C en la lampara y un criterio de secado promedio

de 1 mg/50seg.
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2.2.2.2 Calcinacién de las muestras

Se utilizaron crisoles de porcelana, los mismos que se llevaron a peso constante en
una mufla NABERTHERM por 4 horas a 650 °C, pasado este tiempo se dejo enfriar
en un desecador, se registrd el peso del crisol vacio, seguidamente se colocé
aproximadamente 0,6 y 1,0 g de muestra seca que se obtuvo en el paso 2.2.2.1 y se
registro el peso final (muestra mas crisol). Luego se llevaron estas muestras una
mufla NABERTHERM para su incineracion a 650 °C por 8 horas hasta obtener
cenizas. Finalmente se dejo enfriar los crisoles con las cenizas en un desecador y se

peso para tener el peso final.

2.2.2.3 Digestion 4cida de las cenizas

A las cenizas obtenidas en el paso 2.2.2.2 se les afiadio 500 pL de &cido clorhidrico y
250 pL de acido nitrico, ambos concentrados y se dejé reposar por 15 min.

La solucion obtenida fue traspasada a balones de aforo de 25 mL, se utiliz6 jeringas
de 1 mL vy filtros de 0,45 um AGILENT CAPTIVA, ECONO FILTER vy se afor6 a
25 mL con acido nitrico 0,14 M. Estas soluciones fueron envasadas en frascos

plasticos con tapa para su posterior analisis.

2.2.2.4 Elaboracion de curvas de calibracién de calcio, hierro y magnesio

Para elaborar las curvas de calibracion se utilizaron patrones estandares
monoelementales para absorcion atomica de calcio, hierro y magnesio cada uno de
1000 mg-L* AccuStandard en HNO3 5%.

A partir de las soluciones estandar se prepararon soluciones intermedias de 50 mg/L
para hierro y calcio y de 12 mg/L para magnesio, aforadas con &cido nitrico 0,14 M.
Para luego ser diluidas en distintas concentraciones (soluciones patron).
Concentraciones para hierro (Fe): 0,10; 0,50; 1,00; 1,50 y 2,00 mg/L.
Concentraciones para magnesio (Mg): 0,06; 0,12; 0,24; 0,36 y 0,48 mg/L.
Concentraciones para calcio (Ca): 0,50; 1,00; 1,50; 2,00 y 4,00 mg/L.

El blanco que se utilizé para medir hierro fue acido nitrico 0,14M, mientras que el

blanco y las muestras para medir calcio (Ca) y magnesio (Mg) se utilizé cloruro de
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lantano al 1% p/v aforado con &cido nitrico 0,14 M. Las curvas tipicas del calibrado
se muestran en el ANEXO E.

2.2.2.5 Determinacién de minerales

La medicion de los micronutrientes se realizd en el espectrémetro de absorcion
atobmica AA500 mediante el método de la llama utilizando un mechero de
aire/acetileno. Las condiciones instrumentales para la lectura de cada elemento se

detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones instrumentales para la lectura de hierro, calcio y magnesio en
el equipo de absorcion atomica

Parametros de Hierro (Fe) Calcio (Ca) Magnesio (Mg)
analisis
Linea analitica 248,3 nm 422,7 nm 285,2 nm
Banda ancha 0,2nm 0,4 nm 0,4 nm
Factor de filtro 1,0 1,0 1,0
Corriente de la 5,0 ma 5,0 ma 5,0 ma
lampara
Tiempo de 3,0 sec 3,0 sec 3,0 sec
integracion
Fondo/Ambiente D2/SR Ninguno/SR D2/SR
Tipo de flama Aire/Aceliteno N20O/Aceliteno Aire/Aceliteno
Ajuste de llama Azul oxidante Rojo reductor Azul oxidante
Sensibilidad 0,05 mg/L 0,01mg/L 0,003mg/L
Limite de 0,0046 mg/L 0,0042 mg/L 0,0018 mg/L
deteccion

Intervalo lineal 0,03-8,00 mg/L 0,02-2,00 mg/L 0,007-0,4 mg/L

Tomado del manual de Usuario del Equipo de Absorcion Atdmica

Para poner a punto el equipo, se encendi6 la computadora, el compresor y el
extractor de aire, se abri6 el tanque de acetileno, se inicio6 el software y se configurd

con los parametros caracteristicos de cada elemento establecidos en el Analytical
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Cookbook PG Instruments espectrometro de absorcion atomica AA500, se coloco la
lampara especifica para cada metal, finalmente se encendié la llama para iniciar con
el analisis.

Las soluciones fueron inyectadas por el capilar que esta en la parte lateral del equipo,
primero se elabora la curva de calibracion de la siguiente manera: se inyecta el
blanco, seguidamente las soluciones patron preparadas en el punto 2.2.2.4 de menor
a mayor concentracion, finalmente se aspiran las soluciones problema para medir sus

absorbancias.

Las mediciones se realizaron con 10 réplicas con tres lecturas de absorbancia cada
una, para medir .
Nota: algunas muestras necesitaron ser diluidas para ajustar los valores de

absorbancia a los de la curva de calibracion.

2.2.2.6 Cuantificacion de minerales

La concentracion de los metales analizados (Ca, Fe y Mg) fueron reportados en mg
de mineral/Kg de harina en base seca, para lo cual se tomd en cuenta: la curva de
calibracion, la ecuacion de la recta, las diluciones y el peso inicial de muestra en base

seca.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DESENGRASADO DE HARINAS

En la tabla 2. se presenta el contenido de grasa de las harinas de gandul verde, gandul
maduro, zarandaja P1 y P2 que fueron desengrasadas en el extractor de grasa Velp
Scientifica SER 148, se utilizd el método 2003.06 de la AOAC, (2006) que es
especifico para la extraccion de grasa en granos de cereales descrito en el apartado
2.2.1.1.1.

Tabla 2. Contenido de grasa en las harinas estudiadas

) Gandul Zarandaja
Harinas

Verde Maduro Proveedor1  Proveedor 2
Contenido de grasa (%) 2,27 £0,001 1,46 +0,001 1,10 £0,001 0,90 +0,002

Los valores estan expresados como la media de 2 réplicas + la desviacion estandar.

El contenido de grasa de las harinas estudiadas son comparables con los resultados
de Amaya y Benitez, (2006) que presentaron 1,7%, Vasquez (2017) reporté 1,8% y
Navarro, Restrepo y Pérez (2014) encontraron 2,03% de grasa para gandul.
Mientras que para zarandaja Guarnizo (2014) presentd el 1% y Galarza (2016)

report6 0,67% de grasa.

3.2 CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS (AZUCARES
REDUCTORES, TOTALES Y ALMIDON) MEDIANTE EL METODO DEL
ACIDO 3,5 DINITROSALICILICO (DNS)

En la cuantificacién de carbohidratos se elaboré una curva estandar de glucosa entre
0,2 y 2,0 mg/mL obteniendo la Ecuacion 1 que se utiliz6 para cuantificar los

carbohidratos en sus diferentes analisis.

y = 0,5619x — 0,0102 Ecuacion 1

Donde: y: absorbancia medida a 540nm, x: concentracion de glucosa en [mg/mL]
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Se utiliz6 el método del DNS que es un método espectrofotométrico de alta
sensibilidad basado en una reaccion redox entre el DNS y los azlcares reductores.
Las harinas fueron previamente desengrasadas para evitar las interferencias que
ocasionan las muestras intensamente coloreadas o con grasa (Gil, Bocourt y
Maqueira, 2006).

En la tabla 3. se presentan los resultados obtenidos en los diferentes analisis de
carbohidratos, los valores de las concentraciones de los carbohidratos se presentan en

g de carbohidratos por 100g de harina.

Tabla 3. Contenido de azucares reductores, sacarosa, aziicares totales y almidén

AzUcares

AzUcares Almidon
Reductores
HARINAS (%) Sacarosa (%)  totales (%) (%)
0

CHOCHO 0,15+0,01 3,83 40,11 7,06 +0,14 3,08 +0,30
GANDUL

0,89+0,02 0,38 +0,03 0,70 +0,06 42,88 +1,32

VERDE

GANDUL

0,45+0,03 2,37 +0,22 2,72 +0,25 41,53 +0,66
MADURO

ZARANDAJA P1 0,22+0,01 1,92 £0,16 2,24 +0,23 32,26 +1,18
ZARANDAJA P2 0,27+0,01 2,13 +0,11 2,03 +0,26 40,56 +1,77

Los valores presentados en esta tabla representan la media de 2 réplicas con 3 medidas de

absorbancia cada una (Ver ANEXO D), + la desviacion estandar. P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2.

El contenido de carbohidratos de las diferentes matrices es comparable con
resultados de estudios anteriores. Para chocho Caicedo et al. (2010) obtuvieron para
azUcares totales 6,45% y almiddn 2,99%, Reyes et al. (2009) en las Tablas Peruanas

de composicidn de alimentos reportaron 12,9% de carbohidratos totales.

Para gandul la FAO, (2016) reporta que tiene 43,2% de carbohidratos y 1,5% de

fibra y Amaya y Benitez, (2006) reportan en la tabla de andlisis quimico que la
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cantidad de carbohidratos es de 47,8% vy fibra cruda de 6,4% y para gandul verde
reportan 7,0% de fibra cruda.

Para zarandaja Reyes et al., (2009) en la tabla de composicion de alimentos peruana
reportan que tiene 37,1% de carbohidratos disponibles y 62,0% de carbohidratos
totales y Galarza, (2016) reporta que tiene 61,41% de carbohidratos totales y
12,35% de fibra cruda.

El almidon vy la fibra alimentaria presente en las leguminosas son variables desde el
punto de vista metabdlico ya que algunas son absorbidas rapidamente y otras son
resistentes a la digestion (polisacaridos amilaceos, celulosa y almiddn resistente), la
cantidad de fibra, almidon y almiddn resistente varia dependiendo del tipo de
leguminosa, el estado de maduracion, el tipo de suelo y el tiempo de cosecha
(Sarmento, 2012).

Las leguminosas analizadas presentan un porcentaje alto de carbohidratos, que es la
principal forma de almacenamiento de glucosa en las plantas, los datos bibliograficos
de carbohidratos de las diferentes matrices reportadas en las TCA y otros trabajos
investigativos fueron calculados por diferencia, un ejemplo claro es la TCA peruana
descrita por Reyes et al. (2009) en donde la estimacion de los carbohidratos totales
y carbohidratos disponibles los determina por diferencia (Ecuaciones 2 y 3) sus
resultados son comparables con los obtenidos en este trabajo que fueron realizados
para el andlisis de azUcares reductores en medio acuoso (Mensah et al., 2016),
hidrolisis enzimatica de sacarosa con invertasa (Timerman, 2012), azUcares totales
por hidrolisis &cida y la hidrdlisis enzimatica del almidon con las enzimas o-amilasa
y amiloglucosidasa descritos por Adrian et al. (2000), el conjunto de estos analisis
es especifico para carbohidratos disponibles.

CT =100—- (P + Gr+ agua + C+ OH) Ecuacion 2.
CD(g) = 100 — (P+ Gr + agua + C + OH + FD) Ecuacion 3

Donde: CT: Carbohidratos totales, CD: carbohidratos disponibles, P: proteina, Gr: grasa, C:
Ceniza, OH: alcohol, FD: fibra dietaria.
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3.3 ANALISIS DE HIERRO (Fe), CALCIO (Ca) y MAGNESIO (Mg) EN LAS
HARINAS

Se prepararon diariamente curvas de calibrado a partir de patrones acuosos
monoelementales, en el ANEXO E se muestra una curva tipica del calibrado para

cada elemento, las ecuaciones para cada elemento mineral que se utilizaron fueron.

y = 0,3268x + 0,0007 Ecuacion 4

Donde: y: absorbancia medida a 248,3nm, x: concentracion de calcio en [mg/L]

y = 0,1669x + 0,0076 Ecuacion 5

Donde: y: absorbancia medida a 422,7 nm, x: concentracion de hierro en [mg/L]

y = 1,3919x + 0,0074 Ecuacion 6

Donde: y: absorbancia medida a 285,2 nm, x: concentracién de magnesio en [mg/L]

La concentracién de calcio, hierro y magnesio se obtuvo a partir de la comparacion
directa de la sefial de la muestra frente a las sefales de las curvas de calibracion. Los
valores de las concentraciones de los micronutrientes se indican en la Tabla 4, estan

reportados en mg de metal por Kg de harina seca.

Tabla 4. Concentracion de calcio (Ca), hierro (Fe) y magnesio (Mg)

[Ca] mg Ca/Kg [Fe] mg Fe/Kg [Mg] mg Mg/Kg
Chocho 471,0 £36,0 129,1+12,0 2586,8 + 157,6
Gandul verde 6379,2+ 220,0 48,5+ 4,0 1343,3+ 28,0
Gandul maduro  4620,0 £ 277,1 56,4 + 45 1222,4 £ 45,5
Zarandaja P1 1236,3 £ 51,7 82,5+9,0 1908,4 + 184,6
Zarandaja P2 670,8 + 33,4 92,7+6,8 1458,6 + 26,8

Los valores presentados en esta tabla representan el promedio de las 10 réplicas con 3 mediciones +

la desviacién estandar. P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2.

En la TCA peruana Reyes et al. (2009) reportan para el chocho 540 mg/Kg de
muestra para calcio y 23 mg/Kg de hierro, mientras que en un estudio realizado por

Ortega, Rodriguez y Zamora (2010) para la caracterizacion del chocho sembrado
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en los Andes de Colombia reportan para el cotiledon de chocho 400mg/Kg de calcio,
3500mg/Kg de Magnesio y 58 mg/Kg de hierro.

Para las harinas de gandul, la TCA Peruana reporta que el gandul seco tiene 1140
mg/Kg de Ca, y 29 mg/Kg de hierro (Reyes et al., 2009), la FAO, (2016) en la
revista titulada “Legumbres Semillas nutritivas para un futuro sostenible” reporta que
tiene hierro 47mg/Kg y magnesio 1830 mg/Kg y la TCA de Centroamérica reporta
que el gandul seco tiene calcio 1300 mg/Kg, hierro 52,3 mg/Kg y magnesio 1830
mg/Kg, mientras que el gandul de grano verde tiene 420 mg/Kg de calcio, 16 mg/Kg
de hierro y 680 mg/Kg de magnesio (Menchu y Méndez, 2007).

Para las harinas de zarandaja la TCA peruana reporta 670 mg/Kg de calcio y 64
mg/Kg de hierro (Reyes et al., 2009) y Guarnizo (2014) en el cuadro de analisis de
la composicidn quimica reporta 73 mg/Kg de hierro y 460 mg/Kg de calcio.

La TCA de Centroamérica aclara que los productos vegetales o derivados, el
contenido nutricional de los alimentos esta en funcion del clima, suelo, grado de
maduracion al ser cosechado y la variedad cultivada (M. Menchu y Méndez, 2007),
esta diferencia de micronutrientes y carbohidratos se puede apreciar en los datos
reportados para gandules y zarandaja por la TCA peruana y la TCA
centroamericana, ya que estas leguminosas fueron cosechadas en ubicaciones

geograficas y climas distintos.
En la tabla 5 se presenta una TCA de las harinas de chocho, gandul y zarandaja,

basada en los resultados obtenidos en los diferentes andlisis de carbohidratos y

minerales.
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Tabla 5. Tabla de composicion de alimentos TCA de las harinas de chocho, gandul y

zarandaja
Grasa Azlcares AzUcares [Ca] [Fe] [Mg]

HARINAS Reductores Sacarosa totales Almidén mg mg mg
(%) (%) (%) (%0) Ca/Kg Fe/lKg Mg/Kg
CHOCHO - 0,15 3,83 7,06 3,08 4710 1291 2586,8
GANDUL VERDE 2,27% 0,89 0,38 0,70 42,88 6379,2 485 13433
GANDUL MADURO 1,46% 0,45 2,37 2,72 41,53 46200 56,4 12224
ZARANDAJAP1  1,10% 0,22 1,92 2,24 32,26  1236,3 825 1908,4
ZARANDAJA P2  0,90% 0,27 2,13 2,03 40,56 670,8 92,7 1458,6

Los valores de esta tabla representan la cantidad de grasa y carbohidratos en g por 100g de harina y

la cantidad de mineral por Kg de harina, Ca: calcio, Fe: hierro, Mg: magnesio, P1: proveedor 1, P2:

proveedor 2.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se evalud el contenido de carbohidratos y de minerales calcio (Ca), hierro
(Fe) y magnesio (Mg) en harinas de chocho (Lupinus mutabilis), gandul
maduro y verde (Cajanus cajan) y zarandaja (proveedor 1, (P1) y proveedor
2, (P2)) (Lablab purpureus), a través de metodologias de alta sensibilidad
como la prueba de DNS para carbohidratos y la espectrofotometria de

absorcion atomica para metales.

Se adecu6 una metodologia especifica para cada los diferentes tipos de
carbohidratos que tienen las harinas estudiadas, para lo cual se realizé una
extraccion en medio acuoso para azlcares reductores, hidrolisis con invertasa
para sacarosa, ruptura de carbohidratos en medio acido para azUcares totales e

hidrélisis enzimatica con o amilasa y amiloglucosidasa para almidén.

Se cuantificd el porcentaje de carbohidratos disponibles de las harinas de
chocho (Lupinus mutabilis), gandul maduro y verde (Cajanus cajan) y
zarandaja (proveedor 1, (P1) y proveedor 2, (P2)) (Lablab purpureus) a
través de la sumatoria de los resultados de los andlisis de carbohidratos
(azlcares reductores, azucares totales y almidon) se empleé para su

cuantificacion una curva estandar de glucosa.

Se determind el contenido de los elementos minerales calcio (Ca), hierro (Fe)
y magnesio (Mg) en las harinas de chocho (Lupinus mutabilis), gandul
maduro y verde (Cajanus cajan) y zarandaja (proveedor 1, (P1) y proveedor
2, (P2)) (Lablab purpureus) con el método de espectrofotometria de

absorcion atomica utilizando una curva patron para cada mineral.
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Se elabor6 una tabla de composicion de alimentos (carbohidratos y
minerales) la misma que describe la concentracion porcentual de
carbohidratos (g de carbohidratos/100 g de muestra) y la concentracion de los
metales calcio, hierro y magnesio (mg de metal/Kg de muestra) la TCA se

puede observar en la Tabla 5.

4.2 RECOMENDACIONES

Se puede realizar una investigacion de la digestibilidad y la caracterizacion
del almidon ademas de un estudio de la cantidad de celulosa para identificar
las posibles diferencias existentes entre harinas de leguminosas maduras y

verdes.

Realizar este tipo de analisis con otras harinas del ecuador y completar la

TCA propuesta.
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ANEXOS



ANEXO A
DESENGRASADO DE HARINAS

Tabla 6. Datos de la cuantificacion de grasa de las harinas estudiadas

Réplicas| W. W. w.Vaso + | w.Vaso+ | w.Dedal+ | w.Muestra | grasa |promedio|Desv.| coef.
Dedal | Harina | nucleo nacleo muestra | desengrasada de est Var
(9) (9) inicial (g) | final (g) |desengrasada grasa
Chocho 1 3,135 2,520 74,400 74,408 5,511 2,376 0,302 0,375 |0,103| 27,596
2 3,190 2,501 74,391 74,402 5,581 2,391 0,448
Gandul verde 1 3,382 2,557 74,364 74,420 5,690 2,309 2,167 2,269 |0,145| 6,378
2 3,489 2,505 74,362 74,422 5,766 2,277 2,371
Gandul maduro 1 3,263 2,537 74,287 74,322 5,556 2,293 1,396 1,463 |0,095| 6,510
2 3,264 2,490 74,273 74,311 5,445 2,181 1,530
Zarandaja P1 1 3,076 2,551 76,410 76,438 5,377 2,301 1,098 1,100 |0,004| 0,365
2 3,071 2,529 75,170 75,198 5,352 2,281 1,103
Zarandaja P2 1 3,632 2,507 73,098 73,116 5,938 2,306 0,742 0,895 |0,217| 0,242
2 3,693 2,499 74,986 75,012 5,990 2,298 1,049

La harina de chocho fue entregada desengrasada. P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2. W: masa, Desv Est: Desviacién estandar, Coef. Var: Coeficiente de variacién.




ANEXO B

Tabla 7. Datos para la elaboracion de la curva estandar de glucosa

Volumen | Peso de | Volumen | peso total. concentracion | absorbancia
desol. de | sol.de |deH.O | (g) [mg/ml] (540nm)
glucosa | glucosa. | (mL)
(mL) (9)
0 0 1 1 0 0
0,100 0,099 0,900 0,988 0,201 0,099
0,200 0,197 0,800 0,986 0,400 0,213
0,300 0,290 0,700 0,981 0,592 0,316
0,400 0,391 0,600 0,977 0,801 0,440
0,500 0,493 0,500 0,987 0,998 0,560
0,600 0,598 0,400 0,987 1,211 0,672
0,700 0,686 0,300 0,987 1,391 0,773
0,800 0,804 0,200 1,007 1,597 0,901
0,900 0,894 0,100 0,996 1,794 1,000
1,000 0,979 0,000 0,979 2,000 1,096
CURVA DE GLUCOSA
1.2
g 1,0
308
S 06 y =0,5619x - 0,0102
= R?=0,9994
< 04
§ 0,2
< 0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

GLUCOSA (mg/mL)

Figura 1 Curva de glucosa

La gréfica de la curva de glucosa muestra la correlacion que existe entre la concentracion de glucosa

[mg/mL] y la absorbancia (540nm). En la ecuacion 3 se observa lo siguiente:
A=m*C+B ecuacion 3.
Donde: A: Absorbancia medida a 540nm, m: Pendiente de la ecuacién de la curva de

calibracion, C: Concentracion (mg/mL), B: Intercepto de la curva de calibracion.



ANEXO

C

Tabla 8. Datos obtenidos para la extraccion de azlcares

Réplicas | W. w. Muestra | W. W. Muestra | w. De
Dedal | desengrasada | Muestra sin azucares | aforo
@ |@©@ sin (9) (9)
azucares +
dedal (g)
Chocho 1| 3,135 2,376 5,0343 1,899 | 10,0353
2| 3,190 2,3908 5,0393 1,849 | 10,1413
Gandul 1| 3,382 2,3086 5,6023 2,221 | 10,0063
verde 2| 3,489 2,2773 5,6381 2,149 | 10,7661
Gandul 1| 3,263 2,2925 5,4108 2,147 | 10,0997
maduro 2| 3,264 2,1812 5,41 2,146 | 10,0498
Zarandaja 1| 3,076 2,3006 5,2382 2,162 | 8,1075
P1 2| 3,071 2,2811 5,1855 2,115 | 8,0848
Zarandaja 1| 3,632 2,3055 5,7398 2,108 | 10,0263
P2 2| 3,693 2,2977 5,8755 2,183 | 10,0263
Donde: P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2. W: masa, Desv Est: Desviacion estandar, Coef.Var:

Coeficiente

de

32

variacion.




ANEXO D

DATOS OBTENIDOS PARA EL ANALISIS DE AZUCARES REDUCTORES, TOTALES, SACAROSA Y ALMIDON

Tabla 9. Datos obtenidos para el anélisis de azucares reductores

H.sin Absorbancia AzUcares Reductores (%) | prom | desv | coef.
grasa R1 R2 R3 edio . var.
(9) est.
CHOCHO | 0,2070 | 0,009 | 0,007 | 0,007 | 0,155 | 0,139 | 0,139 | 0,45 | 0,01 | 6,33
GANDUL | 0,1000 | 0,037 | 0,039 | 0,038 | 0,879 | 0,917 | 0,899 | 0,89 | 0,02 | 1,87
VERDE
GANDUL | 0,0993 | 0,012 | 0,016 | 0,014 | 0,409 | 0,483 | 0,446 | 0,45 | 0,03 | 6,07
MADURO
ZARAND | 0,1069 | 0,014 | 0,015 | 0,015 | 0,216 | 0,225 | 0,226 | 0,22 | 0,01 | 2,33
AJA P1
ZARAND | 0,2013 | 0,009 | 0,009 | 0,010 | 0,305 | 0,295 | 0,296 | 0,30 | 0,01 | 3,19
AJA P2

Donde: H: harina, R: réplica, %: g de azucar/100g de muestra, P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2. W: masa, Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de

variacién



Tabla 10. Datos obtenidos en el andlisis de azucares reductores luego de la hidrélisis con invertasa

Dilucién | Absorbancia Azulcares Reductores (%) | promedio | desv. | coef.
R1 R2 R3 est. var.
CHOCHO 7,974 | 05410532 | 0,523 | 3,796 | 3,734 | 3,672
8,007 | 0,548 | 0,544 0552 | 3,927 | 3,899 | 3,955 3,831 0,114 | 2,983
GANDUL 1,000 | 0,095 |0,091|0,094| 0,359| 0,345| 0,355
VERDE 1,000 | 0,099 | 0,098 | 0,101 | 0,399 | 0,395| 0,406 | 0,376 0,026 | 6,994
GANDUL 8,147 | 0,306 | 0,306 | 0,302 | 2,183 | 2,183 | 2,155
MADURO 8,006 | 0,361 | 0,354 | 0,348 | 2,613 | 25564 | 2,522 2,370 0,217 | 9,165
ZARANDAJA 8,170 | 0,314 | 0,311 | 0,315 1,771 1,755 1,777
P1 8,053 | 0,368 | 0,365 | 0,365 | 2,077 | 2,061 | 2,061 1,917 0,164 | 8,550
ZARANDAJA 7,985 | 0,295 0,308 | 0,316 2,124 2,214 2,270
P2 8,232 | 0,295 {0,270 | 0,268 | 2,184 | 2,005| 1,990 | 2,131 0,114 | 5,337

Donde: R: Réplica, %: g de azlcar/100g de muestra, P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2, Desv Est: Desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacion
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Tabla 11. Datos obtenidos en el analisis de azUcares totales

Dilucién | V.Aforo Absorbancia Azlcares Reductores (%) | promedio | desv. | coef.
R1 R2 R3 est. var.
CHOCHO 5,057 2,009 | 0,854 0,843 0,824 7,176 7,000 6,842
5,105 2,016 | 0,825 0,844 0,853 6,974 7,134 7,210 | 7,056 0,142 2,006
GANDUL VERDE 5,126 2,020 | 0,151 0,150 0,149 | 0,614 0,610 0,606
5,251 2,019 | 0,158 0,155 0,160 0,729 0,715 0,738 | 0,669 0,064 | 9,633
GANDUL 5,096 2,026 | 0,614 0,606 0,599 | 2,526 2,493 2,464
MADURO 5,005 2,016 | 0,719 0,730 0,710 2,947 2,992 2,910 | 2,722 0,251 | 9,235
ZARANDAJA P1 5,248 2,109 | 0,671 0,645 0,645 2,087 2,006 2,006
5,060 2,026 | 0,797 0,776 0,810 2,458 2,393 2,498 | 2,241 0,233 | 10,375
ZARANDAJA P2 5,144 2,073 | 0,589 0,587 0,592 2,262 2,254 2,273
5,295 2,160 | 0,458 0,458 0,455 1,794 1,794 1,782 | 2,026 0,259 12,801

Donde: V: Volumen, R: réplica, %: g de azlicar/100g de muestra, P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2, Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacion
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Tabla 12. Datos obtenidos en el analisis de almidon

W. harina V. Absorbancia Almidon (%)
HARINA sin Aforo R1 R2 R3 Promedio | Desv. est | Coef.Var
azucar(mg) | (mL)
CHOCHO (1) 101,2 4,987 0,408 | 0,424 | 0,426 2,839 2,947 | 2,961 3,079 0,296 9,626
CHOCHO (1) 111,0 5,0099 | 0,437 | 0,422 | 0,424 2,771 2,678 | 2,691
CHOCHO (2) 105,2 49956 | 0,493 | 0,509 | 0,500 | 3,230 | 3,333 | 3,275
CHOCHO (2) 101,3 4,935 0,490 | 0,510 | 0,520 3,298 3,430 | 3,496
GANDUL VERDE (1) 58,5 20,0077 | 0,773 | 0,800 | 0,804 | 42,327 | 43,786 | 44,002 42,880 1,321 3,081
GANDUL VERDE (1) 52,3 20,0117 | 0,666 | 0,707 | 0,673 | 40,930 | 43,411 | 41,353
GANDUL VERDE (2) 54,6 19,954 | 0,717 | 0,731 | 0,725 | 41,501 | 42,300 | 41,957
GANDUL VERDE (2) 57,8 20,0106 | 0,816 | 0,791 | 0,809 | 44,911 | 43,552 | 44,531
GANDUL MADURO (1) 57,0 20,0016 | 0,737 | 0,742 | 0,748 | 40,589 | 40,860 | 41,186 | 41,529 0,658 1,584
GANDUL MADURO (1) 58,5 20,0142 | 0,774 | 0,787 | 0,789 | 41,487 | 42,175 | 42,281
GANDUL MADURO (2) 61,8 20,0168 | 0,785 | 0,801 | 0,798 | 40,616 | 41,433 | 41,280
GANDUL MADURO (2) 63,4 19,9817 | 0,830 | 0,845 | 0,839 | 41,748 | 42,493 | 42,195
ZARANDAJA P1 (1) 52,7 14,9387 | 0,717 | 0,732 | 0,779 | 32,021 | 32,681 | 34,751 32,258 1,184 3,671
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ZARANDAJA P1 (1) 52,7 15,0108 | 0,752 | 0,733 | 0,709 | 33,984 | 33,137 | 32,067
ZARANDAJA P1 (2) 52,5 14,9967 | 0,698 | 0,717 | 0,716 | 31,062 | 31,895 | 31,852
ZARANDAJA P1 (2) 54,0 15,0247 | 0,708 | 0,718 | 0,722 | 30,871 | 31,300 | 31,472
ZARANDAJA P2 (1) 53,7 15,0152 | 0,881 | 0,885 | 0,897 | 38,331 | 38,503 | 39,019 40,557 1,773 4,372
ZARANDAJA P2 (1) 51,1 14,9757 | 0,866 | 0,861 | 0,857 | 39,533 | 39,307 | 39,127
ZARANDAJA P2 (2) 51,2 14,9963 | 0,908 | 0,909 | 0,892 | 43,008 | 43,055 | 42,259
ZARANDAJA P2 (2) 52,1 15,0227 | 0,885 | 0,905 | 0,902 | 40,950 | 41,865 | 41,728

Donde: W. masa, V: Volumen, R: réplica, %: g de almidén/100g de muestra, P1: Proveedor 1, P2: Proveedor 2, Desv Est: desviacién estdndar. Coef. Var: Coeficiente de

variacion
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ANEXO E

DATOS OBTENIDOS PARA ANALISIS DE HIERRO (Fe), MAGNESIO (Mg)

Y CALCIO (Ca)

Tabla 13. Condiciones instrumentales del equipo para cada elemento

Parametros de analisis Hierro (Fe) Calcio (Ca) Magnesio (Mg)
Linea analitica 248,3 nm 422,7 nm 285,2 nm
Banda ancha 0,2 nm 0,4 nm 0,4 nm

Factor de filtro 1,0 1,0 1,0

Corriente de la lampara 5,0 ma 5,0 ma 5,0 ma

Tiempo de integracién 3,0 sec 3,0 sec 3,0 sec
Fondo/Ambiente D2/SR Ninguno/SR D2/SR

Tipo de flama

Aire/Aceliteno

N20/Aceliteno

Aire/Aceliteno

Ajuste de llama

Azul oxidante

Rojo reductor

Azul oxidante

Sensibilidad

0,05 mg/L

0,01mg/L

0,003mg/L

Limite de deteccién

0,0046 mg/L

0,0042 mg/L

0,0018 mg/L

Intervalo lineal

0,03-8,00 mg/L

0,02-2,00 mg/L

0,007-0,4 mg/L

Tomado del manual de usuario del equipo de absorcién atémica




Curvas de Calibrado para hierro (Fe), calcio (Ca) y magnesio (Mg)

1,400 -

Ca 422,71 nm

1,200

1,000 -

0,800 -

0,600 -
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Figura 2. Curva de calibracion de calcio a partir de patrones acuosos medido a
422,72 nm.
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Figura 3. Curva de calibracion de hierro a partir de patrones acuosos medido a
248,35 nm.
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Figura 4. Curva de calibracion de magnesio a partir de patrones acuosos medido a
285,24 nm
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Resultados obtenidos en la determinacién de micronutrientes

Tabla 14. Resultados obtenidos en la determinaciéon de micronutrientes en harina de
chocho

Chocho, mg metal/kg Harina seca
Calcio | Hierro Magnesio Cenizas % Humedad
491 137,3 2600 4,56% 8,00%
435 146,1 2617 4,46% 8,20%
433 119,7 2612 4,35% 8,16%
480 121,4 2335 4,34%
515 120,9 2771 4,47%
Promedio 471 129 2587 4,43% 8,12%
Desv.est 36 12 158 0,09% 0,11%
Coefvar. | 7,6% 9,3% 6,1% 2,0% 1,3%

Donde: Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacion

Tabla 15. Resultados obtenidos en la determinacion de micronutrientes en harina de
gandul verde

Gandul verde, mg metal/kg Harina seca
Calcio Hierro Magnesio Cenizas % Humedad
6208 48,7 1334 3,86% 9,21%
6657 44 4 1303 3,87% 9,23%
6115 46,5 1353 3,96% 8,88%
6509 55,1 1347 3,81%
6408 48,0 1379 3,91%
Promedio | 6379 49 1343 3,88% 9,11%
Desv.est 220 4 28 0,05% 0,20%
Coef.var. | 3,4% 8,3% 2,1% 1,4% 2,2%

Donde: Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacién
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Tabla 16. Resultados obtenidos en la determinacion de micronutrientes en harina de
gandul maduro

Gandul maduro, mg metal/kg Harina seca
Calcio | Hierro Magnesio Cenizas % Humedad
4576 53,2 1246 4,23% 9,69%
5074 51,0 1292 4,32% 9,48%
4342 56,7 1194 4,34% 9,52%
4474 62,2 1188 4,18%
4634 58,9 1192 4,33%
Promedio | 4620 56 1222 4,28% 9,56%
Desv.est 277 4 45 0,07% 0,11%
Coef.var. | 6,0% 7,9% 3,7% 1,7% 1,2%

Donde: Desv Est: desviacion estandar. Coef. VVar: Coeficiente de variacion

Tabla 17. Resultados obtenidos en la determinacion de micronutrientes en harina de
zarandaja proveedor 1

Zarandaja proveedor 1, mg metal/kg Harina seca
Calcio Hierro Magnesio Cenizas % Humedad
1220 74,0 2237 3,83% 10,29%
1169 76,7 1852 3,85% 9,80%
1286 77,8 1816 3,90% 9,84%
1215 95,0 1811 3,86%
1291 89,0 1826 3,86%
Promedio 1236 83 1908 3,86% 9,98%
Desv.est 52 9 185 0,03% 0,27%
Coef.var. 4,2% 10,9% 9,7% 0,7% 2, 7%

Donde: Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacion
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Tabla 18. Resultados obtenidos en la determinacion de micronutrientes en harina de
zarandaja Proveedor 2

Zarandaja proveedor 2, mg metal/kg Harina seca
Calcio | Hierro Magnesio Cenizas % Humedad
658 89,8 1411 3,31% 10,57%
708 93,8 1473 3,35% 10,05%
660 84,3 1467 3,21% 9,84%
700 102,9 1472 3,42%
627 92,8 1470 3,27%
Promedio 671 93 1459 3,31% 10,15%
Desv.est 33 7 27 0,08% 0,38%
Coefvar. | 5,0% 7,3% 1,8% 2,4% 3, 7%

Donde: Desv Est: desviacion estandar. Coef. Var: Coeficiente de variacion
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Tabla 19. Datos obtenidos de pesos de crisoles, cenizas y concentracion de
micronutrientes

# Wc+ Wc+ % | Cantidad
Har | Cris | W crisol | muestra| ceniza | ceniz | de harina [Og [Og [Og
ina |ol (9) (9) (@) as (@) Fe/g] | Calg] | Ma/g]
4,53
1 117,7 431,9 2663,5
24,9021 | 25,5022 | 24,9293 | % 0,6001
4,58
2 157,0 550,3 2535,9
26,0915 | 26,6947 | 26,1191 | % 0,6032
4,43
3 128,4 499,1 2756,2
25,9685 | 26,5753 | 25,9954 | % 0,6068
4,69
4 163,8 3715 2477,2
24,7335 | 25,3384 | 24,7619 | % 0,6049
4,37
5 120,3 395,1 2611,7
2 23,6864 | 24,2883 | 23,7127 | % 0,6019
(&)
2 4,33
O 6 119,0 471,0 2612,0
25,3720 | 25,9777 | 25,3983 | % 0,6057
4,36
7 124,9 499,8 2334,6
24,8909 | 25,4930 | 24,9171 | % 0,6021
4,32
8 117,9 460,3 2334,0
25,3086 | 25,9109 | 25,3346 | % 0,6023
4,50
9 122,4 527,2 2771,3
25,3504 | 25,9572 | 25,3777 | % 0,6068
4,44
10 119,5 503,5 2770,0
25,1676 | 25,7774 | 25,1946 | % 0,6098
3,78
1 45,8 6239,8 | 1318,5
24,8992 | 25,5573 | 24,9241 | % 0,6581
S 3,94
o 2 51,5 6175,6 | 1349,3
= 26,0905 | 26,6965 | 26,1144 | % 0,6060
©
S 3,84
) 3 45,4 5940,0 | 1278,0
25,9654 | 26,5648 | 25,9884 | % 0,5994
4 | 24,7323 | 25,3139 | 24,7550 | 3,90 0,5816 43,4 7373,4 | 1328,2
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%

3,93

5 433 | 63287 | 14048
23,6871 | 24,3036 | 23,7113 | % | 0,6165
3,97
6 49,7 | 5902,0 | 1301,7
25,3469 | 25,9887 | 253724 | % | 0,6418
3,76
7 62,6 | 6364,1 | 1376,5
24,8868 | 25,4820 | 24,9092 | % | 0,5952
3,86
8 476 | 66535 | 13174
25,3051 | 25,9086 | 25,3284 | % | 0,6035
4,05
9 51,8 | 6088,6 | 1324,3
25,3688 | 25,9984 | 253943 | % | 0,629
3,74
10 442 | 6726,7 | 14346
25,1661 | 25,7698 | 25,1887 | % | 0,6037
422
1 532 | 4761,1 | 1236,9
25,5630 | 26,1627 | 255883 | % | 0,5997
4,24
2 532 | 4390,5 | 1256,0
25,6789 | 26,2515 | 257032 | % | 05726
4,41
3 52,6 | 5380,0 | 1214,9
24,8861 | 254887 | 24,9127 | % | 0,6026
4,23
4 49,4 | 47683 | 13682
o 24,8784 | 254772 | 24,9037 | % | 0,5988
>
3 4,41
£ | 5 57,1 | 4721,9 | 1174,7
E 25,0511 | 25,6606 | 250780 | % | 0,6095
3 4,27
O | 6 56,4 | 3961,5 | 1213,6
25,8768 | 26,4827 | 259027 | % | 0,6059
4,16
7 76,1 | 4066,0 | 12250
25,1578 | 25,6698 | 251791 | % | 05120
4,20
8 483 | 48820 | 1151,2
24,5708 | 25,1044 | 245932 | % | 0,5336
431
9 50,0 | 4767,1 | 1176,
24,5559 | 25,1453 | 245813 | % | 0,5894
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4,35

10 679 | 45017 | 12075
251346 | 257436 | 251611 | % | 0,6090
3.86
1 769 | 12745 | 26985
249022 | 255134 | 249258 | % | 06112
3.80
2 711 | 11658 | 17765
26,0936 | 26.6887 | 261162 | % | 0,5951
3.03
3 800 | 12141 | 18227
250682 | 26,5692 | 259918 | % | 0,6010
3.78
4 735 | 11242 | 18815
247350 | 253282 | 247574 | % | 05932
2 3.96
S| s 778 | 13390 | 18838
a 23.6867 | 24.2651 | 237096 | % | 05784
g 3.84
c | 6 778 | 12331 | 17475
e 253725 | 259606 | 253951 | % | 0,5881
N
3.86
7 1137 | 11239 | 1807.9
24,8907 | 255439 | 249159 | % | 0,6532
3.86
8 763 | 13065 | 18147
253086 | 259220 | 253323 | % | 0,6134
3.79
9 738 | 13433 | 18362
253499 | 259465 | 253725 | % | 0,5966
3.03
10 1043 | 12386 | 1814,9
251688 | 257724 | 251925 | % | 0,6036
3.36
1 955 | 7941 | 13365
237159 | 243079 | 237358 | % | 0,5920
~ 3.25
> | 2 840 | 5223 | 14852
g 157816 | 16,3725 | 15,8008 | % | 0,5909
S, 3.38
3|3 89,9 | 7332 | 14444
= 24,8885 | 254893 | 249088 | % | 0,6008
|-
N 331
4 977 | 6833 | 15019
24,8808 | 25.4782 | 249006 | % | 05974
5 | 250513 | 25,6444 | 250703 | 320 | 05931 | 832 | 7699 | 15228
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%
3,21
6 85,3 549,9 14111
25,8758 | 26,4713 | 25,8949 % 0,5955
3,43
7 118,5 604,1 1496,9
25,1603 | 25,7781 | 25,1815 % 0,6178
3,41
8 87,2 796,5 14471
24,5667 | 25,1569 | 24,5868 % 0,5902
3,34
9 100,3 698,7 1509,3
24,5574 | 25,1532 | 24,5773 % 0,5958
3,20
10 85,4 555,7 1430,7
25,1360 | 25,7398 | 25,1553 % 0,6038

Donde: W: masa, Wc: masa de crisol, %: Ceniza/100g de muestra,

ANEXO F
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Extraccion de invertasa

Disolver con agitacion moderada, 14 g de levadura en polvo en 50 mL
solucion de bicarbonato de sodio en un frasco con tapa de 100 mL.

Mantener la agitacion por 1 hora e incubar en un bafio termostatizado a 35 °C
por 15 h.

Transcurrido este tiempo, destapar el frasco con cuidado, eliminar los gases
formados.

Refrigerar la suspension de levadura en un bafio con hielo y viértir en cuatro
tubos de centrifuga de 15 mL.

Centrifugar por 30 min a la graduacion 8,5 en la centrifuga de tapa
anaranjada de Analisis de Alimentos.

Recuperar el sobrenadante y almacenar a -80 °C.

ANEXO G
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Preparacion de la solucion de DNS

Para preparar 100 de solucion.

e Disolver (bajo agitacion magnética en una plancha con calentamiento) 1 g de
acido 3,5-Dinitrisalicilico al 98 % en 40 mL de agua destilada mantenida a 40
°C.

e Agregar 20 mL de hidréxido de sodio 2 M y a continuacion (poco a poco) 30
g de tartrato de sodio y potasio.

e Enfriar y aforar a 100 mL con agua destilada.
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