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RESUMEN

El Lupinus mutabilis Sweet, conocido popularmente como “tarwi”, es una leguminosa andina
reconocida por su alto valor nutricional, sin embargo, ha sido poco estudiado en comparacion
con otras especies del género Lupinus. Esta investigacion, de tipo experimental y exploratorio,
tuvo como objetivo principal optimizar la extraccion de alcaloides quinolizidinicos (AQ) del
tarwi y su analisis por espectrofotometria y UHPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Resolucion con detector de arreglo de diodos). Las semillas de cinco variedades de tarwi
(Andenes-TA, Yunguyo-TY, Alta gracia-TAG, Cholo fuerte-TCF, Paton grande-TPG) fueron
caracterizadas a nivel fisico-morfoldgico mostrando diferencias significativas en el peso de 100
granos, tamafio y parametros de color, siendo la variedad TPG la que present6 el mayor peso
(29.73 + 0.46 g), mientras que los pardmetros a* y b* se asociaron con tonalidades rojizas y
amarillentas de las semillas. Se implementaron los métodos de cuantificacion de alcaloides
quinolizidinicos totales (AQT) convencionales como el volumétrico, el espectrofotométrico y
adicionalmente un método basado en una extraccion en dos etapas (acido y alcalino) al cual se
le denomin6 método de Muzquiz adaptado (con deteccion por espectrofotometria). La
aplicacion de estos tres métodos permitid definir que el contenido de AQT es mayor cuando la
extraccion se realiza con tarwi sin desgrasar en comparacion con una muestra desgrasada,
obteniendo un mayor valor con el método de Muzquiz adaptado (3.94+0.02 g de lupanina/100
g en bs, variedad TA sin desgrasar), respecto a los otros métodos. Las mejores condiciones
extraccion de AQ con el método de Muzquiz (extraccion en dos etapas acida y alcalina) y con
deteccion por UHPLC-DAD fueron el uso de una proporcion peso/volumen de 1/5, como
solvente de extraccion el acido tricloroacético (TCA) al 5% y bajo agitacion orbital a 200 rpm
durante 30 minutos, seguida de una extraccion con diclorometano en condiciones alcalinas.

Finalmente se evaluaron las 5 variedades comerciales de tarwi aplicando el método de
extraccion optimizado y con deteccion por UHPLC-DAD, donde la variedad TY present6 la
mayor concentracion de AQT (3.41+0.14 g/100 g bs), con la lupanina como compuesto
predominante (3.79+0.17 g/100 g bs), seguida por un derivado de lupanina y derivados de
esparteina (0.34+0.04 y 0.28+0.004 ¢/100 g bs, respectivamente). No se observé una
correlacion directa entre el contenido de AQT vy el color de las semillas. Esta investigacion
constituye la base para el desarrollo de un método de andlisis de AQ del tarwi en sistemas de
mayor envergadura como por LC-MS, y este método desarrollado podria ser utilizado para la
caracterizacion del tarwi de la diversidad peruana con fines de mejoramiento genético y para

explorar potenciales usos de los AQ.
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ABSTRACT

Lupinus mutabilis Sweet, popularly known as "tarwi," is an Andean legume recognized for its
high nutritional value; however, it has been little studied compared to other species of the genus
Lupinus. This experimental and exploratory research aimed to optimize the extraction of
quinolizidine alkaloids (QAs) from tarwi and their analysis by spectrophotometry and UHPLC-
DAD (Ultra-High Performance Liquid Chromatography with diode array detector). The seeds
of five tarwi varieties (Andenes-TA, Yunguyo-TY, Alta Gracia-TAG, Cholo Fuerte-TCF, and
Paton Grande-TPG) were characterized at the physical-morphological level, showing
significant differences in 100-grain weight, size, and color parameters. The TPG variety
exhibited the greatest weight (29.73 = 0.46 g), while the a* and b* parameters were associated
with reddish and yellowish tones in the seeds. Conventional methods for quantifying total
quinolizidine alkaloids (TQA) were implemented, including volumetric and
spectrophotometric methods, as well as a two-stage extraction method (acid and alkaline) called
the adapted Muzquiz method (with spectrophotometric detection). The application of these
three methods revealed that TQA content is higher when the extraction is performed with
undefatted tarwi compared to a defatted sample, with the adapted Muzquiz method yielding the
highest value (3.94 £ 0.02 g lupanine/100 g dry weight, undefatted TA variety) compared to
the other methods. The best conditions for AQ extraction using the Muzquiz method (two-stage
acid and alkaline extraction) and detection by UHPLC-DAD were the use of a weight/volume
ratio of 1/5, trichloroacetic acid (TCA) at 5% as the extraction solvent and under orbital shaking
at 200 rpm for 30 minutes, followed by extraction with dichloromethane under alkaline
conditions. Finally, the five commercial varieties of tarwi were evaluated using the optimized
extraction method and UHPLC-DAD detection. The TY variety showed the highest
concentration of total AQT (3.41 £ 0.14 g/100 g dry weight), with lupanine as the predominant
compound (3.79 + 0.17 g/100 g dry weight), followed by a lupanine derivative and sparteine
derivatives (0.34 + 0.04 and 0.28 = 0.004 g/100 g dry weight, respectively). No direct
correlation was observed between AQT content and seed color. This research provides the basis
for developing a method for analyzing tarwi AQ in larger-scale systems such as LC-MS. This
developed method could be used to characterize the diversity of Peruvian tarwi for genetic
improvement purposes and to explore potential uses of AQ.

Keywords:

Lupinus mutabilis Sweet, quinolizidine alkaloids, UHPLCDAD.
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INTRODUCCION

El tarwi andino (Lupinus mutabilis Sweet), se ha destacado por ser un alimento esencial
para los pueblos originarios de la sierra desde tiempos pre-hispanicos (1). El tarwi es una
leguminosa con gran valor nutricional debido a su contenido de aminodcidos esenciales,
vitaminas y de minerales como el hierro, zinc, calcio y fosforo; ademas de presentar un alto
contenido proteico en comparacién con la quinua y la soya segun lo reportado por el Instituto
Nacional de Salud (2). A pesar de la importancia cultural para los pueblos indigenas y su aporte
nutricional, el tarwi sigue siendo un cultivo subutilizado a diferencia de otras leguminosas méas
comerciales, por tal motivo, las investigaciones cientificas para la especie Lupinus mutabilis
son muy escasas, en comparacion con otras especies del mismo género (L. albus y L.
angustifolius) (3).

Las semillas de tarwi de la especie Lupinus mutabilis presentan un alto contenido de
alcaloides quinolizidinicos (AQ), entre los méas destacados se encuentran la lupanina, esparteina
y 13-hidroxilupanina (4). La concentracion de AQ varia considerablemente, alcanzando niveles
entre 0.2 a 4.5% como alcaloides totales en base seca (bs) dependiendo de las diferentes
condiciones de cultivo en que se encuentren, el almacenamiento de las semillas, entre otros
factores (5,6); se han reportado estudios que demuestran que el consumo elevado de estos
metabolitos secundarios provocan dafios a nivel del sistema nervioso central (SNC) (7); por tal
motivo, las concentraciones permitidas en términos dietéticos no deben superar los 200 mg/kg
segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (7) y segun la Norma Técnica
Peruana (NTP) (8,9). Sin embargo, también se ha observado que estos compuestos tienen la
capacidad de actuar como repelentes naturales de plagas (10,11) y presentan ciertas propiedades
farmacoldgicas. Se ha reportado que la lupanina tiene una capacidad antihiperglicémica en
modelos in vitro (12), mientras que la esparteina presenta propiedades antiarritmicas (13),
anticonvulsivantes (14) y antimicrobianas (15).

Aungue se reconozcan sus propiedades farmacoldgicas, existe gran variabilidad en
diferentes parametros de extraccion y cuantificacion segun diversas publicaciones, por lo que
existe la necesidad de realizar estudios acerca de los métodos mas adecuados para la extraccion,
identificacion y cuantificacion de estos metabolitos presentes en la especie Lupinus mutabilis
Sweet. Por lo anterior, este trabajo de investigacion tuvo como objetivo optimizar una
metodologia de extraccion que maximice la concentracion de los alcaloides quinolizidinicos

totales del tarwi, de tal manera que puedan ser cuantificados por métodos instrumentales como



espectrofotometria y cromatografia liquida de Ultra-Alta resolucion con detector de arreglo de
diodos (UHPLC-DAD).



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Optimizar la extraccion de los alcaloides quinolizidinicos del tarwi y su analisis por
espectrofotometria y cromatografia liquida de ultra alta resolucion con detector de arreglo de
diodos (UHPLC-DAD)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las semillas de tarwi de 5 variedades en funcidn a sus propiedades fisicas como
sus dimensiones, su color y peso de 100 granos.

2. Implementar el método convencional volumétrico y el método por espectrofotometria para
la determinacion de alcaloides totales del tarwi con fines comparativos.

3. Determinar los mejores parametros de extraccion que maximicen la cantidad de alcaloides
quinolizidinicos (AQ) del tarwi segin el Método de Muzquiz para ser cuantificados con el
método de deteccion seleccionado.

4. Cuantificar el contenido total y el perfil de los AQ de 5 variedades de tarwi por
Cromatografia Liquida de Ultra-Alta resolucion con detector de arreglo de diodos (UHPLC-

DAD) aplicando el método de extraccion éptimo.



HIPOTESIS
“Dado que los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son compuestos considerados como
subproductos generados durante el procesamiento del tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) y
teniendo en cuenta que existe evidencia cientifica acerca de sus propiedades farmacoldgicas
beneficiosas para la salud es factible optimizar el proceso de extraccién, y cuantificarlos tanto

por espectrofotometria como por UHPLC-DAD en 5 variedades comerciales de tarwi.”



CAPITULO I



1.  MARCO TEORICO

1.1.  Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet)
1.1.1. Generalidades

Lupinus mutabilis Sweet, es una leguminosa andina conocida principalmente con el
nombre de “tarwi”, adquiere distintos nombres como chocho, lupino o tauri dependiendo de la
region en donde se cultive (4,10), su cultivo se encuentra estrechamente ligado a condiciones
climaticas especificas, creciendo entre los 2000 y 3800 metros de altura (16). En Europa, el
tarwi es conocido coloquialmente como lupino del “viejo mundo” Yy entre las especies
estudiadas se incluyen el L. albus, L. luteus, y L. angustifolius (11).

El tarwi es considerado un excelente alimento proteico llegando a alcanzar
concentraciones de hasta un 50%, niveles mayores comparado con ciertas variedades de quinua
y soya, las cuales generalmente presentan un 14% y 34%, respectivamente (2); por tal motivo,
esta leguminosa representa una alternativa complementaria frente a la proteina animal.
Asimismo, se caracteriza por contener compuestos con actividad bioldgica como son los
flavonoides, tocoferoles, carotenoides, entre otros. La fibra dietética, compuesta principalmente
por celulosa, hemicelulosa y pectina, se concentra en la cascara de las semillas de tarwi,
desempefiando un papel crucial en la salud digestiva (11). A pesar de los beneficios
nutricionales y de la capacidad que presenta para adaptarse a diversas condiciones climaticas,
su consumo se encuentra restringido por el alto contenido de alcaloides que presentan las
semillas. Como consecuencia de ello, la investigacion cientifica acerca de los alcaloides
quinolizidinicos del tarwi peruano (Lupinus mutabilis Sweet) es muy escasa en comparacion
con otras especies, tales como L. albus, L. luteus y L. angustifulius (3) que son mayormente
estudiados en paises europeos o incluso en Ecuador (17,18).

Los alcaloides quinolizidinicos son compuestos quimicos heterociclicos nitrogenados
presentes en diversas plantas, siendo la lupanina el alcaloide presente en mayor concentracion,
seguido por la esparteina e hidroxilupanina, encontrandose otros alcaloides en menor
concentracion dependiendo de la variedad (4). La mayoria de estos alcaloides presentan
propiedades toxicas para los seres humanos (5); a pesar de su toxicidad, existe evidencia
cientifica que reporta que los alcaloides podrian tener propiedades beneficiosas para la salud
(19). Asimismo, estos metabolitos secundarios contribuyen significativamente a las plantas, ya
que se comportan como insecticidas naturales, evitando también la depredacion por herbivoros
(10,11).



1.1.2. Clasificacion taxondémica
Segun la clasificacion taxondémica propuesta por Garay Canales et al. (20), el tarwi se
encuentra categorizado de la siguiente manera:
Nombre comun: Tarwi, Chocho
Nombre cientifico: Lupinus mutabilis Sweet
Division: Espermatofitos
Sub-division: Angiosperma
Clase: Dicotiledéneas
Sub-Clase: Arquidamideas
Orden: Rosales
Familia: Papilionoideas
Sub-familia: Genisteas
Género: Lupinus
Especie: mutabilis
1.1.3. Descripcion botanica
El tarwi se caracteriza por ser una especie que crece anualmente logrando alcanzar una
altura de 0.8 m hasta 2 m dependiendo de la region de su cultivo, ademas suelen ser resistentes
a cambios climéticos siendo esta una caracteristica fundamental para su adaptacion y manejo

agricola (21).

Figura 1. Tarwi andino

*Adaptado de Prins, U et al. (2019) (22).
La raiz se caracteriza por ser pivotante, presenta ramificaciones, una estructura lefiosa
y logra alcanzar una profundidad de hasta 2 m (16,23). Ademas, como resultado de la simbiosis
entre esta raiz y la bacteria del género Rhizobium lupini, permiten fijar el nitrdgeno atmosférico

en forma de nddulos que luego pueden ser utilizados en el crecimiento de otros cultivos



especificos, promoviendo asi las buenas practicas agricolas y mejorando la sostenibilidad
ambiental (1,16).

Figura 2. Formacion de nodulos en las raices de la especie Lupinus mutabilis
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*Adaptado de Taco Taype, N et al. (2024) (24).

Con lo que respecta a su tallo, este es grueso, liso y semi-lefioso logrando alcanzar una
altura de hasta 1.80 m, presenta una forma cilindrica ligeramente aplanada, y su color varia de
verde palido a verde oscuro (21).

Las hojas de tarwi se caracterizan por su forma ovalada o lanceolada y esta compuesta
por 5 a 12 foliolos, su color abarca desde tonos amarillos verdosos a verdes oscuros (25). Sus
flores suelen ser pequefias, miden de 1 a 2 cm, presentando una variedad de colores entre azul,
parpura, amarillas, blancas o hasta incluso rosadas (26).

Las semillas estdn compuestas principalmente por tres partes: los cotiledones, que
actGan como reserva de nutrientes; el eje embrionario, que representa el évulo fecundado; y la

cubierta seminal, que brinda proteccion y varia en forma, apariencia y textura (27).

Figura 3. Partes principales de la semilla de tarwi
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*Adaptado de Matilla, A. J. (2008) (28).
Su forma es diversa, algunas pueden ser elipsoidales, lenticulares o redondeadas y otras

presentan bordes mas definidos con una forma semi cuadrada (16), con respecto al color de las



semillas se observa una amplia variedad desde tonalidades blanquecinas, grisaceas o marrones
(26).
Figura 4. Variacion morfologica de las semillas del tarwi andino
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*Adaptado de Tapia, M. E. (2007) (26).

1.1.4. Composicién quimica del grano

Se ha reportado que existen diversas variedades de este grano, por lo que existe una alta
variabilidad en su composicion quimica debido a las variaciones genéticas y a las condiciones
de su entorno de cultivo (29).
1.14.1. Composicion quimica proximal
En la Tabla 1 se muestra la concentracion de compuestos quimicos con valor nutricional
de ciertas especies del tarwi, estos varian segun los estudios realizados debido al genotipo
estudiado y a la zona de cultivo de la muestra obtenida.

Tabla 1. Composicién quimica de algunas especies de lupino (g/100 g base seca, bs)

Lupin_u_s Lupinus L. L.
Compuestos | mutabilis T -
Sweet mutabilis albus angustifolius
Proteina 44.3 40.87 32.20 23.90
Lipidos 16.5 16.12 9.52 7.40
Carbohidratos 28.2 29.45 49.68 57.10
Fibra 7.1 WL 8.9* 5.15*
Cenizas 3.3 3.58 3.50 3.90
Origen Perd Perd Francia/Polonia Bulgaria
Referencia 4) (19,30) (19,31,32) (33)

*Elaboracion propia. Valor extraido de Carvajal-Larenas et al (19).




Se puede observar que el contenido de proteinas en la especie “mutabilis” es mayor en
comparacion con las otras especies (6,34). Sin embargo, se ha reportado que las semillas de la
especie Lupinus mutabilis que fueron cultivadas en Polonia presentaron mayor cantidad de
proteinas (44.70 % en bs) (11) en comparacion con el que fue cultivado en Pera (30);
posiblemente esta variacion se deba a factores genéticos, agroclimaticos u otros. La especie
Lupinus mutabilis Sweet se destaca por su mayor contenido promedio de aminoacidos
esenciales, destacando la arginina, leucina y lisina con valores de 11.08%, 7.84% y 6.65%
(9/100 g de proteina), respectivamente, del contenido total de proteina (35). Sin embargo, es
importante considerar que el tarwi presenta deficiencia en metionina (0.8 % del contenido de
proteina) (19). Por tal motivo, se hace necesario complementar con otros cereales ricos en
metionina para lograr una buena calidad biologica (36).

La cantidad de lipidos presentes en las semillas de la especie Lupinus mutabilis oscila
entre los 15.42% — 16.12%, encontrandose principalmente en forma de triglicéridos; siendo el
mas alto de todas las especies de lupino con importancia agricola (11,30); mientras que la
especie L. albus y L. angustifolius muestran una cantidad de 11.50% y 7.40%, respectivamente.
Los carbohidratos estan presentes en concentraciones importantes en el tarwi; sin embargo, la
especie L. angustifolius presenta una mayor cantidad (57.10%) (33).

Ademas de contener proteinas y lipidos, el tarwi se caracteriza por contener cantidades
relevantes de micro y macrominerales como son el hierro (Fe), zinc (Zn), calcio (Ca), magnesio
(Mg) y fosforo (P) (presente en los cotiledones de la semilla) (37). El Ca es el mineral que se
presenta en mayor cantidad (147 mg/100 g bs) en comparacion con los otros minerales, y se
encuentra presente principalmente en la cascara del grano (37,38), por ello es crucial tener en
cuenta la relacion calcio-fosforo en el proceso de desamargado, debido a que se ha evidenciado
un aumento en la concentracion de calcio y una disminucion en el contenido de fosforo
comprometiendo el valor nutricional de las semillas (19).

Las semillas del tarwi también presentan una variedad de metabolitos bioactivos como
tocoferoles (103 mg/kg bs), carotenoides (1.17 a 1.48 mg/kg) (39) y compuestos fendlicos con
un gran potencial antioxidante para la salud (11).

En el estudio realizado por Brandolini et al. (39), se reportaron compuestos fenolicos
derivados de diosmina, acido cinamico, &cido 2,4 hidroxibenzoico, acido vanilico, derivados de
tirosol, derivados de acido m-hidroxibenzoico y &cido p-hidroxibenzoico. Por otro lado,
también se identificaron isoflavonas principalmente la genistenina, (1280 — 1375 mg/kg bs)

(39); la cual presenta propiedades antitrombaticas (40).
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1.1.5. Situacion actual del tarwi

El tarwi se ha convertido en una planta de interés biolégico por su alto contenido
proteico (16). Su cultivo se extiende desde Ecuador, Perd, Bolivia hasta Chile bajo diferentes
sistemas de produccién. En el caso del Per(, su produccion se distribuye en varias regiones de
Per(, donde resalta principalmente La Libertad, Cuzco, Apurimac y Puno (41). Segln los
reportes del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI), se observé un aumento
gradual en los afios 2017-2021, alcanzando su punto maximo en afio 2018 con un incremento
del 19.3%. Sin embargo, este crecimiento no fue tan significativo en comparacién con otros
paises durante estos ultimos cuatro afios (41).

1.2.  Alcaloides
1.2.1. Generalidades

Los alcaloides son metabolitos secundarios que poseen en su estructura atomos de
nitrogeno formando un anillo heterociclico, estos derivan de la biosintesis de aminoacidos, su
distribucion suele ser restringida y a dosis permitidas o minimas, presentan propiedades
beneficiosas para la salud (42).

Son compuestos que se encuentran naturalmente en forma de sales en ciertos grupos de
plantas y su concentracion depende de la parte de la planta estudiada y la mayoria se
caracterizan por ser toxicos (42,43). Algunas de las caracteristicas generales de los alcaloides
son:

e  Son compuestos estructuralmente complejos.
e Se sintetizan a partir de aminoacidos

e  Sustancias nitrogenadas heterociclicas.

e  Son compuestos con caracter basico

e Presentan actividad farmacoldgica dependiente de la dosis.

Aquellos que cumplen con las caracteristicas generales son denominados alcaloides
verdaderos o propiamente dichos. Sin embargo, existen otros grupos de alcaloides
(protoalcaloides y pseudoalcaloides) que presentan una o varias excepciones con respecto a las
caracteristicas mencionadas (43).

Los protoalcaloides son considerados aminas simples debido a que el nitrogeno no se

encuentra ciclado (44).
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Figura 5. Estructuras de algunos
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*Adaptado de Robledo, P. (2008) (45).
Los pseudoalcaloides cumplen con las caracteristicas generales, sin embargo, en su
sintesis no intervienen los aminoacidos, sino que se forman a partir de isoprenos tomando el

nombre de alcaloides terpénicos (43).

Figura 6. Estructuras de algunos pseudoalcaloides
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*Adaptado de Bruneton, J. (2001) (42).

1.2.2. Propiedades quimicas

Los alcaloides no oxigenados se caracterizan por ser volatiles y liquidos a temperatura
ambiente; mientras que, los alcaloides oxigenados son incoloros, blancos y solidos cristalinos
(42). La mayoria de los alcaloides presentan actividad optica por la presencia de un carbono
asimétrico en su estructura, por otro lado, la presencia de anillos aromaticos permite absorber
radiacion UV (44).

El caracter basico de los alcaloides depende principalmente de su configuracién
molecular y de la disposicién de ciertos grupos funcionales. En la mayoria de los casos, el
nitrégeno actla como un sitio activo capaz de aceptar protones en medios acidos, facilitando la
formacién de sales, esta propiedad puede potenciarse o disminuir segin los grupos presentes.
Sin embargo, cuando se encuentran grupos cercanos capaces de donar electrones incrementa la
distribucion electronica sobre el &tomo de nitrogeno, haciendo que el alcaloide se comporte de
manera mas basica. Por el contrario, ciertos alcaloides presentan una respuesta neutra, ya que
contienen grupos que actian como aceptores de electrones, provocando una deslocalizacion de
los electrones del nitrégeno, lo que impide su participacion en la formacion de sales (44). Los

alcaloides que se encuentran en forma de sales o se encuentran en un medio con un pH acido
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(protonados) son solubles en agua e insolubles en solventes organicos apolares, a diferencia de
los alcaloides que se encuentran en su forma libre o en medios con un pH basico que son
solubles en solventes organicos apolares como el diclorometano, cloroformo, éter, entre otros
(43).

1.3.  Alcaloides quinolizidinicos

Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) presentes en el lupino cumplen funciones
importantes como reservas de nitrogeno y desempefian un papel fundamental contra patégenos,
insectos y herbivoros (46). Se reporta que la especie Lupinus mutabilis contiene mayor cantidad
alcaloides, habitualmente alrededor del 3%, sin embargo, el Lupinus mutabilis Sweet puede
alcanzar valores mayores a 4% en alcaloides totales (6).

Los AQ contienen un centro quinolizidinico y se biosintetizan a partir de la lisina, la
cual es transformada a cadaverina (metabolito intermedio) por accion de la enzima lisina
descarboxilasa (LDC); luego este metabolito intermedio pasa por un proceso de desaminacién
oxidativa mediante la enzima cobre aminoxidasa (CuAO) para formar asi al compuesto 5-
aminopentanal que posteriormente sufre una ciclacion espontaneca a Al-piperideina como un

nuevo intermedio (1,47).

Figura 7. Biosintesis de las quinolizidinas
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*Adaptado de Zhang, J. et al. (2022) (47).

La clasificacion de los AQ (Figura 8) esta relacionada al nimero de anillos unidos
presentes en su estructura, de tal manera, estos pueden ser biciclicos (lupinina y epilupinina),
triciclicos (angustifolina y citisina) o tetraciclicos (matrine, esparteina, lupanina, anagirina)
(48).

En relacion con la variabilidad en la composicion de alcaloides entre las principales
especies de lupino, se reporta la lupanina como el principal alcaloide. No obstante, se han
identificado otros compuestos ademas de la lupanina en la especie Lupinus mutabilis,
incluyendo la 13-hidroxilupanina, esparteina y otros componentes en menor concentracion

como la tetrahidrorhombifolina, 4-hidroxilupanina, angustifolina y ammodendrina (19). Esta
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amplia diversidad quimica sugiere que la especie presenta una composicion quimica compleja,
por ende, es importante profundizar la comprension de esta complejidad para obtener una vision
mas completa de los compuestos.

Figura 8. Clasificacion de los alcaloides quinolizidinicos
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*Adaptado de Mancinotti, D. et al (2022) (48).

1.3.1. Principales alcaloides quinolizidinicos del Lupinus mutabilis Sweet
1.3.1.1. Lupanina

La lupanina (Figura 9) es el AQ tetraciclico derivado de la esparteina que se encuentra
en mayor concentracion en Lupinus mutabilis (46-84.5%) respecto a los AQ totales (49),
presenta un peso molecular de 248.36 g/mol (50) y es soluble en agua, cloroformo, éter, alcohol
e insoluble en éter de petréleo (19). Este alcaloide ha generado una atencion considerable en el
ambito biotecnoldgico, debido a que puede ser empleado como materia prima para la semi-
sintesis de varios compuestos de valor agregado (51). Sin embargo, la lupanina a ciertas
concentraciones es neurotdxica y se presenta en la naturaleza como un racemato de D-(+)-
lupanina y L-(-)-lupanina, lo que implica el desarrollo de procesos de separacidn que permitan
recuperar los enantiomeros en forma pura y permitan el uso de cada compuesto para la

produccion de moléculas finas especificas (51).
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Figura 9. Estructura molecular de la lupanina

*Adaptado de Carvajal-Larenas, F. E.(2016) (19).
1.3.1.2. Esparteina

La esparteina [(-)-esparteina] (Figura 10) es un alcaloide tetraciclico con 4 atomos de
carbono (C6, C7, C9 y C11) asimétricos estableciendo formas estereoisoméricas. (14,48). Su
concentracion en la especie Lupinus es de 6.6 a 19.1% respecto a los AQ totales, siendo menor
a la lupanina (19). El contenido de esparteina depende de la variedad, el habitat, la fenologia,
el organo de la planta y las condiciones climaticas. Las propiedades quimicas y fisicas
dependeran de su forma enantiomérica en la que se encuentre presente, siendo soluble
principalmente en agua en su forma pura, mientras que sus formas racémicas pueden ser
solubles en agua, etanol y/o cloroformo (14).

Ademas, este metabolito es empleado en el campo de la sintesis quimica por su
capacidad para quelar el calcio y el magnesio (52) y posee propiedades anticonvulsivas (48). A
pesar de sus propiedades, la esparteina no esta aprobada por la FDA para uso humano, de tal
manera que los productos a base de este metabolito han sido retirados o eliminados del mercado
por razones de seguridad o eficacia (52).

Figura 10. Estructura molecular de la esparteina
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*Adaptado de Carvajal-Larenas, F. E.(2016) (19).
1.3.1.3. 13-Hidroxilupanina
La 13-hidroxilupanina (Figura 11) no ha sido muy estudiada en la especie Lupinus

mutabilis, a pesar de ello se reporta concentraciones en un rango de 1.6% a 14.9% respecto al
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total de AQ (36). Sin embargo, las especies de L. angustifolius y L. albus presentan mas
informacion cientifica acerca de sus propiedades debido a que este compuesto se encuentra en
mayor concentracion (24 - 45% del total de AQ) (36). Los perfiles de actividad farmacologica
del metabolito 13-hidroxilupanina son similares a los de la esparteina (53).

Figura 11. Estructura molecular de 13-hidroxilupanina
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*Adaptado de Carvajal-Larenas, F. E.(2016) (19).3
1.3.2. Toxicidad de los alcaloides quinolizidinicos

El lupino contiene diferentes componentes antinutritivos como saponinas, taninos y
flavonoides en concentraciones variables, asi como sustancias amargas naturales como los AQ
(54), su presencia en el grano crudo le confiere un sabor amargo siendo inapropiado para el
consumo directo en la dieta humana. En consecuencia, organizaciones europeas han establecido
que los niveles de alcaloides presentes en el grano y sus derivados no deben exceder el 0.02%
(9) siendo el valor expresado como alcaloides totales en base seca (48). Con el objetivo de
reducir la cantidad de estas sustancias de la semilla, se realiza el proceso de desamargado, o
también llamado deslupininacion; de tal manera que puede ser incorporado en la alimentacion
humana (55).

Varias investigaciones se han dirigido a encontrar procesos adecuados para la
eliminacién de los AQ presentes en las especies de lupino con un enfoque industrial y
agronémico. En caso de la especie Lupinus mutabilis, el mejoramiento agricola no ha
presentado muchos avances. Actualmente el proceso convencional para el desamargado es
exponer los granos en agua a una cierta temperatura y por un periodo de tiempo (19). La etapa
inicial del desamargado consiste en remojar los granos por un periodo aproximado de 20 h para
que esté completamente hidratado y puedan extraerse los alcaloides en etapas posteriores. La
segunda etapa implica la coccion de los granos durante un periodo de 5 a 6 h logrando inactivar
las enzimas germinativas del grano, solubilizando las proteinas, asi como también reduciendo
la carga microbiana superficial. Finalmente se realiza la remocion de los alcaloides mediante

procesos bioldgicos o quimicos dependiendo de su concentracion (34).

16



Las ventajas de la implementacion de nuevos métodos de desamargado, diferente al
método convencional podrian mantener el valor nutricional de las semillas y disminuir el
tiempo de extraccion de los alcaloides, de tal manera de promover el uso moderado de agua
(56). Se reportan varios estudios en donde se comparan métodos de extraccion de los AQ
utilizando fluidos supercriticos como el dioxido de carbono supercritico (FSC-CO>), otros
estudios donde la extraccion es asistida por microondas y ultrasonido (57), asi como también el
uso de soluciones como cloruro de sodio y acido citrico (58).

Los AQ a dosis toxicas afectan los canales de Na* y K, induciendo sintomas
gastrointestinales, problemas nerviosos y respiratorios tanto en humanos como en animales;
ademas de presentar efectos teratogénicos (55). Sin embargo, se ha reportado que los alcaloides
totales en la especie L. angustifolius no son cancerigenos, ni teratogénicos y sus niveles de dosis
letal media (LD50) estan por encima de los niveles que se consumirian en una dieta normal
(55).

En el estudio de toxicidad aguda llevado a cabo por Petterson et al. (36), se informé que
la dosis letal media (LD50) de una mezcla de alcaloides de lupino fue de 2300 mg/kg de peso
corporal en ratas alimentadas previamente y de 1700 mg/kg de peso corporal en ratas en ayunas
(36). Ademas, se observé que la LD50 por inyeccion intraperitoneal en ratas en ayunas fue de
180 mg/kg de peso corporal para la lupanina y 200 mg/kg de peso corporal para la 13-
hidroxilupanina. Tanto la administracién oral como la intraperitoneal de los alcaloides
provocaron signos nerviosos, incluyendo temblores, seguidos de convulsiones, cianosis,
colapso y muerte. En algunas ratas post mortem se encontraron problemas hepaticos y
pulmonares post mortem (59).

1.3.3. Propiedades farmacoldgicas de los AQ

Los conocimientos y saberes andinos de los agricultores de la cultura Aymara en Puno,
han permitido ampliar el campo de la medicina tradicional reportandose en algunos estudios in
vitro propiedades inmunosupresoras, antiarritmicas e hipocolesterolémicas (4,19). La
esparteina ha demostrado numerosas propiedades farmacolégicas tanto en humanos como en
modelos animales, por ejemplo, se ha descubierto que la esparteina exhibe actividad
antiarritmica, actia como bloqueador de los canales de sodio, clasificandolo dentro de la
categoria de agentes antiarritmicos (52). En el pancreas, induce la secrecion de insulina y
glucagdn y exhibe un efecto hipoglucemiante (14). Ademas, se ha demostrado que presenta
actividades diuréticas, antiinflamatorias (14) y también ha mostrado a través de un estudio in

vitro actividad bacteriostatica y antimicrobiana sobre el crecimiento de 4 cepas de
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Mycobacterium tuberculosis (15). Sin embargo, este metabolito no esta aprobada por la FDA
para uso humano, por lo que son necesarios mas estudios para validar sus propiedades (52).

Mientras tanto, la lupanina ha presentado un efecto hipoglicémico in vitro e in vivo
mediante la liberacion de insulina que se encuentra estimulada por la glucosa afectando
directamente los canales KATP (canales de potasio sensibles a ATP) llegando a ser util para el
tratamiento de apoyo de la diabetes mellitus tipo 2 (12).

Aunque los alcaloides pueden resultar téxicos en concentraciones elevadas, se han
descrito varias propiedades bioldgicas para los extractos de lupino que son ricos en alcaloides.
Estas propiedades incluyen efectos antimutagénicos, antibacterianos, antifingicos y
anticancerigenos (59). Estos efectos farmacoldgicos varian segun la especie estudiada, pero es
de suma importancia contribuir con el conocimiento cientifico a través de la investigacion del
posible uso medicinal de este cultivo, en especial del germoplasma peruano (60).

1.4.  Métodos de extraccidn de alcaloides quinolizidinicos
1.4.1. Métodos de extraccion

El proceso de extraccion de alcaloides parte, en lineas generales, del principio de que
estas sustancias suelen encontrarse en las plantas en forma de sales. Su comportamiento como
bases permite aprovechar las diferencias de solubilidad que presentan entre medios acuosos y
disolventes organicos. Sin embargo, las semillas también contienen lipidos, ceras, terpenos,
pigmentos y otras moléculas lipofilicas que pueden entorpecer el procedimiento de extraccion,
principalmente por inducir la formacion de emulsiones. Para minimizar estos inconvenientes,
se realiza una etapa previa de eliminacion de lipidos sobre el material vegetal triturado,
empleando disolventes como éter de petroleo o hexano. Aunque no es lo habitual, en algunas
situaciones especificas, estos mismos disolventes pueden usarse directamente para extraer
alcaloides si se trabaja en un medio neutro (42).
1.4.1.1. Extraccion en medio alcalino

La extraccion de alcaloides puede iniciarse humedeciendo el material vegetal
previamente pulverizado con soluciones diluidas de bases suaves, como el amoniaco o el
carbonato de sodio. Este paso permite la liberacion de los alcaloides en su forma baésica,
facilitando su posterior extraccion. A continuacion, se emplean disolventes organicos como el
diclorometano, cloroformo, éter etilico o acetato de etilo, los cuales no solo solubilizan los
alcaloides libres, sino también otras sustancias lipofilicas presentes en la muestra. Una vez
obtenida esta fraccion organica, se lleva a cabo una etapa de lavado con agua acidificada, lo
que provoca que los alcaloides vuelvan a formar sales solubles en el medio acuoso y, por tanto,

migren a esta fase. Las impurezas no polares, como pigmentos y compuestos liposolubles,
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permanecen en la fase organica debido a su baja afinidad con el agua, lo que permite eliminarlas
facilmente por separacion de fases en una ampolla de decantacion. Para recuperar los alcaloides
en su forma bésica, la fase acuosa resultante se alcaliniza nuevamente, ya sea con bicarbonato
de sodio o con amoniaco. Este cambio de pH induce la precipitacion o extraccion de los
alcaloides, que luego pueden ser separados mediante técnicas como la filtracion o una nueva
extraccion con disolventes organicos, segun se requiera (42,44).

1.4.1.2. Extraccion en medio acido

La extraccion inicial de alcaloides comienza mediante la maceracion del material
vegetal previamente pulverizado en un medio polar, compuesto por agua o soluciones
alcohdlicas ligeramente acidificadas, para este fin, se emplean acidos diluidos como el acido
clorhidrico (HCI 1N), el acido sulftrico (H.SO4 1N), o acidos organicos como el acético. A
través de este proceso, los alcaloides presentes pasan al disolvente en forma de sales solubles,
junto con otros compuestos también polares (44).

Una vez obtenido este extracto, se procede a alcalinizar la solucion utilizando una base
adecuada con el objetivo de romper la union salina de los alcaloides y liberarlos en su forma
béasica. Posteriormente, se realiza una extraccion con disolventes organicos en los que los
alcaloides béasicos son solubles (42,44).

1.5. Métodos de cuantificacidn de alcaloides quinolizidinicos
1.5.1. Método volumétrico: Acido-Base
1.5.1.1. Fundamento

Las titulaciones o valoraciones acido-base se basan en una reaccion de neutralizacion,
en donde un &cido reacciona con una cantidad equivalente de base, llegando al punto de
equivalencia de la reaccion (61,62).

En este tipo de valoraciones el titulante o valorante se caracteriza por siempre ser un
acido o base fuerte con una concentracion conocida, mientras que el analito puede ser una base
o0 acido fuerte o una base o acido débil. Cuando se trata de un &cido fuerte contra una base
fuerte, ambos se encuentran completamente ionizados. Es a partir de la cantidad del valorante
empleado para alcanzar el punto final (momento en el que se observa el viraje de color del
indicador) que se puede calcular la cantidad de analito en la muestra (62).

Este método ha sido utilizado en la determinacion del contenido de AQ totales, de
acuerdo con publicaciones reportadas por Estivi et al. (58) y Mirones (57), e incluso se ha
establecido una norma técnica Norma Técnica Ecuatoriana (8). A pesar de los estudios
realizados, la investigacion sigue siendo escasa; ademas de presentar algunas desventajas como

la baja precision y reproducibilidad del método.
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1.5.2. Método por espectrofotometria UV-visible

Se ha demostrado que el analisis espectrofotométrico de los AQ es mas completo
que un analisis titulométrico, al dar resultados tanto cualitativos como cuantitativos. Este
método se caracteriza por presentar mejor precision, sensibilidad y aplicabilidad a diferentes
tipos de moléculas.
1.5.2.1. Fundamento

El método espectrofotométrico se fundamenta en la capacidad que presentan las
moléculas para absorber radiacion, ya sea en el espectro UV-visible u otros rangos. Las
longitudes de onda que una molécula es capaz de absorber van a depender de la estructura
atomica, las condiciones del ambiente como el pH, la temperatura, entre otros (61). Este método
de cuantificacion se basa en la Ley de Lambert & Beer, la cual establece que la cantidad de luz
absorbida (A) por una solucion es directamente proporcional a la concentracion (c) de la
sustancia cromofora presente en ella y a la distancia (b) que recorre la luz en dicho medio.

Expresado matematicamente de la siguiente manera: (61)

A= esXbXc

Ecuacion 1. Ley de Lambert & Beer (ecuacion lineal)

Donde:

A = Absorbancia

¢ = Coeficiente de extincion o absorcion molar (caracteristico de una sustancia en
condiciones definidas)

b = Longitud de trayectoria

¢ = Concentracion de las moléculas absorbentes

La determinacion de alcaloides quinolizidinicos totales (AQT) mediante métodos
espectrofotométricos se basa en la formacion de complejos coloreados entre estos compuestos
e indicadores acidos. Uno de los métodos mas empleados utiliza el parpura de bromocresol
(BKP), un indicador &cido-base que permite la formacién de pares iénicos con compuestos de
naturaleza basica, como los alcaloides (61,63).

Los alcaloides quinolizidinicos son compuestos organicos de caracter basico debido a
la presencia de atomos de nitrdgeno en su estructura, lo que les confiere la capacidad de
protonarse o desprotonarse dependiendo del pH del medio. En condiciones alcalinas, estos

compuestos se encuentran en su forma libre (base no protonada), lo que favorece su interaccion
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con el BKP. Bajo estas condiciones, el indicador, en su forma anidnica, se asocia con los
alcaloides formando un complejo idnico de naturaleza hidrofdbica (42)

Este complejo es posteriormente extraido a una fase organica, comiunmente cloroformo,
permitiendo su separacion de la fase acuosa. La intensidad del color desarrollado en la fase
organica es proporcional a la concentracion de alcaloides presentes en la muestra, lo que
posibilita su cuantificacibn mediante medicion espectrofotométrica a una longitud de onda
determinada (6).

Este método es considerado indirecto, ya que no mide directamente los alcaloides
individuales, sino la respuesta del complejo formado entre estos y el colorante. No obstante, ha
sido ampliamente utilizado en la determinacion de AQT debido a su simplicidad, rapidez y
costo relativamente bajo, siendo reportado en diversos estudios, como los de Quispe (6), Quina
(57) y el método original descrito por VVon Baer (64).

1.5.3. Métodos cromatograficos

Los métodos cromatograficos con deteccion espectral, como LC-DAD
(Cromatografia Liquida acoplada a detector de arreglo de diodos), GC-MS (Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas) y LC-MS (Cromatografia Liquida con
Espectrometria de Masas) para una identificacion cualitativa y cuantitativa de los AQ,
permiten mejorar la sensibilidad y selectividad, lograr una buena separacién de los picos de
diversos analitos presentes en la muestra y mantener periodos rapidos de ejecucion en el
trabajo experimental. Sin embargo, es importante seleccionar el mejor procesamiento de
extraccion e identificacién para cada compuesto.
1.5.3.1. Fundamento

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica analitica que permite
separar compuestos de una mezcla quimica. Estas separaciones se dan por la afinidad que tienen
a la fase movil y pasan a través de una columna conocida como fase estacionaria. La fase movil
transporta la muestra liquida por la columna hasta llegar al detector, logrando la separacion de
los analitos por la interaccion que existe con la fase estacionaria. Luego el detector mide los
analitos que fueron eluidos por la columna, detectando sefiales que son recogidos en un
cromatograma, donde el eje “x” es una medida del tiempo y el eje “y” mide una sefal especifica
generada por el detector (absorbancia) (61).

La identificacion y cuantificacion sobre el contenido y perfil de AQ por LC-DAD, GC-
MS y LC-MS es méas amplia en especies de lupino como L. angustifolius, L. albus, L.

mexicanus, L. luteus, entre otras (64-66). Sin embargo, para el caso de L. mutabilis Sweet, los
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estudios aln son escasos aplicando estos métodos (55,67,68), obteniéndose resultados mas

confiables y reproducibles.
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CAPITULO II
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Lugar de ejecucion

El presente trabajo se desarrollo en el Laboratorio de Ciencia de los alimentos del
Vicerrectorado de Investigacion ubicado en el pabellon F (F-404) del campus central de la
Universidad Catdlica de Santa Maria (UCSM), Arequipa.
2.2. Materiales
2.2.1. Material Biol6gico

Las semillas de tarwi (semillas secas y maduras) corresponden a 5 variedades
comerciales y fueron provistas por el Programa de Investigacion y Proyeccion Social (PIPS) en
Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), La
Molina, Lima, Lima. El recurso evaluado en esta investigacion corresponde a granos de Lupinus
mutabilis (tarwi), el cual ha sido accedido bajo el Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y
sus derivados sin fines comerciales N° 014-2025-MIDAGRI-INIA/DGIA, con RESOLUCION
DIRECTORAL N° 015-2025-INIA-DGIA con fecha del 4 de diciembre del 2025 (Anexo 1).
La autorizacion ha sido otorgada a la Universidad Catdlica de Santa Maria para el acceso a los
recursos genéticos y sus derivados contenidos en la especie cultivada Lupinus mutabilis (tarwi),
cuya titularidad y soberania es ejercida exclusivamente por el Estado Peruano, para su uso
exclusivo en la ejecucion del proyecto de investigacion: “Valorizacion de los alcaloides del
tarwi (Lupinus mutabilis Sweet): extraccion, andlisis por métodos espectroscopicos Yy
espectrometria de masas de alta resolucion (UPLC-QTOF-MS) y evaluacion in vitro de su
potencial antihiperglicémico, antioxidante, y antiobesidad en muestras comerciales peruanas”.

En la Tabla 2 se detallan las muestras y codificacion asignada.
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Tabla 2. Variedades de tarwi andino (Lupinus mutabilis Sweet)
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2.2.2.

Reactivos quimicos

Acetonitrilo grado HPLC (C:H3N) (Supelco)

Acido férmico 89-91% (CH.0,) (Merck)

Acido sulfurico (96%) (Sigma-Aldrich)

Acido tricloroacético (CCIs:COOH) (Sigma Aldrich)
Cloroformo (CHCIls) (Merck)

Diclorometano (CH2Clz) (Merck)

Hidroxido de potasio (KOH) (Merck)

Hidroxido de sodio (NaOH) (Merck)

Isopropanol / 2- Propanol (CHsCHOHCHs) (Sigma Aldrich)
Isopropanol / 2-Propanol grado HPLC ((CHs) 2CHOH) (Supelco)
Metanol grado HPLC (CHsOH) (Supelco)

Oxido de aluminio (AlI203) (Merck)

Purpura de bromocresol (C21HisBr20sS) (Merck)

Reactivo de Dragendorff (Merck)

Rojo de metilo (CisH1sN3NaO-S) (Sigma-Aldrich)
Estandares

Estandar de (+)-esparteina (Cayman Chemical)

Estandar de (+)-lupanina perclorato (Cayman Chemical)
Materiales de laboratorio

Bagueta

Baldon (250 mL)

Botellas de vidrio con tapa de rosca (100 mL, 500 mL)
Bureta (10 mL)

Columna (Kinetex C18 100 A; 1.7 um; 100 x 2.1 mm, Phenomenex, EE.UU)
Columna (Kinetex EVO C18 100 A; 1.7 um; 100 x 2.1 mm, Phenomenex, EE.UU.)
Cubetas de vidrio para espectrofotdmetro (4 mL)

Embudo de vidrio

Espatulas o cucharillas de pesaje

Filtros de jeringa de PVDF Millex (Sigma Aldrich)

Filtros de membrana de Nylon (Phenomenex)

Fiolas (5 mL, 10 mL, 50 mL)
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Fiolas (1 L)

Fiolas (500 mL)

Jeringa (1 mL)

Micropipetas (2- 20 uL, 20-200 uL,100-1000 pL,0.5-5 mL)
Papel absorbente

Papel Aluminio

Papel filtro Whatman N°1

Parafilm

Pastilla magnética

Pinza para soporte universal

Pipeta graduada de vidrio (1 mL, 5 mL, 10mL)

Piseta

Probeta (10 mL, 50 mL, 100 mL)

Propipeta

Puntas desechables para micropipeta (20-200 pL,100-1000 pL,0.5-5 mL)
Soporte universal

Tubos de centrifuga tipo Falcon (15 mL, 50 mL)

Tubos eppendorf (2 mL)

Unidad de filtrado accionada por jeringa 0.22 pm (MILLEX-GV, Merck)
Vasos de precipitados (50 mL, 250 mL)

Vernier

Viales de vidrio con tapa de rosca (2 mL) (Thermofisher)
Equipos

Agitador orbital (SHKE2000-1CE, Thermo Scientific,EE. UU.)
Agitador orbital (MaxQ 2000, Thermo Scientific, EE. UU.)
Agitador vortex (Wizard Advance IR, Velp Scientifica, Italia)
Balanza analitica (Explorer® Analitica, OHAUS, EE. UU.)
Balanza de precision (Pioneer™ PX4201, Ohaus®, EE. UU.)
Bafio ultrasénico (Branson 2800, Fisher Scientific, EE. UU.)
Bomba de vacio (WOB-L 2534, Welch™; Alemania)

Bomba cuaternaria (Ultimate 3000 RS, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)
Campana extractora (FHI800(P), BIOBASE, EE. UU.)
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e Centrifuga (Universal 320 R, Hettich, EE. UU.)

e Estufa de secado (UF55, Memmert, Alemania)

e  Espectrofotémetro UV-visible (Genesys 150, Thermo Scientific, EE. UU.)

e Espectrofotdmetro de color - Colorimetro (CM5, Konica Minolta, Japon)

e Molino analitico (A1l Basic, IKA, Alemania)

e Sistema de rotaevaporacion: Bafio calefactor (B-100, BUCHI, Suiza), Bomba de

vacio (V-100, BUCHI, Suiza), Enfriador para rotavapor (F-250, JULABO, Alemania),

Rotavapor (R-100, BUCHI, Suiza)

e Sistema UHPLC (Ultra High-Performance Liquid Chromatography) con detector de

arreglo de diodos (DAD) (Vanquish DAD), autosampler, bomba cuaternaria y horno de

columna (Ultimate 3000 RS UHPLC system, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

e Selladora (PFS-300, Chen-he Machine, China).

e Vernier (Mk-0037, Makawa, China)

e Vortex (WIZARD IR Infrared Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italia)

e Ultraturrax (T25, IKA)
2.3.  Métodos de analisis
2.3.1. Andlisis de humedad

Se determing el contenido de humedad de las semillas de tarwi con el fin de expresar
los resultados en base seca (bs). La determinacion del contenido de humedad se realizo
mediante la Norma Técnica Peruana 205.002:1979 (69) para muestras con un porcentaje de
humedad menor a 16%. Los resultados fueron expresados en (%) peso/peso.
2.3.2. Andlisis del color de las semillas
Se midio el color de las 5 variedades de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) segun la escala

CIELab* en el colorimetro con un nimero estimado de cinco repeticiones para cada variedad
de tarwi, con un angulo de observacion a 10° y con lluminante D65, en condiciones de
componente especular excluido (SCE). Luego, se determinaron los parametros de color:
Luminosidad (L), coordenadas rojo/verde (a) y coordenadas amarillo/azul (b) (70,71). Ademas,
se evalud el indice de color (CI) aplicando la Ecuacion 2.

_ 100 x a*
~ Lxb*
Ecuacion 2. Determinacion del indice de color

CI

Donde:
CI = indice de color
a* = coordenadas rojo/verde
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* = coordenadas amarillo/azul

L = Luminosidad
2.3.3. Caracterizacion fisica de las semillas de tarwi
2.3.3.1. Determinacion del peso de 100 semillas

Se seleccionaron 100 semillas aleatoriamente de un peso aproximado de 2 kg y se
pesaron en una balanza analitica, separando aquellas que ya fueron consideradas en los pesajes
previos, este procedimiento se realizé por triplicado (72,73)
2.3.3.2. Determinacion de las dimensiones de las semillas

Se midieron el largo, ancho y espesor con el uso de un vernier, considerando 25 semillas
tomadas aleatoriamente y las medidas se expresaron en milimetros (mm). El analisis se realizd
por triplicado para la medicion de cada variedad (72,74).

2.3.4. Preparacion de las muestras de tarwi para el anélisis de alcaloides quinolizidinicos
(AQ)

Se peso aproximadamente 60 g de granos de tarwi de cada variedad, los cuales fueron
separados y molidos en un molino analitico hasta obtener un polvo fino con un tamafio de
particula de 500 pum, posteriormente se tamizo la harina usando una malla N°35. Este
procedimiento se realiz6 por cuadriplicado para cada variedad, constituyendo cada una de estas
fracciones, una réplica analitica. Luego se almacend en bolsas de polietileno de alta densidad a
temperatura de -20°C hasta su posterior analisis.

El ensayo para evaluar el efecto del desgrasado sobre el contenido de AQT del tarwi se
realizd en el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Cat6lica de Santa
Maria (Anexo 2) siguiendo NTP 209.263-2018 (75), utilizando para estos ensayos la harina de
la variedad TA. Inicialmente, el procedimiento implica la hidrélisis de 4 a 5 g de muestra
empleando 55 mL de acido clorhidrico 8 M, para luego proceder a la extraccion de la fraccion
lipidica con 120 a 150 mL de éter de petréleo en un sistema Soxhlet, llevandose a cabo el
proceso a temperatura de ebullicion del solvente (aproximadamente 40-60 °C). Este método
permitio estudiar el efecto del desgrasado en medio neutro, considerando que, tras el secado,
parte de los alcaloides puede encontrarse en forma base libre y ser susceptible de extraccion
parcial hacia el solvente organico (42). El solvente organico fue evaporado completamente del
residuo desgrasado y luego éste fue almacenado en bolsas de polietileno de alta densidad a

temperatura de -20°C hasta su posterior analisis.
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2.3.5. Extracciony analisis del contenido de alcaloides quinolizidinicos totales (AQT) por
métodos convencionales

Se realiz6 una revision bibliografica acerca de las metodologias de extraccion y
cuantificacion de AQT por métodos convencionales de tal manera que puedan ser evaluadas.
Se observo que la informacion es muy escasa y existe variabilidad en la aplicacion de diferentes
parametros de extraccion, por tal motivo, se implementaron primero los métodos originales
volumétrico segun Von Baer (1978), y espectrofotométrico segin Von Baer (1979) (68,69);
esta etapa se realizd con la variedad TA.
2.3.5.1 Extraccion y cuantificacién de AQT por el método volumétrico

Se aplico el método segun la Norma Técnica Ecuatoriana con algunas modificaciones
(8). A continuacion, se describe la metodologia realizada:

Se pesd 100 mg de la muestra de tarwi (harina), agregando 300 mg de Al,Ozy 100 pL
de KOH 15%. Luego se agreg6 2.5 mL de cloroformo (CHCIs) y se homogenizo la muestra con
vortex por 1 min a 24000 rpm, se centrifugd por un periodo de 5 min a 5°C y 5000 rpm,
posteriormente se filtré la fase cloroférmica en balones de 250 mL, lavando 2 veces con CHCI3
(2 mL en cada lavado). Posteriormente, se realizaron las reextracciones necesarias sobre el
residuo de la muestra de tarwi (Anexo 3), luego se juntaron las fracciones filtradas, se evaporo
a sequedad en el rotavapor a 30°C y se agregé 5 mL de H,SO4 0.01 N, ademas de 3 gotas de
rojo de metilo. Finalmente, se titul6 con NaOH 0.01 N (Anexo 4) hasta observar un cambio del
color rojo a un amarillo tenue y que este sea persistente (6,8,58). Se determinaron los contenidos
de AQT, en las muestras y sus residuos respectivos (AQR). Para los célculos se aplicé la
Ecuacion 3 y los resultados fueron expresados en % de alcaloides totales en base seca (bs) (g
lupanina/100 g muestra bs) (58,76).

N(NaOH)(5 — Vg NaOH)(PE lupanina)
*
Masa de la muestra * 1000
Ecuacion 3. Férmula para la determinacion del % alcaloides totales (8,58,76)

Donde:
N = Normalidad del NaOH equivalente a 0.01 mEg/mL
5 = cantidad en mL de H2SO4 que neutralizan al NaOH

% Alcaloides = 100

Vg NaOH = VVolumen gastado del titulante
PE lupanina = Peso equivalente de la lupanina equivalente a 248 mg/mEq
Masa de la muestra = Muestra pesada en g

1000 = factor de ajuste de unidades de mg a g
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2.3.5.2 Extraccion y cuantificacion de AQT por el método espectrofotométrico

Se aplicé el método original segun VVon Baer (77). Se pes6 100 mg de la muestra de
tarwi (harina), se agregé 300 mg Al>Oz y 100 uL de KOH 15%. Luego de adicionar 10 mL de
CHCIls, se homogenizo la muestra por 30 min en agitador orbital y posteriormente se centrifugd
a 5°C a 5000 rpm por 5 min, se filtrd la fase cloroférmica lavando con 2 mL de CHCI3z y se
realizaron dos reextracciones sobre el residuo con 5 mL de CHCIs hasta obtener un volumen
final de 25 mL.

Para la cuantificacion de los AQT, se tomé una alicuota de 500 pl de la muestra y se
diluyé hasta un volumen final de 10 ml con CHClsen un tubo de vidrio con tapa. Posteriormente
se agrego 100 ul del indicador BKP a una concentracion de 4 mg/mL y se dejé en reposo durante
10 minutos para permitir la formacion de un complejo coloreado producto de la reaccion.
Posteriormente se midio la absorbancia en el espectrofotémetro a 410 nm (6,56,57). Se
determinaron los contenidos de AQT, en las muestras y sus residuos respectivos (AQR).

Se realizd un barrido espectral de la muestra después de la reacciéon con el fin de
confirmar la longitud de onda de maxima absorcion (Améx) del complejo coloreado formado
debido a que algunas fuentes sefialan una Amax de 410 nm y otras una Amax de 450 nm (3,6,77).
En el Anexo 5 se observa el espectro de absorcion de la muestra analizada, donde la méxima
intensidad de absorbancia alcanza un valor de 0.802 a una longitud de onda de 410 nm, mientras
que para una longitud de 450 nm la intensidad de absorcion es menor (0.395). Después de
analizar los resultados obtenidos a partir del barrido, se confirmé que el complejo coloreado de
la reaccion presentd una intensidad de absorbancia maxima a 410 nm.

Los célculos se realizaron con la Ecuacion 4 y los resultados fueron expresados en %

de lupanina (g lupanina/ 100 g muestra bs) (6,77).

(DO)(F)(PM lupanina)(V;) i

Masa de la muestra * Vp

% Alcaloides = 0.1

Ecuacion 4. Férmula para la determinacion de alcaloides expresados en % de lupanina segun
Von Baer (77).

Donde:

DO = Densidad 6ptica, absorbancia de la muestra

F = Factor de calibracion para la lupanina 0.422 que multiplicado con la extincion

correspondiente da el umol alcaloide en la solucién de medicion de 10 mL.

PM lupanina = Peso molecular de la lupanina equivalente a 248 mg/pmol

Vt: Volumen total del extracto en mL
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Masa de la muestra = Cantidad de muestra pesada en mg
Vp: Volumen de la alicuota del extracto que se utiliza para la reaccion con la solucion purpura
bromocresol BKP (mL).

0.1 = factor de ajuste de unidades

2.3.5.2 Extraccion de AQT por el método de Muzquiz y cuantificacion por
espectrofotometria (Método de Muzquiz adaptado)

Se aplico el método segun Muzquiz (78), el cual considera 2 etapas de extraccion de los
AQT; primero con una solucién acuosa acida y luego con un solvente organico en condiciones
alcalinas. Para la cuantificacion de los AQT se procedié luego segin el método
espectrofotométrico debido a que es una adaptacion del método de extraccion de Muzquiz (16)
con cuantificacién por espectrofotometria. de ahora en adelante a este método se le denominara
“Método de Muzquiz adaptado”. A continuacion, se describe el método de extraccion realizado:

Se pesd 500 mg de la muestra de tarwi (harina) y se afiadié 5 mL de acido tricloroacético
(TCA) al 5% en un tubo falcon de 50 mL, luego se homogenizo la muestra en un agitador orbital
por 30 min, culminado el tiempo se centrifugd por 5 min a 5000 rpm con una temperatura de
5°C, luego se retird el sobrenadante en un tubo falcon de 50 mL, el proceso de extraccion se
realiz6 dos veces mas a partir del residuo formado. Los sobrenadantes obtenidos se juntaron y
el extracto se neutraliz6 con 1 mL de NaOH 10 M agitando suavemente, finalmente se afiadi
20 mL de diclorometano (DCM) y se homogeniz6 la muestra durante 1 min con la ayuda de un
vortex; con el objetivo de agilizar la separacion de la fase orgénica se centrifugd por 5 min a
7500 rpm a 5°C y se trasvaso dicha fase a un baldn de 250 mL, este proceso de extraccion de
alcaloides con DCM se realizd tres veces, posteriormente el solvente fue rotaevaporado a
sequedad.

La cuantificacion de los AQT se realizé por el método espectrofotométrico para lo cual
el extracto se resuspendié en 20 ml de CHCI3, luego se tomd una alicuota de 70 pl para la
muestra, y se diluyé hasta un volumen final de 10 ml con CHCIzen un tubo de vidrio con tapa.
Posteriormente se agreg6 100 pl del indicador BKP a una concentracion de 4 mg/mL y se dejo
en reposo durante 10 minutos para permitir la formacién de un complejo coloreado producto
de la reaccion. Posteriormente se midio la absorbancia en el espectrofotometro a 410 nm
(6,56,57). Se determinaron los contenidos de AQT, en las muestras y sus residuos respectivos
(AQR).

Los calculos para cuantificacion de los AQT se realizaron aplicando la Ecuacion 7 y los

resultados fueron expresados en % de Lupanina en bs.
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2.3.6. Analisis del contenido y perfil de los AQ por UHPLC-DAD

Para el analisis de AQ por UHPLC-DAD, se aplico previamente el método de extraccion
segun Muzquiz (78), pero optimizando diversos pardmetros relacionados a este proceso de
extraccion, segun serd presentado en el punto 2.4 y la Tabla 6.

2.3.6.1. Determinacion de las condiciones de separacion cromatogréafica por UHPLC-DAD

En el Anexo 6 se describen las pruebas realizadas para determinar las mejores
condiciones de separacion cromatografica por UHPLC-DAD con la columna C18, utilizando
soluciones de estandares de lupanina y esparteina debido a que son los AQ mayoritarios en el
tarwi.

Se probaron parametros utilizados en estudios previos luego de una revision de
literatura. Se encontraron muy pocos trabajos en tarwi con el uso de HPLC, la mayoria fueron
reportes sobre lupino de otras especies (79). Se probaron diversos parametros de separacion:
gradientes de elucion (de dos y tres fases), composicion de las fases mdviles y flujos. Para la
deteccion de los compuestos, también se probaron diferentes longitudes de onda, con el fin de
confirmar aquella que permita la mejor deteccion de cada compuesto (Ver Anexo 7 para mayor
detalle).

Segln los resultados, se observd que no fue posible detectar y cuantificar ambos
compuestos (lupanina y esparteina) con un solo método. Asi, el método AQ-8 resultdé mas
adecuado para el andlisis de lupanina (usando como fases moviles: H,O 100% y ACN:CH,0;
0.05%), mientras que el metodo AQ-9 fue mas apropiada para esparteina (usando como fases
moviles: H,0:CH20, 0.05% y ACN:CH>02 0.05%) este compuesto requirié fases moviles con
mayor acidez, indicando que fue necesaria una mayor protonacion para una adecuada elucion,
lo cual se evidencio en la obtencidn de un pico mas definido y simétrico. Los mejores métodos
cromatograficos con la columna C18 fueron utilizados para la cuantificacion de lupanina y
esparteina y sus derivados en la etapa de optimizacion de las condiciones de extraccion segin
Muzquiz (78).

Para el analisis de las variedades comerciales de tarwi, se utilizaron las mismas
condiciones de separacion adecuadas segun los resultados previamente expuestos. En esta etapa
se utilizé una columna EVO C18 (contenido de carbono aproximado de 12%) debido a su mayor
estabilidad quimica (presentando un rango operativo de pH de 1 a 12); de tal manera que se
puede implementar condiciones acidas o basicas sin comprometer la integridad de la fase
estacionaria. Ademas, se consider0 la columna EVO C18 por su mejor selectividad
cromatografica, permitiendo una mejor resolucion de los AQ (lupanina y esparteina), con picos

mas simétricos y menor efecto de cola, respecto a lo observado con la columna C18 (80).
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En el siguiente punto se describen las condiciones cromatogréaficas finales para el
analisis de AQ por UHPLC-DAD.
2.3.6.2 Método cromatografico para el anélisis de lupaninay esparteina por UHPLC-DAD

Se utiliz6 una columna C18 o EVO C18 en fase reversa segun fue explicado
anteriormente. La fase movil estuvo compuesta por agua (H20 100%) (A) y acetonitrilo: &cido
foérmico 0.05% (ACN: CH2020.05%) (B) (para el andlisis de lupanina y compuestos derivados),
0 por agua:acido férmico 0.05% (H20:CH20- 0.05%) (A) y acetonitrilo:acido formico 0.05%
(ACN: CH20,0.05%) (B) (para el analisis de esparteina y compuestos derivados). Las fases
moviles fueron filtradas y sonicadas por un periodo de 5 min. Se inyectaron 5 pL de la muestra
filtrada con filtros PVDF con un diametro de 13 mm y con un tamafio de poro de 0.45 um;
luego se inyectd al sistema UHPLC-DAD, considerando un flujo de 0.3 mL/min, temperatura
de columna de 40°C, temperatura del autosampler a 5°C y con un gradiente de elucion indicado
en la Tabla 3. La deteccion de lupanina fue a 205 nm y de esparteina a 305 nm; y la
identificacién se realiz6 comparando los tiempos de retencion y espectros de absorcion de las
muestras con aquellos de los estandares de lupanina y esparteina, respectivamente. La
cuantificacion se realizé construyendo una curva de calibracion con estandares de lupanina y
esparteina (Anexos 8 y 9) y los resultados fueron expresados en g de lupanina o esparteina/ 100
g en bs.
Tabla 3. Gradiente de elucion para el anélisis de lupanina, esparteina y compuestos derivados
por UHPLC-DAD

Fase A (%) Fase B (%)
. H20 100%
Tiempo (lupanina y derivados)
(min) 0 ACN:CH202 0.05%
o H20:CH2020.05% (esparteina 'y
derivados)
0-1 98 2
3 75 25
5 35 65
8-9 0 100
10-15 98 2

34



2.4.  Metodologia experimental

La metodologia experimental se desarrollé siguiendo un flujo general de trabajo (Figura
12), el cual comprendid la preparacion de las muestras de tarwi, la caracterizacion fisico-
morfoldgica, la implementacion de los métodos convencionales de andlisis de AQ, la
optimizacion de la extraccion de AQ con el método de Muzquiz (78) con deteccion por
UHPLC-DAD v, finalmente, el analisis del contenido de alcaloides en muestras comerciales
por UHPLC-DAD.
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Figura 12. Diagrama de flujo de procesamiento de la muestra hasta la obtencion de AQT
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A) Caracterizacion fisico-morfologica de las semillas de tarwi

En la Tabla 4, se presenta el disefio experimental respectivo:

Tabla 4. Disefio experimental para la caracterizacion fisico-morfoldgica de las semillas de

tarwi.
Variables independientes Variables Dependientes
Variedades Parametros de color (L, a, b y CI)
o Tarwi Andenes (TA) Largo
o Tarwi Cholo Fuerte Ancho
o Tarwi Yunguyo Espesor
o Tarwi Paton Grande Grosor
o Tarwi Alta Gracia Peso de 100 granos
*C| (indice de color)
B) Implementacion de los métodos convencionales volumétrico y espectrofotométrico

y evaluacién del efecto del desgrasado o no desgrasado del tarwi

Una vez implementados los métodos convencionales (volumétrico, espectrofotométrico
y método de Muzquiz adaptado), se evalud el efecto del desgrasado de la muestra de tarwi sobre
el proceso de extraccion de alcaloides totales, debido a que la presencia de lipidos puede
interferir en la eficiencia de la extraccion y en el posterior analisis cromatogréfico. Sin embargo,
el proceso de desgrasado que sufrié la muestra con éter de petréleo a una temperatura
aproximada de 40 a 60°C podria indicar una posible pérdida de AQ en la harina de tarwi; para
la evaluacion de esta etapa se utilizo la variedad de TA en todos los experimentos. El disefio
experimental se presenta en la Tabla 5.
Tabla 5. Disefio experimental para la evaluacion del efecto del desgrasado del tarwi utilizando

métodos de analisis para AQT convencionales.

Variables independientes Variable Dependiente
Tratamiento de la
muestra

Tipo de método

Método volumeétrico
Método Alcaloides quinolizidinicos totales (AQT)
Muestra sin desgrasar | espectrofotométrico
Método de Muzquiz
adaptado
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C) Optimizacion de la extraccion de AQ con el método de Muzquiz

Se realizo6 un analisis bibliografico a partir de publicaciones cientificas que han aplicado
el método de extraccion segin Muzquiz (16), encontrandose que existen variaciones respecto a
parametros como la proporcién peso/volumen (P/V) (54,55,78,81-83), tipo y la concentracion
del &cido (55,67,68,78) y tipo de homogenizacion (78,84-86).

Se considerd el disefio experimental presentado en la Tabla 6. En la primera etapa, se utilizo
el método de extraccion segun Muzquiz (78) explicado en el punto 2.3.5.2, Unicamente
evaluando la variable independiente peso/volumen (P/V). Una vez determinado el mejor P/V
en funcidn a la concentracion de AQ, se procedi6 a evaluar el efecto del tipo de acido (utilizando
el P/V seleccionado). Finalmente, se evalud el efecto del tipo de homogenizacion (con agitacién
orbital, con ultraturrax y con bafio de ultrasonido), aplicando las variables P/V y tipo de acido
que dieron los mejores resultados en AQT. El andlisis de AQ se realiz6 con el método por
UHPLC-DAD.
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Tabla 6. Disefio experimental para optimizar los parametros del proceso de extracciéon segin

la metodologia de Muzquiz.

eeuencia Variables independientes Tratamientos Variable dependiente
de etapas
Etapa 1 Proporcion peso/volumen | T1:1/5
P (PIV) (1/5 y 1/10) T2:1/10
Tipo de Acido T1:HCI0.1N
HCI (0.1N,05Ny1N) |T2:HCI05N
Etapa 2 Acido Tricloroacético T3:HCI1 N
(TCA) (5%) T4: TCA 5%
T1:100 rpm a 15 min
Agitador orbital T2: 100 rpm a 30 m!n
Ti 1530 v 60 mi T3:100 rpm a 60 min
1mpo (15, 30y 60 min) T4: 200 rpm a 15 min Concentracion de
Velocidades (100 y 200 _ . ) .
; T5:200rpma 30 min | ajcaloides quinolizidinicos
pm) .
T6: 200 rpm a 60 min totales (g/100g bs) por
T1: 5000 rpm a 30 seg 9 4os)p
T2: 5000 rpm a 60 seg UHPLC-DAD
Etapa 3 Ultraturrax T3: 10000 rpm a 30 seg
Tiempo (30 y 60 s) T4: 10000 rpm a 60 seg
Velocidades (5000, 10000, | T5: 15000 rpm a 30 seg
15000 y 20000 rpm) T6: 15000 rpm a 60 seg
T7:20000 rpm a 30 seg
T8:20000 rpm a 60 seg
i T1:15mi
Bafio de ultrasonido® _ ° il
Tiempo (15, 30y 60 min) | 12 30 Min
POLS, S0y T3: 60 min

*Elaboracion propia. *Operado a 40 kHz con una potencia ultrasonica aproximada de 100-120 W

D) Andlisis del contenido de alcaloides en muestras comerciales de tarwi

En la etapa final se realizo el analisis del contenido de AQ en cinco muestras comerciales de

tarwi, utilizando el método de Muzquiz adaptado y el método de extraccion de Muzquiz (78)

optimizado segun el punto C (Tabla 7).

El analisis por UHPLC-DAD también permitié identificar exactamente los contenidos de

lupanina y esparteina, asi como compuestos derivados (con similar espectro de absorcién, pero

detectado a diferente tiempo de retencion respecto al estandar).
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Tabla 7. Disefio experimental para el analisis del contenido de alcaloides quinolizidinicos (AQ)

para cada variedad de tarwi implementando varios métodos.

Variables independientes
Variable dependiente
Variedades Tipo de Método
TY 1. Muzquiz adaptado
2. Muzquiz optimizado por UHPLC-DAD
TAG 1. Muzquiz adaptado
2. Muzquiz optimizado por UHPLC-DAD
Concentracion de
TA 1. Muzquiz adaptado alcaloides
2. Muzquiz optimizado por UHPLC-DAD | quinolizidinicos totales
(9/100 g bs)
PG 1. Muzquiz adaptado
2. Muzquiz optimizado por UHPLC-DAD
TCE 1. Muzquiz adaptado
2. Muzquiz optimizado por UHPLC-DAD

*Elaboracién propia.

2.5.Andlisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados por triplicado, mientras que los analisis de AQ
en las variedades de tarwi fueron realizados por cuadriplicado. Los analisis estadisticos se
realizaron con el software R (version 4.4.2) y los resultados fueron expresados como
promedio + desviacion estandar. Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via o
dos (segun corresponda) para aquellos datos que cumplieron con los supuestos de
normalidad realizados mediante la prueba de Shapiro Wilk y de homogeneidad de varianzas
mediante el test de Levene. En el caso de los datos que no cumplieron los supuestos se
usaron analisis no paramétricos como Kruskal-Wallis o Scheirer-Ray-Hare (version
bifactorial de la prueba de Kruskal-Wallis). Finalmente, se realizaron pruebas de
comparacion multiple paramétrico por test HSD de Tukey para ANOVA de una via o dos
vias y no paramétrico de Dunn con arreglo de Bonferroni, incluyendo un nivel de

significancia fue p>0.05.
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CAPITULO III
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Caracterizacion fisica de las variedades comerciales de tarwi
3.1.1. Andlisis del color

La evaluacion del color para las 5 variedades de tarwi se llevé a cabo utilizando la escala
CIELab, la cual mide los pardmetros de luminosidad (L*), tonalidad rojo/verde (a*), y tonalidad
amarillo/azul (b*). Los resultados obtenidos se presentan en el Figura 13 (Anexo 10 — Tabla
A10-1)

Todas las variedades mostraron una luminosidad clara para todas las variedades; sin
embargo, existieron diferencias significativas entre ellas; la variedad TAG presenté una mayor
luminosidad (72.85+0.65), seguida de la variedad TY (71.55+0.41), mientras que la variedad
TCF presentd menor luminosidad (68.82+0.51) frente a las otras variedades.

Las cinco variedades de tarwi presentaron diferencias significativas tanto en el
parametro a* como en el pardmetro b*; sin embargo, todas las variedades se encontraron dentro
de las tonalidades amarillas. EI valor mas alto registrado para el pardmetro a* fue para la
variedad TY (2.74£0.06) mientras que el menor valor (2.12+0.17) fue para la variedad TAG,;
por otro lado, al evaluar el pardmetro b*, se observo de igual manera que la variedad TY
presentd el mayor valor en comparacion con la variedad TAG (16.10+0.24 y 11.57+0.34,
respectivamente) (Figura 13).

La informacion acerca de la medicion del color en semillas de tarwi por la escala
CIELab* es muy limitada, por tal motivo se dificulta la comparacion de resultados en las
mismas condiciones trabajadas. Uno de los pocos estudios realizados en variedades de tarwi
peruano es el de Bricefio Berrd (71), quienes también evaluaron el color en variedades como
Andenes, Cholo fuerte, Altagracia, Paton grande y Yunguyo, reportando valores en promedio
de L=82.96 £0.76, a* = -2.44 £ 0.35 y b* = 27.52 £ 0.67, equivalentes a tonalidades claras

con ligeras variaciones entre blanco y crema.
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Figura 13: Analisis del color en la escala CIELab* de 5 variedades comerciales de tarwi
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*N=5. Los valores que presentan la misma letra sobre las mismas barras no son

significativamente diferentes (p>0.05)

Asimismo, Cordova-Ramos et al. (70) reportaron valores de L = 84.59+0.90, a*= -
2.10+0.44 y b* = 20.32+1.55 en la especie L. mutabilis Sweet en las variedades como Andenes,
Yunguyo y Altagracia. Ambos autores difieren con los obtenidos en el estudio actual con un
promedio de L = 70.75, a* = 2.4 y b* = 14.38, lo cual puede atribuirse a que los resultados de
Bricefio y Cérdova et al. (70,71) fueron evaluados en la harina de las semillas, mientras que los
obtenidos en este estudio corresponden al color de semillas enteras. La caracterizacién del color
de las semillas resulta relevante debido a que este atributo puede estar relacionado con la
presencia y concentracion de alcaloides y otros metabolitos secundarios, permitiendo evaluar
posibles correlaciones con sus propiedades quimicas. Asimismo, el andlisis del color constituye
un criterio objetivo para la diferenciacion entre variedades, contribuyendo a una mejor
clasificacion y caracterizacion del material vegetal estudiado.
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Por otro lado, Parra-Gallardo et al. (87) realizaron un analisis colorimétrico a partir de
las semillas de Lupinus mutabilis Sweet en 5 etapas de maduracién calculando el indice de color
(CI) segun los parametros en la escala Cielab*, en esta investigacion se obtuvo un Cl igual a
0.56 luego de 204 dias de siembra, mientras que a los 212 dias, el valor ascendié a 1.14,
observandose un ligero incremento conforme se prolonga el tiempo de maduracion. Estos
valores difieren con los obtenidos en el estudio presentando un rango de Cl entre 2.26 a 2.51;
lo que podria indicar que los granos analizados en el presente trabajo tuvieron un mayor tiempo
de maduracién, lo que habria influido en el aumento del indice registrado.

La coloracion de la cubierta de las semillas de tarwi esta influenciada por varios
factores, entre los mas representativos son la etapa de madurez, factores genéticos y la variedad
de las semillas, durante las primeras fases del desarrollo los granos presentan tonos verdosos y
van cambiando progresivamente en cada etapa de maduracion pasando de tonalidades mas
claras a colores mas oscuros (87). Estos cambios de coloracion se encuentran asociados
principalmente a la acumulacion de compuestos fendlicos, tales como flavonoides, taninos
condensados (proantocianidinas) y acidos fendlicos, los cuales se localizan predominantemente
en la testa o pericarpio de la semilla (88).

3.1.2. Anadlisis de las caracteristicas morfoldgicas y peso de 100 granos

En la Figura 14 se presentan los resultados de las caracteristicas morfoldgicas y el peso
de 100 granos de las 5 variedades de las semillas de tarwi evaluadas. El peso de 100 granos de
las variedades estudiadas oscil6 entre un rango de 26.04 g a 28.60 g y con un promedio general
de 28.21+1.58 g. Estos valores son comparables a los obtenidos por Vera Vega (72), quienes
reportaron un rango entre 20.80 a 30.64 g (Anexo 10 — Tabla A10-2).

Asimismo, Chalampuente (89) reportdé valores similares a los del trabajo actual
(promedio 26.03+3.43 g) para variedades Lupinus mutabilis Sweet cultivados en Ecuador. Sin
embargo, Villanueva (25) report6 valores por debajo a los obtenidos en este estudio (21.72 g).

En relacion con el efecto de la variedad de tarwi se observo que las variedades con
mayor peso de 100 granos fueron las variedades de TCFy TPG mientras que la de menor valor
fue la variedad Yunguyo.

La determinacion del peso de 100 granos evidencio diferencias entre las variedades
evaluadas, lo cual se asocia al tamafio y grado de desarrollo de la semilla, factores que pueden
influir en la distribucion y concentracion de compuestos quimicos, incluidos los alcaloides
quinolizidinicos y otros metabolitos secundarios. Estudios en especies de lupino han mostrado

que el peso de la semilla esta correlacionado con variaciones en el perfil de alcaloides y otros
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compuestos bioactivos, lo que permite una mejor interpretacion de los resultados obtenidos para
el contenido de alcaloides entre las variedades estudiadas (90).

En la Figura 14 también se muestran los caracteres morfologicos de las semillas
incluyendo el largo, ancho y espesor (Anexo 10 — Tabla 10-2) obteniéndose rangos, de 10.12-
10.55 mm, 8.43-8.51 mm y 4.77-5.46 mm, respectivamente; en general, las variedades
presentaron valores similares entre si, en especial para los caracteres de largo y ancho, mientras
que para el espesor del grano se observo una mayor variabilidad.

Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas y peso de 100 granos de semillas de 5 variedades de
tarwi
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*N=25 semillas. Los valores que presentan la misma letra sobre las mismas barras no son
significativamente diferentes (p>0.05)

Una mayor variabilidad fue observada en el anélisis dimensional realizado por Vera
Vega et al. (72) quienes reportaron valores entre 8.32 a 11.62 mm de largo y de 6.97 a2 9.34 mm
de ancho, evaluando 45 genotipos del Lupinus mutabilis Sweet; mientras que Bricefio Berru
(71) evalud 20 ecotipos registrando rangos de 8.90 a 10.99 mm de largo, 6.76 a 9.39 mm de
ancho y 3.26 a 5.87 mm de espesor, en su estudio incluyeron también a la variedad TY
obteniendo un promedio de 9.14+0.86 mm. estos resultados son comparables a los obtenidos
en el presente estudio, sin embargo, en ambos estudios se observa una mayor variabilidad en

las dimensiones del grano, lo que podria deberse a que los autores evaluaron un mayor nimero

45



de muestras de tarwi, revelando la diversidad fenotipica existente entre las semillas de la especie
Lupinus mutabilis Sweet, que van desde formas lenticulares, esféricas, ovoidales y oblongas
(72).

3.2.  Implementacién de los métodos convencionales volumétrico y espectrofotométrico
para el analisis del contenido de AQ

En los Anexos 03, 04 y 05 se presentan los ensayos preliminares realizados para la
implementacion y optimizacion de los métodos de cuantificacion de AQT por el método
volumétrico y espectrofotométrico. Adicionalmente, se incorporo6 el anélisis del tipo de muestra
evaluado: muestra desgrasada (MD) y muestra sin desengrasar (MSD) (Anexo 10 — Tabla A10-
3). La mayoria de los estudios realizados con las semillas de Lupinus mutabilis evaltian los AQ
a partir de muestras de tarwi desgrasadas, realizando un previo tratamiento de desengrasado
con n-hexano o con éter de petroleo (3), por tal motivo, en esta investigacion también se evalu6
el impacto que presenta realizar un tratamiento previo de desengrasado a la muestra de tarwi.
Ademas, se cuantifico el contenido de alcaloides residuales (en el pellet residual) para verificar
si la extraccion de estos metabolitos fue adecuada.

En el método volumétrico, la evaluacion del numero de reextracciones mostré que la
recuperacion de los alcaloides debe ser analizada por cada muestra diferente, asi como también
se debe realizar una estandarizacién previa de las soluciones que intervienen en la reaccion
(NaOH y H»S0s) con el fin de asegurar la confiabilidad de los valores obtenidos.

En el caso del método espectrofotométrico, los resultados evidenciaron que la correcta
determinacion de la longitud de onda de medicién fue un factor critico para garantizar la
sensibilidad y reproducibilidad del método. Asimismo, se observo que este procedimiento no
permite escalar directamente, ya que los factores empleados en la ecuacién de calculo (77)
dependen de volumenes de reaccion definidos. Por ello, la cuantificacion se realizo
manteniendo constantes dichos volimenes de acuerdo al método original (77) y variando
Gnicamente la dilucidn final de las muestras, lo que permitio obtener resultados comparables
entre los ensayos.

Adicionalmente, se implementd el método de extraccion descrito por Muzquiz (78),
adaptado para su determinacion por espectrofotometria, permitiendo un mayor rendimiento de
extraccion de AQT a diferencia del método volumétrico y espectrofotométrico, debido a que la
extraccion se presenta en dos etapas (en medio acido y medio alcalino) frente a los métodos
convencionales previos donde solo se utiliza una extraccion con cloroformo en condiciones

alcalinas.
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Los resultados obtenidos bajo este método permitieron evidenciar que la extraccion
empleada constituye un factor determinante en la cuantificacion de los AQT, especialmente
cuando se trabaja con matrices complejas como las semillas de tarwi (Figura 15).

Los resultados fueron expresados en porcentaje (%) de lupanina por ser el alcaloide en
mayor concentracion y se implementd cada uno de los métodos analizando la variedad Tarwi
Andenes debido a que esta variedad es mas estudiada en comparacion con otras. El analisis
estadistico evidencio un efecto significativo tanto del tratamiento previo de la muestra (MD y
MSD) (Anexo 10 - Tabla A10-3) como del tipo de método de extraccion sobre la concentracion
de AQT (Figura 15)

Como analisis preliminar, se observé que el tratamiento previo de la muestra influyo de
manera significativa en los resultados obtenidos, registrandose concentraciones mayores de
AQT en la muestra sin desgrasar (MSD) en comparacion con la muestra desgrasada (MD),
independientemente del método analitico aplicado (Anexo 10 - Tabla A10-3).

La MD present6 promedios de 2.49+0.02% para el método volumétrico, 2.68+0.07% para
el método espectrofotométrico y 3.72+0.05% con el método de Muzquiz adaptado; este
comportamiento fue consistente en los tres métodos evaluados, lo que sugiere que el proceso
de desgrasado podria afectar parcialmente la recuperacién de los alcaloides, ya sea por pérdidas
durante el tratamiento previo o por interacciones con la matriz lipidica. La mayoria de los
estudios realizan un desgrasado previo a la muestra para evitar la formacion de emulsiones por
la presencia de sustancias lipofilicas que pueden interferir en el proceso de extraccion (42). Sin
embargo, al realizar este tratamiento los AQT disminuyeron en la presente investigacion; por
tal motivo, en este estudio se optd por analizar la muestra sin desgrasar (MSD) en las etapas
siguientes.

En relacion al método de extraccion (Figura 15); la MSD present6 un promedio de AQT
de 3.06+0.05% y un promedio de AQR de 0.34+0.05% para el método volumétrico, mientras
que con el método espectrofotométrico se obtuvo un promedio de 3.28+0.04 para AQT vy de
0.06+0.002% para AQR. Asimismo, el método de extraccion segun el método de Muzquiz
adaptado presentd valores de AQT y AQR de 3.944+0.02% y 0.194+0.01%, respectivamente; en
este ultimo método de extraccion se obtuvieron mayores concentraciones de AQT mostrando
diferencias significativas en comparacion con los otros métodos de extraccion (Anexo 10 —
Tabla A10-4). Esta mayor recuperacion observada mediante el método de Muzquiz adaptado
puede atribuirse a su extraccion en dos etapas; que incluye una fase acida seguida de una fase

alcalina, lo cual favorece tanto la solubilizacion inicial de los compuestos polares como la
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posterior liberacién de los alcaloides a partir de sus formas salinas para finalmente ser extraidos
con el solvente organico (42).
Figura 15. Concentracion (g lupanina/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales y

residuales comparando tres métodos de extraccion.
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*N=3. AQT (Alcaloides quinolizidinicos totales) AQR (Alcaloides quinolizidinicos residuales)
AQ (Alcaloides quinolizidinicos). Los valores que presentan la misma letra en una fila no son
significativamente diferentes (p>0.05).

De acuerdo con algunas investigaciones realizadas para la especie Lupinus mutabilis
Sweet en la variedad Andenes, la MSD presenta concentraciones de alcaloides totales entre
2.39% (6) a 5.74% en bs (85).

La informacion acerca de la cuantificacion de alcaloides quinolizidinicos totales de la
especie Lupinus mutabilis por el método volumétrico es muy escasa. Sin embargo, Villacrés et
al. (3) reportd un rango de alcaloides quinolizidinicos totales de 3.76 a 4.47% en las semillas
de tres variedades de Lupinus mutabilis Sweet (INIAP-450, INIAP-451 y Criollo). Por otro
lado, Von Baer en 1979 (91) aplicando como titulante acido p-toluensulfénico en cloroformo
report6 valores de 3.02+0.05% obteniendo este valor a partir de una doble extraccion de los
granos amargos desgrasados de la especie Lupinus mutabilis Sweet (variedad no especificada).

Los resultados del presente estudio fueron menores en comparacion con los obtenidos
por Villacrés (3) y comparables a lo reportado por Von Baer (91). Estas diferencias pueden
deberse a factores genéticos, a diferencias en la procedencia del tarwi y el tipo de variedad
analizada.

Se ha observado una baja precision y reproducibilidad de este método al realizar una
titulacién manual, se evidenciaron algunos factores que podrian afectar los resultados. Entre
ellos se destaca la percepcion subjetiva del analista para la apreciacién del viraje del color lo
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cual podria conllevar a la adicion excesiva del valorante, subestimando la concentracion de
alcaloides en la muestra.

Con lo que respecta al metodo espectrofotometrico, la MSD de L. mutabilis Sweet
(variedad no especificada) analizada por Rosas Quina (56) report6 un valor de 3.94% bs para
los alcaloides totales mientras que para los alcaloides residuales fue de 0.08% bs. Ademas,
Quispe (6) reportd un promedio de AQT de 2.39+0.16% para la variedad Tarwi Andenes con
el mismo método.

Los valores obtenidos en este estudio para la MSD (3.28% para AQT y 0.06% para
AQR) se encuentra proximo con el reportado por Quina (56), y es superior al reportado por
Quispe (6), a pesar de que este autor evalud la misma variedad de tarwi. esto sugiere que
existirian diferencias aun dentro de la misma variedad de tarwi debido a otros factores que
deberian ser evaluados en estudios posteriores.

El método segin Muzquiz (78) es especifico para AQ y se basa en la extraccién de estos
metabolitos utilizando soluciones acidas diluidas permitiendo que los alcaloides se encuentren
en forma de sales para posteriormente ser alcalinizados y finalmente ser extraidos con un
solvente organico no miscible (42). El contenido de AQT para la variedad Andenes fue mayor
con el método de Muzquiz adaptado, en comparacion con el método volumétrico y
espectrofotométrico, reportandose valores de 3.94+0.02% para la MSD.

A pesar de que el método volumétrico es usado por su simplicidad y bajo costo, suele
ser menos preciso y sensible por presentar errores en la determinacion final; mientras que el
método espectrofotométrico presenta menor margen de error ya que las lecturas no dependen
especificamente del analista; sin embargo, los resultados cuantitativos dependen también del
método de extraccion, el cual fue mas eficiente cuando se aplicé el método de Muzquiz (92).

Ademas de los métodos convencionales, recientemente algunos estudios que cuantifican
los AQ en las semillas del tarwi aplican la extraccion segin Muzquiz (92), pero la deteccion es
realizada con sistemas como HPLC-DAD, LC-MS, GC-MS y GC-FID (68,85,86). Por lo
anterior, en la siguiente etapa del trabajo de investigacion, se procedié a mejorar los pardmetros
de extraccion aplicando la metodologia de extraccion de Muzquiz (78) utilizando un sistema
UHPLC-DAD para la cuantificacion de AQT, ya que permitiria también determinar el perfil o
tipo de AQ, a diferencia de los métodos volumétrico y espectrofotométrico que sélo permiten

estimar el contenido total de AQ.
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3.3. Determinacion de los mejores parametros de extraccion segun el Método de
Muzquiz
3.3.1. Influencia de la proporcién P/V en la eficiencia de extraccion

Segln varias investigaciones, se han aplicado diferentes proporciones P/V entre un
rango de 1/4 a 1/15, aplicando el mismo fundamento de extraccion establecido por Muzquiz
(54,60,78,81-83,85,86). Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones se han enfocado en
otras especies de Lupino, como L. albus, L. angustifolius y L. luteus; mientras que los estudios
para la especie L. mutabilis son ain muy limitados.

Como resultado del analisis realizado, se definieron las proporciones P/V de 1/5y 1/10
por ser las mas representativas y comunmente aplicadas en otros estudios. En esta parte de la
investigacion, se aplicaron las condiciones de extraccion de AQ segun Muzquiz (78) y la
deteccion se realiz6 por UHPLC-DAD (luego de la obtencién de las condiciones
cromatograficas optimas, segn fue descrito en la metodologia) debido a que este método
permitio diferenciar entre los alcaloides principales del tarwi, y cuantificarlos utilizando curvas
de calibracién con estandares correspondientes a los AQ lupanina y esparteina.

Los resultados obtenidos a partir de esta metodologia se reportan en el Figura 16, donde
el tratamiento con la proporcion 1/5 presentd el mayor contenido de AQT con un promedio de
3.53 g de AQ/ 100 g en comparacién con la proporcion 1/10, con el cual se obtuvo un promedio
igual a 2.85 g de AQ/ 100 g. Asimismo, el contenido de lupanina fue mayor cuando se utilizd
un P/V de 1/5 con respecto al de 1/10, sin embargo, los compuestos derivados de esparteina
presentaron contenidos similares (Anexo 10 — Tabla A10-5).

Figura 16 . Concentracion de alcaloides quinolizidinicos (g de AQ/ 100 g bs segun la
proporcién el P/V cuantificado UHPLC-DAD.
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*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales). Los valores que presentan la misma letra sobre las

mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.
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Yucra (67), usando una proporcion P/V 1/10, report6d un contenido de lupanina de 4.98
g/100 g cuantificado por HPLC aunque en una variedad diferente de tarwi, mientras que Cortés-
Avendano et al. (85) y Bryson (68) aplicando un P/V mayor (1/50) y usando GC-FID reportaron
valores de AQT de 5.74% y 2.38%, respectivamente en la variedad andenes INIA (Cusco) en
ambos casos. Independiente de las diferencias a nivel del método analitico utilizado en estos
trabajos respecto al del presente estudio, se evidencia que aun en la misma variedad de tarwi,
pueden existir diferencias en el contenido de AQT.

Se ha reportado que la eficiencia en la extraccion aumenta conforme se incrementa el
volumen de solvente hasta alcanzar un punto optimo, por otro lado, cuando el solvente es
excesivo con relacion a la muestra, disminuye la eficiencia (93). Ademas, también es
indispensable evaluar el tamafio de particula dado que la difusividad de los compuestos
bioactivos incrementa al disminuir el tamafio; es por ello que la concentracion reportada por
Cortés-Avendano et al. (85) a una proporcion de 1/50, es mayor a las obtenidas en este estudio,
esto podria deberse al uso de un homogenizador mecanico de alta cizalladura (Ultraturrax),
condiciones que permitirian una mayor disminucion del tamafio de particula. Sin embargo, la
comparacion de resultados deberia realizarse en las mismas condiciones de extraccion,
cuantificacion y en la misma muestra para un mejor analisis.

En base a los resultados obtenidos, se seleccion6 la proporcion 1/5 para las siguientes
etapas del estudio.

3.3.2. Influencia del tipo de &cido en la eficiencia de extraccion

Se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de acido clorhidrico (HC10.1 N, 0.5 N
y 1 N) y acido tricloroacético (TCA 5%) sobre la extraccion de AQ en la especie L. mutabilis
variedad Andenes, siguiendo el fundamento propuesto por Muzquiz. Sin embargo, como ya fue
mencionado previamente, la mayoria de los estudios se han centrado en especies como L. albus,
L. angustifolius o L. luteus, cuya composicion y perfil de alcaloides difiere significativamente
respecto al L. mutabilis.

En el Figura 17 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion de lupanina,
derivados de esparteina y alcaloides quinolizidinicos totales (AQT), extraidos utilizando
diferentes tipos de 4cido y analizados por UHPLC-DAD, donde el tratamiento con HCI 1N
presentd la mayor concentracion de lupanina (3.16 %) y de AQT (3.54 %). Los tratamientos
con HCI 0.1N y HCL 0.5N permitieron obtener cantidades comparables de lupanina y AQT. En
cuanto a los derivados de esparteina, no se observaron diferencias significativas entre los

distintos tratamientos, presentando valores que oscilaron entre 0.37 y 0.40 %.
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Las concentraciones de lupanina y AQT con el tratamiento con TCA al 5% fueron
similares a los obtenidos con HCI 1 N. Estos resultados reflejan una mejor eficiencia en la
extraccion de los AQ en medio acido al inducir la protonacién de los grupos nitrogenados
presentes en los alcaloides, aumentando asi su solubilidad (42).

Figura 17. Concentracion (g de AQ/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales segun el
tipo de acido cuantificado por UHPLC-DAD
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*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) Los valores que presentan la misma letra sobre las
mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn
segun corresponda.

Asimismo, estos resultados evidencian que el tipo y la concentracion del acido
empleado influyen principalmente en la extraccion de lupanina, al ser el principal alcaloide
presente en las semillas de tarwi, lo cual incide directamente en el valor de alcaloides totales.

Los resultados obtenidos con TCA al 5% son comparables a los del tratamiento con
HCI 1 N evidenciando que los 4cidos orgéanicos fuertes constituyen una alternativa viable frente
al uso de los acidos minerales, reduciendo el riesgo quimico por el uso de compuestos
corrosivos; es por ello, que se optd por emplear TCA 5% para las siguientes etapas de la
investigacion (Anexo 10 — Tabla A10-6).

3.3.3. Influencia del tipo de homogenizacion

Luego de establecer el P/V y el tipo de acido que permitieron maximizar la
concentracion de alcaloides, se evalud el tipo de homogenizacion mas apropiado para la
extraccion de los AQ. En esta etapa se evaluaron tres metodos diferentes de homogenizacion:
con uso de Ultraturrax, por agitacion orbital y con bafio de ultrasonido, variando tiempos y
velocidades en cada caso.
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Los resultados obtenidos utilizando el Ultraturrax (Figura 18) mostraron un aumento
progresivo en la concentracion de AQT al incrementar la velocidad de homogenizacion,
alcanzando valores altos de 2.72% a partir de los 10000 rpm a 30 segundos y de 2.44% a partir
de los 15000 rpm a los 60 segundos observandose que la velocidad tuvo un mayor efecto en
este método en comparacion con el tiempo (Anexo 10 - Tabla A10-7). Esto indica que la alta
cizalladura y energia mecanica generada por Ultraturrax facilitan la ruptura celular y liberacion
de alcaloides en tiempos cortos.

Los resultados obtenidos por este tipo de homogenizacién no fueron muy reproducibles,
observando en general valores altos del coeficiente de variacion con un rango de 3.27 a 17.00%
respecto a los otros métodos de extraccion estudiados; esto podria deberse a la posible pérdida
de muestra durante las reextracciones.

Figura 18. Concentracion (g AQ/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos por
Ultraturrax cuantificado por UHPLC-DAD
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*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) AQ (Alcaloides quinolizidinicos). Los valores que
presentan la misma letra sobre las mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05)
por la prueba de Tukey.

En el caso del método con agitacion orbital (Figura 19), el tiempo y velocidad influyeron
significativamente en los resultados. Una mayor velocidad (200 rpm) permitié obtener un
mayor contenido de AQT independiente del tiempo de extraccion. La extraccibn maxima se
obtuvo a 200 rpm y 30 minutos con un valor de AQT de 2.73% (Anexo 10 — Tabla 10-8), similar
al valor alcanzado con Ultraturrax a 30 segundos y 20000 rpm. Sin embargo, la extraccion con

agitacion a 60 minutos present6 una ligera disminucion, sugiriendo que tiempos prolongados
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podrian ocasionar degradacion o pérdidas por reacciones secundarias; ademas se puede
evidenciar que un equilibrio entre tiempo y velocidad es fundamental para optimizar la
extraccion (94,95).

Figura 19. Concentracion (g AQ / 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos
por agitacion orbital, cuantificado por UHPLC-DAD
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*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) AQ (Alcaloides quinolizidinicos). Los valores que
presentan la misma letra sobre las mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05)
por la prueba de Tukey.

En la Figura 20 se presentan los resultados obtenidos cuando la extraccion de AQ se
realiz6 utilizando un bafio de ultrasonido a diferentes tiempos. Se observé un aumento leve pero
no significativo en la concentracién de alcaloides con relacion al tiempo, alcanzando su méximo
a los 60 minutos con un valor promedio de AQT de 2.59% Yy lupanina en 2.22% (Anexo 10 —
Tabla A10-9). El principio de extraccidn con uso de ultrasonido consiste en la induccion de la

ruptura celular mejorando la liberacion de compuestos bioactivos a lo largo del tiempo (96).
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Figura 20. Concentracion (g AQ / 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos

por bafio de ultrasonido, cuantificado por UHPLC-DAD
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*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) AQ (Alcaloides quinolizidinicos). Los valores que
presentan la misma letra sobre las mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05)
por la prueba de Tukey o Dunn segiin corresponda.

Hwang et al. (84), reporto valores de lupanina en Lupinus angustifolius L., entre 3.08%
y 3.80% para tiempos de 5 a 120 min empleando una extraccién con agitacion orbital, mientras
que para la extraccion asistida por ultrasonido registraron rangos ligeramente menores de 3.04%
a 3.75% de lupanina considerando un tiempo de 5 a 120 min. Ademas, indicaron que la
extraccion de los AQ asistida por sonicacion fue completa a los 60 min con una concentracion
de lupanina igual a 3.76%. En el presente estudio se obtuvo una mayor concentracion de AQ
cuando la extraccion se realizé con agitacion orbital a los 30 min a 200 rpm con un valor
promedio de 2.32% para lupanina y para derivados de esparteina un valor de 0.41%; mientras
que para la extraccion con bafio ultrasonido, a los 60 min se obtuvieron valores ligeramente
menores de lupanina y derivados de esparteina de 2.22% y 0.37%, respectivamente respecto al
método anterior.

Es probable que Hwang et al. (84) utilizaran parametros operativos de ultrasonido
(frecuencia, potencial ultrasénico, intensidad de agitacion, temperatura, etc) diferentes a los
aplicados en el presente trabajo, los cuales permitieron una mejor extraccion de los AQ, sin

embargo, estas variables no fueron reportadas en ese estudio.
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En base a los hallazgos obtenidos, se selecciond la agitacion orbital por 30 minutos y
200 rpm como los pardmetros méas adecuados en la primera etapa de extraccion de los AQ por
el método de Muzquiz (78); por permitir una extraccion eficaz de los AQ, ademas por ser una
alternativa mas corta en comparacion con la sonicacion y reportando en valores mas
reproducibles comparacion con el método con Ultraturrax.

Es importante mencionar que, durante el desarrollo del andlisis, se evidencié una
pérdida ligera en la capacidad de retencion de la columna C18, posiblemente atribuida al uso
continuo de la misma con una fase moévil compuesta por 100% agua. Esta fase fue la que se
utilizé para el andlisis cromatografico de lupanina. Debido a que los experimentos de extraccion
correspondientes a cada etapa (segin Tabla 6) se realizaron al mismo tiempo en cada caso,
procediendo con el analisis inmediato por UHPLC-DAD apenas obtenidos los extractos, los
resultados por efecto de las variables evaluadas en cada etapa no fueron afectados; sin embargo,
esto representa una consideracion técnica importante para futuros analisis.

3.4.  Analisis del contenido y perfil de AQ por UHPLC-DAD en cinco variedades de
tarwi

Para llevar a cabo este andlisis, se optd por utilizar una columna cromatografica
KINETEX EVO C18, debido a que seglin sus caracteristicas técnicas presenta una alta
estabilidad con fases moviles acuosas respecto a una columna C18 convencional. Ademas, la
columna EVO C18 presenta un rango de pH amplio (1-12), lo que permite trabajar en
condiciones mas variadas sin comprometer la integridad de la fase estacionaria. En la practica,
estas caracteristicas contribuyen a una mejor forma de pico y a una mayor reproducibilidad en
los resultados obtenidos (80) Asimismo, se construyeron las respectivas curvas de calibracion
especificas, utilizando estandares de lupanina y esparteina (Anexo 9). La extraccién de los AQ
se realizé aplicando las condiciones que permitieron una mejor extraccion de estos compuestos,
utilizando la muestra sin desgrasar con una proporcion de 1/5 aplicando TCA 5% con agitacién
orbital a 200 rpm por 30 min.

3.4.1. Contenido de alcaloides quinolizidinicos totales

En una primera etapa se compararon dos métodos de cuantificacion de AQT en cinco
variedades comerciales de tarwi. En la Figura 21 se presentan los resultados obtenidos
aplicando el método de Muzquiz adaptado (que sigue el protocolo de extraccion de Muzquiz
(78), pero con deteccion por espectrofotometria), y el método donde se mejoraron diferentes

condiciones de extraccion segun Muzquiz (78), pero cuantificando los AQ por UHPLC-DAD.
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Adicionalmente, se realiz6 el analisis por el método de cuantificacion
espectrofotométrico por Von Baer (77) solo con fines comparativos los resultados se observan
en el Anexo 10 — Tabla A10-10.

Respecto al efecto del método, se observd un patron consistente en todas las variedades;
donde el método de Muzquiz adaptado present6 los mayores valores de AQT (3.31 a 3.81%
bs), mientras que el método de Muzquiz optimizado y con deteccion por UHPLC-DAD reportd
concentraciones mas bajas (2.89 a 3.41% bs) (Anexo 10 — Tabla A10-11). Las diferencias entre
métodos dentro de cada variedad fueron estadisticamente significativas (p<0.05), evidenciando
la influencia del principio analitico sobre la cuantificacion de los AQT, estas diferencias se
pueden atribuir a la selectividad, especificidad y posible cuantificacion de interferentes en
métodos no cromatograficos.

Los valores mas altos de AQT obtenidos con el método de Muzquiz adaptado
comparado con el método espectrofotométrico convencional (77) confirma que la extraccion
de estos compuestos es mejor cuando se aplica solucion acuosa &cida en una primera etapa,
para luego solubilizarlos con solvente organico en medio alcalino, respecto a sélo una
extraccion con cloroformo (6,92).

En cuanto a la variedad (Figura 22), se observaron diferencias significativas dentro de
cada método, evidenciando una tendencia decreciente en el contenido de AQT siguiendo el
siguiente orden: TY, TAG, TA, TPG y TCF en los 3 métodos. La variedad TY presentd los
mayores valores (3.41 a 3.81% bs), mientras que TCF registro los méas bajos (2.89 a 3.31% bs).
Las variedades TAG y TA mostraron valores intermedios, con comportamientos parcialmente
similares entre si, mientras que TPG se ubicé en un nivel inferior, diferencidndose
estadisticamente de la de mayor contenido (TY).

Los resultados confirman que ambos factores evaluados ejercen un efecto significativo
sobre la cuantificacion de AQT, evidenciando que la eleccion del método analitico influye
directamente en los valores obtenidos, mientras que la variabilidad observada con respecto al
contenido de estos compuestos esta asociada intrinsecamente a la variedad.

El método espectrofotometrico permite la determinacion indirecta de los AQT,
basandose en la formacion de un complejo ion-par entre los alcaloides y el parpura de
bromocresol (BKP). En un medio basico (KOH 15%), los alcaloides se encuentran en su forma
libre (no protonada), facilitando su extraccion hacia una fase organica (CHCIs); luego el BKP,
al actuar como colorante acido, interactia con los AQT formando un complejo coloreado.
Ademas, la ecuacion propuesta por VVon Baer (77) para los calculos de AQT utiliza factores de

calibracion diferentes segun el tipo de alcaloide, sin embargo, los AQT se expresan en funcion
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al tipo de alcaloide mayoritario. Para el caso del tarwi, la lupanina es el AQ que se encuentra
en mayor concentracion (19) y los pocos trabajos donde aplicaron el método
espectrofotométrico expresan los AQT como lupanina.

Este método no es exacto debido a que no permite distinguir entre el tipo de AQ
presente, y podria estar sobreestimando los valores reales al utilizar un Unico factor de
calibracién en el calculo. La determinacion por UHPLC-DAD seria mas exacta ya que permite
diferenciar entre tipos de AQ segun sus espectros de absorcion especificos (Figura 23 y Figura
24), y utilizar curvas de calibracién segun el tipo de AQ para su adecuada cuantificacion. En
estudios previos, tambien se ha evidenciado que los métodos espectrofotométricos presentan
limitaciones frente a técnicas cromatogréaficas (6,56,68,85). Esto refuerza la importancia de
utilizar técnicas de mayor precision, especialmente cuando se busca establecer perfiles
quimicos detallados.

Figura 21. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos totales en g/100 g bs comparando las

5 variedades de tarwi obtenidos mediante dos métodos de cuantificacion
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*TY (Tarwi Yunguyo) — TAG (Tarwi Alta Gracia) — TA (Tarwi Andenes) — TPG (Tarwi Paton
Grande) — TCF (Tarwi Cholo Fuerte). Los valores que presentan las mismas letras sobre las
mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn

segun corresponda.
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Figura 22. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos totales en g/100 g bs comparando los

métodos de cuantificacion de las 5 variedades de tarwi
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*TY (Tarwi Yunguyo) — TAG (Tarwi Alta Gracia) — TA (Tarwi Andenes) — TPG (Tarwi Paton
Grande) — TCF (Tarwi Cholo Fuerte). Los valores que presentan las mismas letras sobre las

mismas barras no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.

Al comparar los resultados obtenidos con estudios previos, Quispe (6) utilizé el mismo
método espectrofotométrico para evaluar los AQT en variedades de tarwi peruanas y obtuvo
resultados con una tendencia similar a los del presente estudio. En dicho estudio, la variedad
TY también presentd la mayor concentracion de alcaloides con un valor de 2.98%, mientras
que las variedades TCF y TA mostraron los valores més bajos, con un total de 2.41%y 2.39%
bs, respectivamente, encontrandose por debajo de las concentraciones obtenidas en este estudio.
Estas diferencias encontradas pueden atribuirse a factores diferentes al tipo de método analitico
utilizado; como la procedencia de las variedades, las condiciones climaticas de cultivo en cada
caso o la manipulacion post-cosecha, lo cual deberia ser investigado en estudios a futuro.

Para una mejor comparacion, es importante considerar tanto el origen de la muestra

como el método analitico en la evaluacion de estos compuestos.
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3.4.2. Analisis del contenido y perfil de AQ por UHPLC-DAD

En la Figura 23 y Figura 24 se muestran los perfiles cromatogréaficos de los principales
AQ detectados en la variedad TY por UHPLC-DAD, mientras que en la Tabla 18 se presentan
las caracteristicas de los espectros de absorcion UV-VIS de cada pico detectado, donde se puede
distinguir los principales AQ (lupanina y esparteina) en funcién de su tiempo de retencion (Rt)
y su maxima absorcion espectral (A). Las variedades en estudio presentaron cromatogramas
similares variando en las areas y consecuentemente en las concentraciones de cada compuesto.

El principal AQ identificado en todas las variedades de tarwi fue la lupanina, ademas,
se detectd un pico pequefio con una longitud de onda de maxima absorcién igual al del estandar
de lupanina (A=203.76 nm), pero en un tiempo de retencion diferente (Rt=1.003), el cual
posiblemente se trate de un isomero de lupanina al cual se le denominé “derivado de lupanina”.
Por otro lado, el alcaloide esparteina, el cual es el segundo AQ més importante en el tarwi (19)
se detect6 a 305 nm (Figura 24) a esta misma longitud de onda, se encontraron entre 2 a 3 picos
en las muestras de tarwi; sin embargo, sus espectros de absorcion UV-VIS fueron diferentes al
presentado por el estandar de esparteina (Tabla 8). A pesar de estas diferencias, la forma del
espectro de absorcion fue parecida al del estandar, por lo que podrian tratarse de posibles
isdbmeros de esparteina o de otros AQ similares, por este motivo, se les identificd y cuantifico
como “derivados de esparteina”.

Cabe destacar que todas las variedades analizadas presentaron el mismo patron
cromatografico en el grupo de la lupanina, con un pico principal bien definido y la presencia de
picos secundarios consistentes. En cambio, para los derivados de esparteina, se observaron
ligeras variaciones entre muestras, ya que en algunas se identificaron solo dos picos en lugar
de tres, lo que podria deberse a diferencias por efecto de la variedad.

Hasta la fecha, los estudios que detallan cromatogramas y espectros de absorcion
especificos para los alcaloides del tarwi son escasos, por lo que los resultados obtenidos aportan
informacion valiosa para futuras investigaciones. En particular, la coincidencia espectral de las
muestras con el estandar de lupanina refuerza su identificacion como compuesto principal,
mientras que la variabilidad en los derivados de esparteina abre la posibilidad de explorar con

mayor profundidad su perfil estructural y funcional.
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Tabla 8. Cromatogramas, tiempos de retencion, compuesto identificado y longitud de onda de
méaxima absorcion de los espectros de compuestos detectados en la variedad Yunguyo
presentadas en las Figuras 13 y 14.

Lupanina y derivados

N° Tiempo de
Cromatogramas . retencion Compuesto A (nm)
Pico o
A 1 0.768 Lupanina 203.06
2 1.003 Derivado de Lupanina 203.76
B 1 0.770 Lupanina 202.78
2 1.007 Derivado de lupanina 203.57
Esparteina y derivados
1A 0.782 Derivado de Esparteina 202'5’9.22292 43,
A 2A 1.013 Derivado de Esparteina 209.66, 319.95
3 1.298 Derivado de Esparteina 207.73,320.17
1 0.763 Esparteina 194.44, 304.80
B 2 1.018 Derivado de Esparteina 208, 304.08
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Figura 23. Perfil cromatografico a 205 nm de Lupanina (1) y derivado de Lupanina (2) de la
variedad Tarwi Yunguyo (A) y estandar de Lupanina a 250 ppm (B).
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Figura 24. Perfil cromatografico a 305 nm de derivados de Esparteina (1A)(2A)(3) de la
variedad Tarwi Yunguyo (A), y estandar de Esparteina 500 ppm (B).
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La cuantificacion individual de alcaloides quinolizidinicos mediante UHPLC-DAD en
las cinco variedades de tarwi (Figura 25) permitié identificar y comparar los niveles de
lupanina, derivados de lupanina, derivados de esparteina y los AQT (Anexo 10 — Tabla 10A-
12).

En general, la variedad TY presentd la mayor concentracion total de AQT con 3.41%,
seguida de TAG (3.28%), TA (3.19%) y TPG (3.10%), mientras que la menor concentracion se
observéo en TCF con 2.89%; en cuanto a la lupanina alcanzo su valor maximo en la variedad
TY (2.79+0.17%) y el més bajo en TCF (2.23+0.05%), lo cual concuerda con estudios previos
que sefialan a la lupanina como el principal compuesto en Lupinus mutabilis.

En cuanto a los derivados de lupanina, se detectaron niveles variables entre 0.23 y
0.34%, siendo mas altos en TY y TCF. Respecto a los derivados de esparteina, se observé una
mayor variabilidad entre variedades, alcanzando su mayor valor en TAG con un promedio de
0.54+0.03%, siendo superior al TY; mientras que el resto de variedades (TA, TPG y TCF) no
mostraron diferencias marcadas entre ellas.

Comparando estos resultados con los reportados por Cortés-Avendafio et al. (85),
quienes cuantificaron los alcaloides por GC-MS, se observa que algunas variedades, como TA,
presentaron concentraciones mas elevadas (5.15% bs), en contraste con los valores obtenidos
en el presente trabajo. Ademas, las variedades como TPG y TAG mostraron valores mas altos
de 4.85y 4.72% bs, respectivamente; mientras que la variedad TY presento el valor mas bajo
(3.98% bs) (85).

Asimismo, Bryson (68) mediante la cuantificacion de AQ por GC-FID, evalud dos tipos
de variedad Andenes: Andenes INIA-Cusco y Andenes-80 de Ancash, reportando valores de
5.38% Yy 2.38% bs, respectivamente; observandose diferencias significativas dentro de una
misma variedad, asociadas posiblemente a su procedencia y/o a la variacién de las condiciones
ambientales de cultivo (97,98); esto podria explicar las diferencias encontradas entre los valores
de AQ del presente estudio con aquellos presentados por Cortés-Avendafio et al. (85) y Bryson
(68) a pesar de tratarse de la misma variedad. La informacion sobre la zona de cultivo de las
semillas de tarwi analizados no fue proporcionada por el Programa Investigacion y Proyeccion
Social (PIPS) en Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM), La Molina, Lima, Lima.
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Figura 25. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos en g/100 g bs de 5 variedades de tarwi
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*AQT (Alcaloides quinolizidinicos). Los valores que presentan la misma letra sobre una barra
no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.

Estas diferencias evidenciadas tanto en Cortés-Avendaiio et al. (85) como en Bryson
(68) pueden atribuirse a la técnica de extraccion, tipo de deteccidn y condiciones instrumentales
utilizadas, ademas, de las condiciones ambientales durante el cultivo y la variedad genética
(97,98).

Ademas de los AQ lupanina y esparteina, de acuerdo a la literatura también se han
identificado al menos 22 numero de AQ minoritarios, como por ejemplo: oxo-esparteina
dihydroxilupanina, 3-hidroxilupanina, 13-hidroxilupanina, multiflorina, «o-Isolupanina,
anagirina, tetrahidrorhombifolina, entre otros (19,85); los cuales no pudieron ser detectados con
el método por UHPLC-DAD en la presente investigacion, debido a la falta de estandares
comerciales, y a la casi inexistente informacion sobre los espectros UV-VIS de los otros AQ
diferentes a la lupanina y esparteina.

Un analisis por LC-MS permitiria identificar la diversidad de AQ presentes en el tarwi
segun sus perfiles de masas, los cuales son caracteristicos para cada compuesto, asi como ha
sido reportado por Farag et al. (99), Zareena et al. (100) y Tawfeek et al. (101) y por lo tanto su
cuantificacion aumentaria los valores finales de AQT; sin embargo, esto requiere estudios
posteriores utilizando esa plataforma analitica.

Con el fin de evaluar la posible relacion entre las caracteristicas fisicas y la composicion

quimica de las semillas, se realizo la correlacion de Pearson entre el indice de color (CI) y el

65



contenido de AQT determinado por UHPLC-DAD. EIl analisis mostr6 un coeficiente de
correlacion positivo (r = 0.3771) pero no fue estadisticamente significativo (p = 0.1012), lo que
indica que no es posible establecer una relacion concluyente entre ambas variables bajo las
condiciones del presente estudio. Este resultado podria deberse a que los parametros de color
(utilizados para el célculo del CI) se midieron directamente en las semillas y no en la muestra
molida. por lo que serian necesarios ensayos adicionales para confirmar esta relacion.

Asimismo, otros factores como la variabilidad genética entre variedades, diferencias en
las condiciones de cultivo, el grado de madurez y el procesamiento postcosecha (97,98) pueden
afectar tanto el perfil de color como la concentracion y perfil de alcaloides entre variedades de
tarwi o alin dentro de una misma variedad. En este sentido, diversos estudios han reportado que
la acumulacion de metabolitos secundarios en especies vegetales puede variar
considerablemente en funcion de condiciones ambientales como temperatura, radiacion solar y
disponibilidad hidrica (97).
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CONCLUSIONES

1. Se logrd optimizar la extraccion de los alcaloides quinolizidinicos del tarwi (Lupinus
mutabilis) y su analisis mediante espectrofotometria y UHPLC-DAD, mejorando la eficiencia
de recuperacion y la selectividad del método, lo que permitid una determinacion precisa,
reproducible y confiable de estos compuestos para su caracterizacion cualitativa y cuantitativa.
2. La caracterizacion fisico-morfoldgica de las cinco variedades de tarwi (Andenes-TA,
Yunguyo-TY, Alta gracia-TAG, Cholo fuerte-TCF, Paton grande-TPG) evidencié diferencias
significativas en el peso de 100 semillas, dimensiones y pardmetros de color. La variedad TPG
presentd el mayor peso (29.73 + 0.46 g) en comparacion con las demas variedades. Los
parametros a* y b* indicaron tonalidades rojizas y amarillentas en todas las muestras, mientras
que el Cl varid entre 2.26 y 2.52.

3 El método de extraccion de Muzquiz adaptado (extraccion en dos etapas en medio acido
y alcalino), presentd la mayor concentracion de alcaloides quinolizidinicos totales en la muestra
sin desengrasar (MSD) (3.94 £ 0.02% bs), seguido del método espectrofotométrico (3.28 +
0.04% bs) y el método volumétrico (3.06 £ 0.05% bs) (estos ultimos basados en s6lo una
extraccion con cloroformo).

4. Las mejores condiciones extraccion de AQ con el método de Muzquiz (especifico para
AQ) y con deteccion por UHPLC-DAD fueron el uso de una proporcion peso/volumen de 1/5,
como solvente de extraccion el TCA 5% y bajo agitacion orbital a 200 rpm durante 30 minutos.
Este método permitio diferenciar a la lupanina como AQ principal en tarwi, lo que no es posible
con los métodos volumétrico y espectrofotométrico que sélo permiten cuantificar AQT.
Ademas, mejord la cuantificacion de AQT de 2.85% a 3.53% aplicando una menor proporcion
de P/V y la implementacion de la cuantificacion por UHPLC-DAD.

5. La extraccion optimizada de AQ seguida del analisis por UHPLC-DAD permitid
identificar y cuantificar los principales alcaloides quinolizidinicos presentes en cinco
variedades de tarwi, siendo la lupanina el compuesto mayoritario en todas las muestras,
identificandose también algunos compuestos derivados de lupanina y esparteina presente en
menor concentracion. La variedad TY (Tarwi Yunguyo) present6 la mayor concentracion total
de alcaloides (3.41+0.14% bs), con un contenido de lupanina de 2.79+£0.17% bs, un derivado
de lupanina con 0.34+ 0.04% bs y entre 2 y 3 derivados de esparteina con una concentracion de
0.28+ 0.004% bs.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar las propiedades farmacolodgicas de los alcaloides y su posible relacién con su
concentracion.

2. Validar el método UHPLC-DAD, estableciendo limites de deteccidn y usando controles
negativos con Lupinus albus o especies similares.

3. Complementar el andlisis con técnicas como LC-MS para una identificacion mas precisa

y detallada de alcaloides menores y compuestos derivados.
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Anexo 1. Registro de material bioldgico de tarwi y sus derivados

INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA

RESOLUCION DIRECTORAL N° 015-2025-INIA-DGIA

Lima, 04 de diciembre de 2025

VISTA: La solicitud s/n recepcionada con fecha 08 de mayo de 2025, presentada
por la UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA y demas documentos vinculados
a dicha solicitud; y,

CONSIDERANDO:

Que, la Constitucion Politica del Pert de 1993 establece en el articulo 66 que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son Patrimonio de la Nacion, precisando
que el Estado es soberano en su aprovechamiento. Asimismo, el articulo 68 prescribe
que el Estado esta obligado a promover la conservacion de la diversidad biolégica;

Que, el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica y su acuerdo complementario, el
Protocolo de Nagoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos y Participacion Justa y
Equitativa en los Beneficios que se deriven de su utilizacion; se orientan entre otros, a la
participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de los
recursos genéticos;

Que, el Régimen Comun de Acceso a los Recursos Genéticos aprobado por la
Decision N° 391 de la Comunidad Andina de Naciones tiene por objeto regular el acceso
a los recursos genéticos de los Paises Miembros y sus productos derivados, sefialando
en su articulo 16 que, todo procedimiento de acceso requerira de la presentacion,
admision, publicacion y aprobacion de una solicitud, de la suscripcion de un contrato, de
la emision y publicacion de la correspondiente Resolucion y del registro declarativo de
los actos vinculados con dicho acceso. Asimismo, en el articulo 1 de la referida Decision
se define al acceso como la obtencion y utilizacién de los recursos genéticos, de sus
productos derivados o de sus componentes intangibles, con fines de investigacion,
prospeccion bioldgica, conservacion, aplicacion industrial o aprovechamiento comercial,
entre otros;

Que, el articulo 38 del citado Régimen Comun establece que, una vez adoptado
y suscrito el contrato, en unidad de acto, se emitira la Resolucion correspondiente; la que
se publicara junto con un extracto del contrato en el Diario o Gaceta Oficial o en un diario
de amplia circulacion nacional y a partir de ese momento se entendera perfeccionado el
acceso;
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Que, el Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus derivados
(RARG), aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM, tiene por objeto
regular las disposiciones referidas al acceso a los recursos genéticos y sus derivados
establecidas en Régimen Comun de Acceso a los Recursos Genéticos aprobado por la
Decision N° 391 de la Comunidad Andina de Naciones, en concordancia con lo
establecido por el Protocolo de Nagoya sobre el Acceso a los Recursos Genéticos y
Participacion Justa y Equitativa en los Beneficios que se deriven de su utilizacion al
Convenio sobre la Diversidad Biologica;

Que, el RARG en su articulo 12 literal b) establece al Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA) como Autoridad Nacional Competente para los recursos
genéticos y sus derivados de las especies cultivadas o domesticadas continentales, asi
como los microorganismos asociados a estas, que se encuentran en el territorio nacional,
incluyendo las areas naturales protegidas de administracion nacional, las areas de
conservacion regional y las areas de conservacion privada. Esta competencia abarca los
recursos geneéticos y sus derivados contenidos en todo o parte del ejemplar. Asimismo,
en el articulo 13 del referido Reglamento se establece que es funcion de las Autoridades
Nacionales Competentes admitir, evaluar, aprobar o denegar las solicitudes para el
acceso a los recursos genéticos y sus derivados (literal b) y otorgar las autorizaciones o
negociary suscribir los contratos de acceso a los recursos genéticos y sus derivados, en
el ambito de su competencia, asegurando la participacion justa y equitativa en los
beneficios (literal c);

Que, el citado Reglamento establece en su articulo 16 que, la eficacia de las
autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales
se encuentra sujeta a la suscripcion de un contrato entre la solicitante y la Autoridad
Nacional Competente. Asi, en el marco de lo previsto por el RARG, mediante Resolucion
Ministerial N° 006-2022-MINAM se aprob6 el “Formato de contrato para efectos de la
eficacia de las autorizaciones de acceso sin fines comerciales”;

Que, el RARG, en su articulo 17 numeral 17.1 establece que, la autorizacion de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales es otorgada por
las Autoridades Nacionales Competentes para todas aquellas actividades de
investigacion cientifica y/o desarrollo tecnoldgico de indole no comercial, que no
comprendan la comercializacién o industrializacion de un producto o un proceso;

Que, el Texto Integrado del Reglamento de Organizacion y funciones del INIA,
aprobado mediante Resolucion Jefatural N° 006-2025-INIA, establece en su articulo 50
numeral 50.2 que, la Direccién de Gestion de la Innovacion Agraria (DGIA), es el érgano
de linea a través del cual el INIA ejerce la autoridad administrativa y de registro en las
distintas materias bajo su competencia. Asimismo, el articulo 51 literal q) del referido
instrumento de gestiéon estipula que, la DGIA tiene por funcién especifica dirigir la
implementacion de las disposiciones técnicas de acceso a los recursos genéticos y sus
derivados en el ambito de su competencia y conforme a la normativa vigente en la
materia;

Que, a través del articulo 6 literales b) y c) de la Resolucion Jefatural N° 243-
2024-INIA, la Jefatura del INIA delega en el Director General de la DGIA, la facultad de
suscribir autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines
comerciales, contratos y formatos que se requiera para su eficacia y aplicacion; asi
como emitir el acto administrativo que corresponda, durante el Ejercicio Fiscal 2025;
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Que, mediante solicitud s/n recepcionada con fecha 08 de mayo de 2025, la
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA solicita el acceso a los recursos
genéticos y sus derivados contenidos en la especie cultivada Lupinus mutabilis (tarwi),
sin fines comerciales, para la ejecuciéon del proyecto titulado “Valorizacién de los
alcaloides del tarwi (Lupinus mutabilis Sweet): extraccién, andlisis por métodos
espectroscopicos y espectrometria de masas de alta resolucion (UPLC-QTOF-MS) y
evaluacion in vitro de su potencial antihiperglicémico, antioxidante, y antiobesidad en
muestras comerciales peruanas’;

Que, mediante el Memorando N° 038-2025-MIDAGRI-INIA-DGIA/SDNIA, de
fecha 23 de mayo de 2025, la Subdireccion de Normatividad de la Innovacion Agraria
(SDNIA) admitio la solicitud referida en el parrafo anterior y, en cumplimiento de lo
dispuesto en el articulo 30 del RARG, solicité ala Unidad de Tecnologia de la Informacion
la publicacion del extracto correspondiente en el portal institucional del INIA
(www.gob.pe/inia), por un plazo de quince (15) dias calendario, con fines de difusion;

Que, mediante el Informe N° 069-2025-MIDAGRI-INIA-DGIA-SDRIA/ARAPQOV de
fecha 25 de agosto de 2025 e Informe Técnico Legal N° 051-2025-MIDAGRI-INIA-
DGIA/SDNIA-ARAPOQV de fecha 26 de agosto de 2025, los especialistas técnico y legal
en acceso a recursos geneéticos de la Subdireccion de Normatividad de la Innovacion
Agraria (SDNIA), respectivamente, evalian que la solicitud ha cumplido con el
procedimiento y requisitos estipulados en la normativa vigente, emitiendo opinién
favorable a la solicitud y recomendando su aceptacion;

Que, a partir de dicha evaluacion técnica-legal esta Direccion General declaro
ACEPTADA |a solicitud de la UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA a través
de la Carta N° 065-2025-MIDAGRI-INIA-DGIA/D de fecha 27 de agosto de 2025, v,
posteriormente mediante suscripcion de documento denominado “ACTA REUNION
VIRTUAL DE NEGOCIACION DE BENEFICIOS”, de fecha 18 de septiembre de 2025,
se acordaron los detalles y forma de la entrega de los beneficios derivados del acceso y
utilizacion de los recursos genéticos y sus derivados contenidos en la especie cultivada
Lupinus mutabilis (tarwi), sin fines comerciales, a otorgarse al INIA en representacion del
Estado Peruano;

Que, las autorizaciones de acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin
fines comerciales deberan contener como minimo las disposiciones sefialadas en el
articulo 18 del RARG,; las cuales han sido evaluadas mediante Informe Técnico Legal
N° 061-2025-MIDAGRI-INIA-DGIA/SDRIA-ARAPOV, de fecha 13 de octubre de 2025; a
fines de la motivacion de la presente resolucion administrativa;
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Que, mediante Informe N° 720-2025-MIDAGRI-INIA-GG/OAJ de fecha 07 de
noviembre de 2025, la Oficina de Asesoria Juridica del INIA emite opinién favorable para
continuar con el tramite para la suscripcién del contrato de acceso;

Con el visto de la Subdireccion de Normatividad de la Innovacion Agraria;

De conformidad con las facultades conferidas en el Texto Integrado del
Reglamento de Organizacion y Funciones del INIA, aprobado mediante Resolucion
Jefatural N° 006-2025-INIA; el Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos y sus
derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM y la Resolucion
Jefatural N° 243-2024-INIA, a través de la cual se delega al Director General de la
Direccion de Gestion de la Innovacion Agraria, la facultad de suscribir autorizaciones de
acceso a los recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales, contratos y
formatos que se requiera para su eficacia y aplicacion; asi como emitir el acto
administrativo que corresponda, durante el Ejercicio Fiscal 2025;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Otorgar a la UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA la
autorizacion de acceso, sin fines comerciales, a los recursos genéticos y sus derivados
contenidos en la especie cultivada Lupinus mutabilis (tarwi), de origen peruano, cuya
titularidad y soberania es ejercida exclusivamente por el Estado peruano, con el objeto
de su uso exclusivo para la ejecucion del proyecto “Valorizacién de los alcaloides del
tarwi (Lupinus mutabilis Sweet): extraccién, analisis por métodos espectroscopicos y
espectrometria de masas de alta resoluciéon (UPLC-QTOF-MS) y evaluacién in vitro de
su potencial antihiperglicémico, antioxidante, y antiobesidad en muestras comerciales
peruanas” por las razones expuestas en los considerandos de la presente Resolucion
Directoral.

Articulo 2.- Suscribir el Contrato para el acceso a los recursos genéticos y sus
derivados sin fines comerciales N° 014-2025-MIDAGRI-INIA/DGIA con la UNIVERSIDAD
CATOLICA DE SANTA MARIA, el cual tiene por objeto dotar de eficacia a la Autorizacion
contenida en el articulo 1 de la presente Resolucién Directoral, conforme a lo dispuesto
en el articulo 16 del Reglamento de acceso a los recursos genéticos y sus derivados,
aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM; el cual se ajusta en su
integridad a la estructura desarrollada por el Ministerio del Ambiente en la Resolucion
Ministerial N° 006-2022-MINAM de fecha 10 de enero de 2022.

Articulo 3.- Establecer como prohibiciones para la UNIVERSIDAD CATOLICA
DE SANTA MARIA las siguientes:

a) No ceder o transferir a terceros el acceso, manejo o utilizacion de los recursos
genéticos y sus derivados, sin contar con la autorizacion del INIA.

b) No reclamar cualquier tipo de propiedad sobre los recursos genéticos y sus
derivados.

c) No utilizar los recursos genéticos y sus derivados para fines distintos a lo
establecido en la presente Resolucion Directoral.

Articulo 4.- Establecer como derechos de la UNIVERSIDAD CATOLICA DE
SANTA MARIA en el marco de la presente Resolucién Directoral:

a) Acceder a los recursos genéticos y sus derivados para el cumplimiento de los
objetivos presentados en el proyecto de investigacion, en el marco de las
condiciones y términos que se establecen para la autorizacion.

b) Ser asistidos por el Instituto Nacional de Innovacién Agraria, para el cumplimiento
de sus obligaciones.
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Articulo 5.- Establecer como obligaciones de UNIVERSIDAD CATOLICA DE

SANTA MARIA para el uso exclusivo sefialado en el articulo 1 de la presente Resolucién
Directoral, las siguientes:

No ceder o transferir a terceros los derechos y las obligaciones emanadas de la
presente Autorizacion.

No trasladar las muestras del recurso genético y sus derivados, fuera del pais, salvo
para los supuestos contemplados en el Plan de investigacién, de corresponder.
Presentar al INIA los informes anuales y/o extraordinarios, en idioma espafiol, que
le sean solicitados.

Presentar obligatoriamente al INIA un (1) informe final sobre los resultados de la
investigaciéon y el cumplimiento de la totalidad de obligaciones asumidas en el
marco de la presente Resolucion, dentro del plazo maximo de sesenta (60) dias
habiles siguientes a la culminacion del proyecto de investigaciéon, en idioma
espafiol. Dicho informe debera incluir copia de un (01) ejemplar de todas las
publicaciones generadas a partir de la ejecucion del proyecto de investigacion
donde se debera incluir el reconocimiento al origen peruano de los recursos
genéticos y sus derivados accedidos; asi como, los datos y/o informacion de estos
y la mencién del contrato de acceso correspondiente y de la presente Resolucion
Directoral.

Incluir en los resultados y/o presentacion de resultados, el reconocimiento al origen
peruano de los recursos genéticos y sus derivados accedidos; asi como, los datos
y/o informacion de estos y, la mencion del contrato de acceso correspondiente y de
la presente Resolucién Directoral.

Otorgar los beneficios no monetarios determinados en el articulo 6 de la presente
Resolucion Directoral.

Informar al INIA cualquier cambio o modificacion a lo establecido en la autorizacion
o contrato de acceso.

Cumplir con la totalidad de las obligaciones asumidas en el Contrato de acceso a
recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales N° 014-2025-MIDAGRI-
INIA/DGIA; asi como cumplir con la totalidad de las obligaciones asumidas en los
contratos accesorios suscritos con los proveedores de los recursos biologicos, de
corresponder.

Cumplir con las obligaciones pendientes culminado el plazo de vigencia de la
presente autorizacion, sin perjuicio de la facultad del INIA de exigirlas.

Realizar el tramite para el traslado de muestras o colecta para el acceso
autorizado, cuando corresponda.
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k)  Destruir los remanentes de los recursos genéticos y sus derivados accedidos,
resultado de la ejecucion y/o culminacién del proyecto de investigacion con la
finalidad de evitar el uso indebido de tales recursos, cuando se aplique el supuesto
referido en la Clausula Novena. Se debera acreditar la referida destrucciéon con un
informe documentado que incluya la prueba fehaciente de tal hecho.

1) Si de la ejecucién del proyecto se identifica un potencial uso comercial o industrial,
la UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA debera solicitar al INIA la
suscripcion de un contrato de acceso con fines comerciales, en concordancia con
el procedimiento establecido en el Reglamento de acceso a los recursos genéticos
y sus derivados, aprobado con Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM.

m) Brindar las facilidades al INIA de manera oportuna, para la efectiva supervision,
vigilancia y control e inspeccion del adecuado uso de los recursos genéticos y sus
derivados accedidos.

n) Hacer de conocimiento del INIA cualquier circunstancia, evento o hecho sobre los
recursos genéticos y sus derivados accedidos, que represente una infraccion al
Reglamento de acceso a los recursos genéticos y sus derivados, a la Decision 391
de la CAN y/o a las demas disposiciones legales vigentes sobre acceso a los
recursos genéticos y sus derivados.

0) Las demas obligaciones que establezcan las normas sobre la materia.

Articulo 6.- Determinar como beneficios no monetarios que otorgara la
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA al INIA, en representacion del Estado
peruano, por el acceso a los recursos genéticos y sus derivados sefialados en el articulo
1 de la presente Resolucion Directoral, sin fines comerciales, aquellos establecidos en el
articulo 49 numeral 49.1 y numeral 49.2 literal g) del Reglamento de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado mediante D.S. N° 019-2021-MINAM. La distribucion
justa y equitativa de dichos beneficios se realizard de conformidad a lo acordado en
documento denominado “ACTA REUNION VIRTUAL DE NEGOCIACION DE
BENEFICIOS”, de fecha 18 de septiembre de 2025.

Articulo 7.- Establecer como vigencia de la autorizacion establecida en el
articulo 1 de la presente Resolucion Directoral, el plazo de treinta (30) meses. Este plazo
se establece sin perjuicio de la facultad del INIA de exigir, por los medios que permite la
Ley, el cumplimiento de las obligaciones vencidas.

Articulo 8.- Reconocer el derecho de la UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA
MARIA de tramitar los eventuales derechos de propiedad intelectual que pudieran
generarse a partir del proyecto de investigacion que le correspondan. Dicha tramitacion
debera ser comunicada al INIA dentro de los quince (15) dias calendario de iniciado el
procedimiento, bajo responsabilidad. Las condiciones especificas relativas a la
distribucion de beneficios derivados de los eventuales derechos de propiedad intelectual
que se generen a partir de los proyectos de investigacion para los que se autoriza el
acceso a los recursos genéticos y sus derivados, se establecen en el contrato de acceso
al que se hace referencia en el literal I) del articulo 5 de la presente Resolucion de
autorizacion.

Articulo 9.- Establecer que las modificaciones a las condiciones de la
autorizacion que se otorga por el articulo 1 de la presente Resolucién Directoral; asi como
la suspension, cancelacién, resolucion y extincion se realizara de acuerdo a lo
establecido en el Capitulo 1V del Titulo IV del Reglamento de acceso a los recursos
genéticos y sus derivados, aprobado mediante Decreto Supremo N° 019-2021-MINAM,
en lo que corresponda. Las modificaciones a los términos y condiciones establecidas en
la presente Autorizacion se realizan mediante Resolucion, la cual debe ser publicada
dentro de la vigencia de la presente Autorizacion.
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Articulo 10.- Encargar a la Subdireccién de Normatividad de la Innovacion
Agraria (SDNIA), la supervision y control del cumplimiento del Contrato de acceso a
recursos genéticos y sus derivados sin fines comerciales N° 014-2025-MIDAGRI-
INIA/DGIA, el cual debera incorporarse en el Registro de Acceso a los Recursos
Genéticos a cargo de dicha Subdireccion.

Articulo 11.- Disponer que la Unidad de Tecnologia de la Informacion publique
la presente Resolucién Directoral junto con un extracto del Contrato de acceso a recursos
genéticos y sus derivados sin fines comerciales N° 014-2025-MIDAGRI-INIA/DGIA, en el
portal institucional de la entidad (www.gob.pe/inia).

Articulo 12.- Remitir una copia de la presente Resolucion Directoral a la
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, para su conocimiento y fines.

Registrese, comuniquese y publiquese.

Flrmado digitalmente por:
LDAS CUEVA Jesus Francisco
T FAU 201213659
" Fecha: 04/12/2025 16 46 10

JESUS FRANCISCO CALDAS CUEVA
Director General
Direccién de Gestion de la Innovacion Agraria

ALCANTARA DELGADO Jorge Enrique
FAU 20131365994 hard
Fecha: 04/12/2025 16:43:09

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento
electrénico archivado por INIA, aplicando lo dispuesto por el Art.
25 de D.S. 070-2013PCM y la Tercera Disposicion
Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenticidad
e integridad pueden ser contrastadas a través de la lectura del
codigo QR o el siguiente enlace:

 https://std.inia.gob.pe/consulta/diFie.php?var=t8 GFuY OAfIWzqL
%2FA]2W3qHi1iXCCré6 SwoShYGC hlJ2kY FOjg4C 7TeWJ3wKigv
X56cV20prmzXpHSvA%3D %3D
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FDA K

FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIO
Jr. Camilo Carrillo N° 325 -Jesus Maria - Lima - Lima

Punto de emision : Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Lima

RUC: 20101259014
FACTURA ELECTRONICA
F228 - 00000323

. CONTADO
Fecha: 22/01/2024 Forma depago;;
Sefior(es):  UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
RUC: 20141637941
Direccion:  URB. SAN JOSE S/N UMACOLLO-AREQUIPA-AREQUIPA-AREQUIPA
Referencia:
Nro. O/C:
Nro. Cuotas:
DESCRIPCION UND. CANTIDAD | PRECIO UNIT. IMPORTE
Semilla de Tarwi Alta gracia KGM 200|  10.000000 20.00
) ) KGM
Semilla de Tarwi Cholo fuerte 2.00 10.000000 20.00
Semilla de tarwi Yunguyo KGM 200|  10.000000 20.00
) ) KGM
Semilla de tarwi Patron Grande 2.00 10.000000 20.00
Semilla de tarwi Andenes KGM 500  12.000000 60.00
SON: CIENTO CUARENTA Y 00/100 SOLES
TOTAL GRAVADA TOTAL EXONERADA TOTAL DSCTO. VALOR VENTA IMPUESTO Isc IMPORTE TOTAL
$/0.00 S/ 140.00 $/0.00 S/140.00 S/0.00 $/0.00 S/140.00

rA4hM202H9jb8iQzp9riBKR5plg=

Autorizado mediante resolucion N° 0320050000973 /SUNAT
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Puede descargar su comprobante desde el sitio: http://consulta.fdaweb.com_pe




Anexo 2. Resultado de la evaluacion del efecto del desgrasado sobre el contenido de
AQT del tarwi

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIQ H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
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Anexo 3. Implementacién del método de analisis de AQT por el método
volumétrico y determinacion del nimero de extracciones de las muestras de tarwi
variedad tarwi andenes

Se analizé la metodologia segun en la NTE (8) para la determinacién de alcaloides con
el objetivo de determinar el nidmero maximo de extracciones y se realizaron algunas

modificaciones.
En la Figura A3-a, se muestran los resultados del % de para la muestra de tarwi sin
desengrasar (entera); mientras que en la Figura A3-b se muestran los resultados del % de AQT

para la muestra de tarwi desengrasada.

Figura A3-1. Concentracion de alcaloides totales en base seca (%) para cada nimero de

extraccién en la MSD.
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A partir de los resultados obtenidos se logré definir el nimero de extracciones
necesarias que se realizaran para obtener la maxima concentracion de alcaloides totales por el
método volumétrico. Se concluye que se consideraran 5 extracciones (1 extraccion y 4
reextracciones) para la muestra sin desgrasar y para la muestra desengrasada 6 extracciones (1
extraccion y 5 reextracciones). Ademas, se debe tener precaucion a la hora de realizar la
valoracion considerando que una gota (0.05 mL) de la solucion valorante puede variar de forma

significativa los resultados en este método analitico.
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Anexo 4. Preparacién de soluciones y reactivos para el analisis de AQT

Preparacion de soluciones para el analisis de AQT

A) Solucién de Hidroxido de Potasio 15% (P/V)

Se peso 1.5 g de KOH vy se disolvid con agua destilada en un beaker para luego ser llevado a
una fiola de 10 mL, finalmente se trasvasé a un tubo falcon de 15 mL y se almacend a
temperatura ambiente.

B) Solucion de Hidréxido de sodio 0.1 N — Solucién madre

Se peso6 0.20 g de perlas de NaOH, se disolvi6 con agua destilada en un beaker y luego se llevo
a una fiola con un volumen final de 500 mL, se homogeniz6 y finalmente se almaceno a
temperatura ambiente.

C) Solucion de Hidréxido de sodio 0.01 N — Solucidn valorante

Se midi6 50 mL de la solucién madre con una probeta y se trasvasé a una fiola de 500 mL, se
homogenizo y se almacend a temperatura ambiente.

D) Solucién de Acido Sulfarico 0.1 N — Solucién madre

Se midio 1.39 mL de una solucion de H2SO4 al 96%, se llevo a una fiola con un volumen final
de 500 mL y se almaceno a temperatura ambiente.

E)  Solucion Acido Sulfurico 0.01 N

Se midi6 52.65 mL de la solucion madre en una fiola con un volumen final de 500 mL

finalmente fue almacenado a temperatura ambiente.
Estandarizacion de soluciones valorantes para el anélisis de AQT

A) Estandarizacion de la solucion de NaOH 0.01 N

Se peso6 0.02 g de biftalato de potasio (CsHsKOa4), se disolvio en 100 mL de agua destilada, se
agregd 3 gts de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0.01 N. La solucién incolora debe tornar a
un color rosado o rojo grosella, indicando el punto final de la valoracion. Los resultados se
realizaron por triplicado y fueron obtenidos a partir de la Ecuacion 3, Ecuacién 4 y Ecuacion 5
(61).

B) Estandarizacién de la solucion de H2SO4 0.01 N

Se pes6 0.02 g de carbonato de sodio anhidro (COsNaz) y se transfirio a un vaso de precipitado
que contenia 100 mL de agua destilada, se homogenizé la muestra hasta la disolucién completa
y se agrego 3 gts del indicador anaranjado de metilo. La solucion inicialmente presentd una

coloracion anaranjada muy tenue que posteriormente cambio a un color anaranjado oscuro. Los
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resultados se realizaron por triplicado y fueron obtenidos a partir de la Ecuacion 3, Ecuacién 4
y Ecuacion 5 (61).

_ Peso del estandar primario (g)

meq. Estandar primario x N
Ecuacion 5. Determinacion del volumen teérico

Donde:
Vt = Volumen tedrico (mL)
N = Normalidad de NaOH (meg/mL)

meq estandar primario = 0.20422 g/meq

_ m* P
~ P.eq*Vp

Ecuacién 6. Determinacion de la verdadera concentracién

Donde:

m = Peso del estandar primario (Q)

P = Pureza del estandar primario (99.50 %)

P. eq = Peso equivalente del estdndar primario (204.22 g/eq)
Vp = Volumen de NaOH 0.01N gastado (L)

%F = V—t*100
0 =7

Ecuacioén 7. Determinacion del factor de correccion

Donde:

%F = Factor de correccion

Vt = Volumen tedrico del titulante (mL)

Vp = Volumen de NaOH 0.01N gastado (mL)
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Estandarizacion de la solucion de NaOH 0.01 N
Tabla A4-1. Resultados obtenidos de la concentracion verdadera (N) de la solucion de NaOH
0.01N

Pureza Peso eq del Volumen L
Peso del gel estandar de NaOH | Concentracion
Muestra | CsHsKOq4 estandar primario 0.01N verdadera de
9) g— ; gastado NaOH 0.01 N
primario | patréon (g/eq) L)
M1 0.02013 0.9950 204.22 0.01022 0.00960
M2 0.02018 0.9950 204.22 0.01028 0.00956
M3 0.02020 0.9950 204.22 0.01034 0.00952
Promedio 0.00956
DS 0.00004
CcVv 0.412

Tabla A4-2. Resultados obtenidos del factor de correccion (%) de la solucién de NaOH 0.01 N

Volumen Volumen
N . - Factor de Factor de
Muestra teorico practico NaOH com-ocden carreccion (%)
NaOH (mL) (mL)

M1 9.79 10.22 0.9583 95.83
M2 9.79 10.28 0.9528 95.28
M3 9.79 10.34 0.9472 94.72
Promedio 94.999

DS 0.391

Cv 0.412

Estandarizacion de la solucion de H2SO4 0.01 N
Tabla A4-3. Resultados obtenidos de la concentracion verdadera (N) de la solucion de H2SO4
0.01N

Volumen
Peso Pureza Peso eq del .
, de H2SOs | Concentracion

del del estandar

Muestra N&,COs | estandar ) W — 0.01IN verdadera de
e P gastado H2S040.01 N

(9) primario | patron (g/eq)

(L)
M1 0.02010 | 0.9995 52.995 0.03868 0.009800
M2 0.02009 | 0.9995 52.995 0.03886 0.009750
M3 0.02014 | 0.9995 52.995 0.03874 0.009805
Promedio 0.00979
DS 0.00003
CVv 0.3108
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Tabla A4-4. Resultados obtenidos del factor de correccion (%) de la solucion de H2SO4 0.01
N

Volumen Volumen
L L . Factor de Factor de
Muestra teorico practico H2SO4 correccion correccion (%)
H2SO4 (ML) (mL)

M1 37.74 38.68 0.9756 97.56
M2 37.74 38.86 0.9711 97.11
M3 37.74 38.74 0.9741 97.41
Promedio 97.258

DS 0.213

CVv 0.219
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Anexo 5. Barrido espectral para la determinacion de la longitud de onda de analisis por

el método espectrofotométrico

Figura A5-1. Espectro de absorcion de la muestra de tarwi sin desgrasar de la variedad

Andenes usando espectroscopia UV-Visible.

Barrido:parametros de método
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Tabla A6-1. Analisis de las condiciones cromatograficas aplicadas en la columna C18.

Anexo 6. Determinacion de las condiciones de separacion cromatografica por UHPLC-DAD

no fue muy definido,
ademas el pico de
esparteina y lupanina
coeluyen.

Resultados
Longitud |"Eqtandar Lupanina de | Estandar Esparteina
, Fases Flujo deonda | 500 ppma 1000 ppm | 500 ppm a 2500 ppm _ _
Método méviles | (mL/min) de Tiempo _ Observaciones Referencias
deteccidn de Espectro | Tiempode | Espectro
(nm) retencion absorcion | retencion | absorcion
) (nm) (min) (nm)
(min)
- El estandar de
esparteina no fue
220 detectado.
AQ-1 0.2 270 1.65 205.33 ND ND - El estandar de
330 lupanina fue detectado
a 205 nm pero no muy
%C: definido.
ACN:CH - Pico de esparteina muy
0 pequefio a 317 nm
ZCZ)Z 0-1/’ - Se probaron mas | (67,100,102)
/oD: 200,205, longitudes de onda de
H>O:CH: 215. 220, _ deteccion para
AQ-2 | 0,0.1% 0.2 1.65 204.66 1.18 202.03; esparteina
270,317y 30535 | _ | ypanina fue detectado
330 a 205 nm pero el pico
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Resultados

Longitud |"Eqtandar Lupanina de | Estandar Esparteina
, Fases Flujo deonda | 500 ppma 1000 ppm | 500 ppm a 2500 ppm _ _
Metodo méviles | (mL/min) de Tiempo _ Observaciones Referencias
deteccidn de Espect.ro T|empc_> de Espect_ro
(nm) \ absorcion | retencion | absorcion
retencioén (nm) (min) (nm)
(min)
%C: - El estandar de lupanina
ACN:CH 3(1)8 ;gg 1562 fue detectada a 205 nm
AQ-3 2020.1% 0.2 270' 300' 171 202.89; 117 196.12; pero el pico fue ancho (67.100,102)
%D: 305’ 31 O’ (rango) 203.5 305.21 | - El estandar de esparteina T
H.O:CH> 315 ,y 33(’) fue mejor detectado a
020.1% 305 nm
%C:
ACN: 200, 205, - El estandar de lupanina
CH202 210, 220, 214- no fue detectado.
AQ-4 0.1% 0.2 270, 300, ND ND 1.17 304 g;g - El estandar de esparteina (103)
%D: 305, 310, ' se observa un pico con
H,O:CH> 315y 330 mejor visualizacion
020.1%
%C: - El pico del estandar de
ACN: 200, 205, lupanina no fue muy
CH,0, 210, 220, 113a defi,nido a 205 nm. )
AQ-5 0.1% 0.2 270, 300, ND ND 1.14 199.95; | - El estandar de esparteina (102)
%D: 305, 310 (rango) 305.26 fue detectado a 305 nm
Pe y su concentracion fue
H.O:CH> 315y 330 aumentando
020.1% correlativamente.
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Resultados

Longitud ["Eqtandar Lupanina de | Estandar Esparteina
Fases Flujo deonda | 500 ppma 1000 ppm | 500 ppm a 2500 ppm _
Método il L/mi de Tiempo Observaciones Referencias
moviles | (mL/min) deteccién de Espectro | Tiempo de | Espectro
(hm) \ absorcién | retencion | absorcion
retencion (nm) (min) (nm)
(min)
0, .
A{g:clz\l 200. 205 - El estandar de lupanina
! ' ' no fue detectado
CH202 210, 220, X ;
1. 192.47; -El
AQ-6 0.1% 0.2 270, 300, ND ND 06 a 92.47; estandar de esparteina (84)
%D: 305. 310 1.08 307.32 fue detectado a 305 nm
o). .
’ ’ tab
O CH 15y 330 Pero 1o presentaba picos
0,0.1% '
0 -
A/\OCCI\-I - El estandar de lupanina
fue detectado a 205 nm
o)
%)00 & 200, 205, - El estandar de esparteina
YoD: 210, 220, 147 a 200.07; 4 305 nm resenta
AQ-7 Metanol 0.15 270, 300, 1.49 209.85 1.51 233.33; diferente  es ec?ro de (67)
100% 305,310, | (rango) 307.75 | e P (picos
%D: 315y 330 artdos P
H,0:CH, P '
0,0.1%
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- El estandar de lupanina
fue detectado a 205 nm con

%C: H,0O un pico definido
100% 23189: | El estandar de esparteina
AQ-8 %0D: 0.3 205, 305 0.788 202.78 0.78a2.42 | fue detectado a 305 nm, (104)
305.43 :
ACN:CH20- pero se observaron picos
0.05% partidos 'y  separados
debido a una posible
protonacion parcial.
- El estandar de lupanina
%C: fue detectado a 205 nm con
H>0:CH20> un pico no definido
0.05% 196.78; | (coelucion con esparteina a
AQ-9 %D: 0.3 205, 305 0.787 203.69 0.773 30493 | 205 nm). (104)
ACN:CH20; - El estandar de esparteina
0.05% fue detectado a 305 nm,
con un pico bien definido.
- El estandar de lupanina
fue detectado a 205 nm con
un pico definido (sin
coelucién con esparteina a
) 195.52; | 205 nm).
AQ-10 ;/; g AHCZ:?\I 0.3 zgg’Sy 0.787 203.78 4.43y6.07 233.86; | - El estandar de esparteina (104)
' 306.36 | fue detectado a 305 nm,

pero se observaron picos
partidos 'y  separados
debido a una posible
protonacion parcial.
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AQ-11

%C:
H>0:CH20,
0.025%
%D:
ACN:CH:0-
0.05%

0.3

205, 305

0.782

203.39

0.78 y 1.57

197.08;
232.93;
304.77

- El estandar de lupanina
fue detectado a 205 nm con
un pico no definido
(coelucidn con esparteina a
205 nm)

- El estandar de esparteina
fue detectado a 305 nm,
pero se observaron picos
muy separados debido a
una posible protonacion
parcial.

(104)

*ND: no detectado
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Gradientes de elucion probados con la columna C18 y usados en los métodos

presentados en la Tabla A6-1

Tabla A6-2. Gradiente de elucion para método AQ-1, AQ-2 y AQ-3 (67,100,102)

Tiempo (min) sC D
(ACN: CH2020.1%) | (H20: CH2020.1%)
0 5 95
5 5 95
10 5 95
15 95 5
20 5 95
25 5 95

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-3. Gradiente de elucion para método AQ-4 (103)

Tiempo (min) "G 7P
(ACN: CH2020.1%) | (H20: CH2020.1%)
0 0 100
10 0 100
11 80 20
12 95 5
20 0 100

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-4. Gradiente de elucion para método AQ-5 (102)

Tiempo (min) %C o
(ACN: CH2020.1%) | (H20: CH2020.1%)
0 5 95
il 5 95
16 95 5
18 95 5
25 5 95

*ACN: Acetonitrilo
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Tabla A6-5. Gradiente de elucion para método AQ-6 (84)

Tiempo (min) %C 76D
(ACN: CH2020.1%) | (H20: CH2020.1%)
0 5 95
0.5 5 95
5 100 0
6 100 0
10 5 95
*ACN: Acetonitrilo
Tabla A6-6. Gradiente de elucion para método AQ-7 (67)
%C %D
Tiempo (min) V6B 0 (Metanol (H20: CH20:
(ACN 100%b) 10096) 0.1%)
0 40 40 20
2 40 50 20
4 20 60 20
5 20 60 20
10 40 40 20

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-7. Gradiente de elucion para método AQ-8 (104)

. . %C VP
Tiempo (min) (H20 100%6) (ACE)I.\IO-S(;O_;ZOZ
0 98 2
1 98 2
3 75 25
5 35 65
8 0 100
9 0 100
10 98 2
15 98 2

*ACN: Acetonitrilo
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Tabla A6-8. Gradiente de elucion para metodo AQ-9 (104)

%C %D
Tiempo (min) (ACN: CH20:2 (H20: CH20:2
0.05%) 0.05%)
0 2 98
1 2 98
3 25 75
5 65 35
8 100 0
9 100 0
10 2 98
15 2 98

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-9. Gradiente de elucion para método AQ-10 (104)

Tiempo (min) %A %B
(H20 100%0) (ACN 1009%0)
0 98 2
1 98 2
3 75 25
5 35 65
8 0 100
9 0 100
10 98 2
15 98 2

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-10. Gradiente de elucién para método AQ-11 (104)

%A
Tiempo (min) (H20:CH:202 L v
0.025%) (ACN:CH202 0.05%0)

0 98 2
1 98 2
3 75 25
5 35 65
8 0 100
9 0 100
10 98 2
15 98 2

*ACN: Acetonitrilo
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Tabla A6-11. Analisis de las condiciones cromatograficas probadas con la columna EVO C18.

Resultados
Longitud [ Eqtandar Lupanina | Estandar Esparteina
. Fases Flujo de onda 500 ppm 5000 ppm _ .
Meétodo méviles (mL/min) de Tiempo Tiempo Observaciones Referencias
deteccién de Espectro - Espectro
(nm) retencion apsercicn retencién AHSIpEION
(min) (hm) (miny | "M
- El estandar de lupanina
fue detectado a 205 nm
%C- HoO con un pico bien
- T2 definido.
100% 19891 |. El estandar de
AQ-1 %D: 0.3 205y 305 0.77 202.72 | 0.77y2.1| 232.69; | esparteina fue detectado (104)
ACN:CH20- 304.64 |a 305 nm, pero se
0.05% observaron picos muy
separados debido a una
posible protonacion
parcial.
- El estandar de lupanina
%C: HoO: fue detectado a 205 nm
ot 2. con un pico no definido
CH2020.05% 19785y | (coelucion con
AQ-2 %0D: 0.3 205y 305 0.77 202.36 0.763 304 93y esparteina a 205 nm). (104)
ACN:CH,0, ' - El estandar de
0.05% esparteina fue detectado
a 305 nm, con un pico
bien definido.

101




Resultados

Longitud [~ Eqtandar Lupanina | Estandar Esparteina
. Fases Flujo de onda 500 ppm 5000 ppm _ .
Meétodo il L/mi de Tiempo Tiempo Observaciones Referencias
moviles (mL/min) deteccion q Espectro q Espectro
(nm) retenecién absorcion retenecién ahsQreion
(min) (hm) (min) (hm)
%A: H,0 - Se observaron varios
100% e Ge picos del estandar de
AR - U9, | esparteina debido a la
AQ-3 CﬁBC.) '%Cllzl/o 0.3 205y 305 | 0.772 2225/ 0'752 2'902 232.66 'y | poca acidificacion en las mo(dli?ii; do
. zoe y& 304.79 | fases moviles.
70C: H0: - No se pudieron separar
CH2020.15% bien los compuestos
%A: H,O - Se observaron dos
100% 10778 picos del estandar de
AR - L1, | esparteina debido a la
AQ-4 /Olfc')cﬁ\/CN 0.3 205y 305 0.77 202.74 32713’/ 232.37y | poca acidificacién en las mo(dli(f)iildo
o 0 _ ' 304.62 | fases mdviles.
70C: H0: - No se pudieron separar
CH2020.15% bien los compuestos
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Gradientes de elucién utilizando la columna EVVO C18

Tabla A6-12. Gradiente de elucion para método AQ-1 (104)

%C V6D
Tiempo (min) (H20 100%6) (ACONO:S(OZ/I-)bOz
. 0

0 98 2
1 98 2
3 75 25
5 35 65
8 0 100
9 0 100
10 98 2
15 98 2

*ACN: Acetonitrilo

Tabla A6-13. Gradiente de elucion para método AQ-2 (104)

%D
%C
Tiempo (min) (H20: CH20- (AC()’.\'O'S(;:)'ZOZ
0.05%)

0 98 2
1 98 2
3 75 25
5 35 65
8 0 0
9 0 0
10 98 2
15 98 2

*ACN: Acetonitrilo
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Tabla A6-14. Gradiente de elucion para método AQ-3

YA %B %C
Tiempo (min) 0 (ACN: CH202 | (H20: CH202
(H20 100%b)
0.1%) 0.1%)
0 98 2 0
1.2 98 2 0
1.5 0 0 100
3 0 0 100
6 0 98 2
7 0 98 2
10 98 0
15 98 0
*ACN: Acetonitrilo
Tabla A6-15. Gradiente de elucion para método AQ-4
%C
. . %A %B |
Tiempo (min) (H20 100%6) (ACN 10096) (H20: CH20:2
0.1%)
0 98 2 0
1.2 98 2 0
15 0 0 100
3 0 0 100
6 0 98 2
7 0 98 2
10 98 2 0
15 98 2 0

*ACN: Acetonitrilo
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Anexo 7. lIdentificacion de las longitudes de maxima absorcion de los estdndares de
lupaninay esparteina
Barrido espectral del estdndar de lupanina con espectrofotémetro UV-visible

Figura A7-1. Espectro de absorcion del estandar de lupanina a diferentes concentraciones por
el método espectrofotométrico.

Barrido:parametros de método

Innaitudac

Intervalo

Velocidad

Intervalode 200 - 800 nm

da

1,0 nm

Mediana

w
S F6i2.7%6

,,Zw%,nw

NI
&v«\
= T T T T T T T T T T
0 = 0 50 0 “0 Lot deois o0 o0 0 7 o0
Ejemplo ABS(214) ABS(220) ABS(206)
Lup CC 3,058 3,087 2726
2,909 2,844 2,620
2,356 1,301 2,392
1,339 0,698 1,988
Lup 1\25 0,546 0,295 0,888

* Lup cc = 1000 ppm, Lup1/2 =500 ppm, Lup 1/4= 250 ppm, Lup 1/10= 100 ppm, Lup 1/25=
40 ppm.

Figura A7-2. Espectro de absorcion del estandar de lupanina a 500 ppm por UHPLC-DAD

Apex Peak £1 100% st 0.77 mi Apax

55.0

202.90

40.04

T T T 1)
80 0 502
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En la Figura A7-1 se observé que la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcién
se presentd a 206 nm. valor que difiere ligeramente de las longitudes de onda reportadas en
otros estudios, las cuales se sitian en 214 nm y 220 nm (68,96). Estas variaciones pueden
atribuirse a diferencias en la matriz analizada, el tipo de solvente utilizado, la concentracién del
analito y las condiciones experimentales empleadas. Por otro lado, en la Figura A7-2 se
evidencio que, a una concentracion de 500 ppm, la longitud de onda maxima de absorcion se
ubicé en 202.90 nm, valor que resultd6 muy cercano al determinado mediante el método
espectrofotométrico (206 nm). Esta concordancia respalda la seleccion de la longitud de onda
utilizada para la cuantificacion y confirma la coherencia entre ambos enfoques analiticos.
Asimismo, en los métodos cromatograficos evaluados (Anexo 06), se probaron también
diferentes longitudes de onda de deteccidn para lupanina (desde 200 a 330 nm), encontrandose

que la mayor area del pico del compuesto se presentd a 205 nm.

Barrido espectral del estandar de esparteina con espectrofotometro UV-visible
Figura A7-3. Espectro de absorcidn del estandar de esparteina a diferentes concentraciones por

el método espectrofotométrico.

Barrido:parametros de método
Intervalo de 200 - 800 nm
lnnnitidac da

Intervalo 1,0 nm

Velocidad Mediana

20372239

—
//SUI?O,DTQ

08

\ / \
- \/ \\
.
. T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 BOD
Longitud de onda

Ejemplo ABS(203) ABS(307)

SpCC 2,239 0,979
2,150 0,515
1,972 0,251
1,009 0,078

* Esp cc= 5000 ppm, Esp 1/2= 2500 ppm, Esp 1/4= 1250 ppm y Esp 1/10= 500 ppm
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Figura A7-4. Espectro de absorcion del estandar de esparteina a 500 ppm por UHPLC-DAD
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En la Figura A7-3 se identificaron dos bandas de absorcion del estandar de esparteina: la banda

I1, ubicada alrededor de 203 nm, y la banda I, cercana a 307 nm. en el espectro de absorcion

obtenido por UHPLC-DAD vy presentado en la Figura A7-4, también se observaron 2 bandas,

una a 200 nm aproximadamente (banda Il) y otra a 305 nm (banda I); sin embargo, la

cuantificacion se efectu6 a 305 nm, debido a que en esta longitud de onda se observo un

aumento progresivo del &rea con el aumento de la concentracion del estandar. ademas, el pico

de esparteina a una misma concentracion presentd la mayor area a 305 nm, al probar longitudes
de onda desde 200 nm hasta 330 nm (Anexo 04).
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Anexo 8. Construccion de la curva de calibracion aplicada para la optimizacion de

1. Resultados

parametros de extraccion usando la columna C18

Tabla A8-1. Areas obtenidas de las réplicas de los estandares de lupanina

Concentracion | Concentracion Areas bajo la curva (mUA*min)
(mg/mL) (ppm) R1 R2 R3 Promedio
0.0712 71.2000 18763.65 | 19277.01 19129.46 19056.71
0.1780 178.0001 44038.38 43464.2 43517.36 | 43673.31
0.3560 356.0002 88961.32 | 87080.69 | 86974.91 | 87672.31
0.5340 534.0003 135828.98 | 131715.76 | 135222.64 | 134255.79
0.7120 712.0005 166930.83 | 164349.27 | 164483.12 | 165254.41

Tabla A8-2. Areas obtenidas de las réplicas de los estandares de esparteina

Concentracion | Concentracion Areas bajo la curva (mUA*min)
(mg/mL) (ppm) R1 R2 R3 Promedio
0.25 250 1138.54 1099.44 1144.26 1127.41
0.50 500 4540.54 4469.02 4616.73 4542.09
1.00 1000 8958.22 8894.44 8891.09 8914.58
1.50 1500 14114.07 13810.26 13978.59 13967.64
5.00 5000 47155.46 | 45716.68 | 46157.19 | 46343.11

A partir de los resultados obtenidos se preparo la curva de calibracion tanto para el estandar de

lupanina (Figura A8-1) como para el estandar de esparteina (Figura A8-2).

Figura A8-1. Curva de calibracion del estandar del lupanina — columna C18 fase reversa
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Figura A8-2. Curva de calibracion del estandar de esparteina — columna C18 fase reversa
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Las curvas de calibracion permitieron realizar interpolaciones para poder calcular la

concentracion de lupanina y esparteina en las muestras analizadas.
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Anexo 9. Construccion de la curva de calibracion aplicada para la determinacion de AQ
de las variedades de tarwi usando la columna EVO C18

1. Resultados

Tabla A9-1. Areas obtenidas de las réplicas de los estandares de lupanina

Concentracion | Concentracion Areas bajo la curva (mUA*min)
(mg/mL) (ppm) R1 R2 R3 Promedio
0.0179 17.8989 12775.69 | 13393.500 | 13488.92 | 13219.37
0.0358 35.7978 21059.43 | 20444.13 | 21201.44 | 20901.67
0.1074 107.3934 57537.15 | 58062.74 | 57360.91 | 57653.60
0.1790 178.9890 82795.32 | 84879.81 | 84913.77 | 84196.30
0.3580 357.9780 154067.48 | 153283.82 | 154356.42 | 153902.57

Tabla A9-2: Areas obtenidas de las réplicas de los estandares de esparteina

Concentracion | Concentracion Areas bajo la curva (mUA*min)
(mg/mL) (ppm) R1 R2 R3 Promedio
0.49370 493.70 5502.81 5625.49 5554.09 5560.80
0.98739 987.39 10023.41 10211.17 10212.18 10148.92
1.48109 1481.09 15574.19 15221.95 15415.20 15403.78
2.46849 2468.49 24375.66 | 25053.68 | 24408.55 | 24612.63
4.93697 4936.97 49661.29 | 49308.34 | 49471.70 | 49480.44
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A partir de los resultados obtenidos se prepar6 la curva de calibracién tanto para el estandar de




Figura A9-1. Curva de calibracion del estandar de lupanina — columna EVO C18 fase reversa
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Figura A9-2. Curva de calibracion del estandar de esparteina — columna EVO C18 fase reversa
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Las curvas de calibracion permitieron realizar interpolaciones para poder calcular la

concentracion de lupanina y esparteina en las muestras analizadas.
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Anexo 10. Tablas estadisticas

Tabla A10-1. Andlisis del color en la escala CIELab* de 5 variedades comerciales de tarwi

VARIEDADES
TPG
Parametros
L* 71.55+0.41%° | 72.85+0.65% | 70.24+0.54% | 70.27+0.30> | 68.82+0.51¢
a* 2.74+0.06* | 2.1240.17¢ | 2.26 £0.06°¢ | 2.35+0.10°° | 2.53+0.08°
b* 16.10+£0.24* | 11.574+0.34° | 13.82+0.18¢ | 14.80+0.14° | 15.63+0.16°
CI 2.38+0.03% | 2.51+0.14* | 2.33+0.08% | 2.26+0.11° | 2.35+0.09%

*N=5. Los valores que presentan la misma letra sobre las mismas filas no son

significativamente diferentes (p<0.05)

Tabla A10-2 Caracteristicas morfoldgicas y peso de 100 granos de semillas de 5 variedades de

tarwi
Parametros
Variedades | Peso 100
eS| reso (g)granos Largo* (mm) Ancho* (mm) Espesor* (mm)

TY 26.04+0.90° 10.55+0.16% 8.59+0.17 4.77+0.17°
TAG 28.60+0.172 10.26+0.052 8.51+0.06° 5.36+0.042
TA 27.14+1.61% 10.1320.18° 8.43+0.02° 4.90+0.12°
TPG 29.73+0.46 10.1240.08° 8.66+0.05 5.45+0.04*
TCF 29.524+0.372 10.16+0.08° 8.56+0.11% 5.46+0.02%

*N=25 semillas. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son
significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla A10-3. Concentracion (g lupanina/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales y

residuales comparando métodos de extraccion y cuantificacion de la muestra de Tarwi Andenes

Ti Mét Mét M i
PO Método Volumétrico ctodo L. ¢todo de Muzquiz
de Espectrofotométrico adaptado

t
T msp MD MSD MD MSD MD

AQT | 3.06+0.05¢ | 2.49+0.027 | 3.2840.04° | 2.68+0.07° | 3.94+0.02% | 3.72+0.05°

AQR | 0.34+0.05% | 0.17+0.02° | 0.06+0.002¢ | 0.10+0.002¢ | 0.19+0.01° | 0.15+0.01%
*AQT (Alcaloide quinolizidinicos totales) AQR (Alcaloides quinolizidinicos residuales) MD

(Muestra desgrasada) MSD (Muestra sin desengrasar). Los valores que presentan la misma letra

en una fila no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Tabla A10-4. Concentracion (g lupanina/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales y

residuales comparando métodos de extraccion y cuantificacion de la muestra de Tarwi Andenes

Tipo de B oo Método Método de Muzquiz
Método Volumétrico L.
muestra Espectrofotométrico adaptado
AQT 3.06+0.05¢ 3.28+0.04° 3.94+0.022
AQR 0.34+0.05°¢ 0.06+0.002* 0.19+0.01°

*AQT (Alcaloides quinolizidinicos totales) AQR (Alcaloides quinolizidinicos residuales). Los

valores que presentan la misma letra en una fila no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla A10-5. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos (g de AQ/ 100 g bs segln la
proporcion el P/V cuantificado UHPLC-DAD.

Alcaloides quinolizidinicos
Proporcion P/V Derivados d
AQT Lupanina i G O,S ¢
Esparteina
1/5 3.53+£0.20" 3.13+0.19% 0.40+0.01*
1/10 2.85+0.61* 2.44+0.59* 0.42+0.02*

*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales). Los resultados son expresados como el promedio +
DS. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.

Tabla A10-6. Concentracién (g de AQ/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales segin
el tipo de &cido cuantificado por UHPLC-DAD

Tipo de acido Lupanina Derivados Esparteina AQT
HCI 0.1N 2.90+0.22% 0.40+0.001° 3.30+0.22%
HCl 0.5N 2.62+0.13° 0.37+0.01? 2.99+0.14°
HCI11.0 N 3.16:+0.09° 0.38+0.03* 3.54+0.12°
TCA 5% 3.02+0.17%° 0.40+0.01* 3.42+0.17%

*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) Los resultados son expresados como el promedio +
DS. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn segun corresponda.
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Tabla A10-7. Concentracion (g AQ/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos

por Ultraturrax cuantificado por UHPLC-DAD

Variables Método de cuantificacion por UHPLC-DAD
] ] ] Derivados de
Tiempo (seg.) Velocidad (rpm) Lupanina Esparteina AQT
5000 1.38+0.06° 0.41+0.022 1.79+0.06°
10000 1.70£0.35% | 0.42+0.05° 2.1240.36%
60 15000 2.04+0.30%® | 0.40+0.02° 2.44+0.322°
20000 2.28+0.18% 0.40+0.022 2.68+0.19°
5000 1.77+0.33% | 0.42+0.03? 2.19+0.30%
10000 2.3240.222 0.40+0.012 2.7240.222
3 15000 2.17+0.36° 0.40+0.02° 2.57+0.38°
20000 2.3340.16 0.39+0.012 2.7240.16

*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) * Los resultados son expresados como el promedio
+ DS. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.

Tabla A10-8. Concentracion (g AQ/ 100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos
por agitacion orbital, cuantificado por UHPLC-DAD

Variables Método de cuantificacion por UHPLC-DAD
. . . . . Derivados de
Tiempo (min) | Velocidad (min) Lupanina Esparteina AQT
15 200 2.25+0.07° 0.37+0.001* 2.62+0.07%
100 2.05+0.20° 0.37£0.02* | 2.42+0.19°
200 2.32+0.07° 0.41+0.02° 2.73+£0.09*
> 100 2.03+0.21° 0.36+0.03* | 2.39+0.22°
200 1.96+0.20° 0.37+0.02° 2.33+0.22°
60 100 1.94+0.11° 0.38+0.005* 2.32+40.11°

*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales). Los resultados son expresados como el promedio +
DS. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes (p>0.05) por la prueba deTukey.
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Tabla A10-9. Concentracién (g AQ /100 g bs) de alcaloides quinolizidinicos totales obtenidos

por bafio de ultrasonido, cuantificado por UHPLC-DAD

Variable Método de cuantificacion por UHPLC-DAD
. . . Derivados
Tiempo (min) Lupanina Esparteina AQT
15 2.02+0.11% 0.40+0.02° 2.42+0.11°
30 2.10+£0.16* 0.38+0.02° 2.49+0.17%
60 2.2240.10% 0.37+0.02% 2.59+0.122

*AQT (alcaloides quinolizidinicos totales) AQ (Alcaloides quinolizidinicos). Los resultados
son expresados como el promedio £ DS. Los valores que presentan la misma letra en una
columna no son significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn segiin

corresponda.

Tabla A10-10. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos totales en g/100 g bs de 5

variedades de tarwi comparando tres métodos de cuantificacion.

Método de cuantificacion
Variedades Von Baer Muzquiz Adaptado Muzquiz UHPLC-
DAD
TY 3.64+0.052B 3.81+0.0234 3.41+0.143AB
TAG 3.57+0.03% 8 3.80+0.0734 3.2840.17%°¢
TA 3.47+0.09°B 3.72+0.02204 3.19+0.05%° €
TPG 3.35+0.03¢B 3.62+0.06°4 3.1040.06" €
TCF 3.1240.0448B 3.31+0.04°A 2.89+0.03°¢

*TY (Tarwi Yunguyo) — TAG (Tarwi Alta Gracia) — TA (Tarwi Andenes) — TPG (Tarwi Paton
Grande) — TCF (Tarwi Cholo Fuerte). Los resultados son expresados como el promedio + DS.
Los valores que presentan las mismas letras mayusculas en una fila (Método) no son
significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey. Los valores que presentan las
mismas letras mintscula en una columna (Variedad) no son significativamente diferentes

(p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn seglin corresponda.
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Tabla A10-11. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos totales en g/100 g bs de 5

variedades de tarwi obtenidos por Agitacion orbital comparando dos métodos de cuantificacion.

. Método de cuantificacion
Variedades - .
Muzquiz Adaptado Muzquiz UHPLC-DAD
TY 3.81+0.0224 3.41+0.1428B
TAG 3.80+0.0724 3.28+0.17%B
TA 3.72+0.022bA 3.19+0.05% B
TPG 3.62+0.06°4 3.10+0.06" B
TCF 3.31+0.04°4 2.894+0.03¢B

*TY (Tarwi Yunguyo) — TAG (Tarwi Alta Gracia) — TA (Tarwi Andenes) — TPG (Tarwi Paton
Grande) — TCF (Tarwi Cholo Fuerte). Los resultados son expresados como el promedio = DS.
Los valores que presentan las mismas letras maylsculas en una fila (Método) no son
significativamente diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey. Los valores que presentan las

mismas letras mintscula en una columna (Variedad) no son significativamente diferentes

(p>0.05) por la prueba de Tukey o Dunn segtin corresponda.

Tabla A10-12. Concentracion de alcaloides quinolizidinicos en g/100 g bs de 5 variedades de

tarwi por UHPLC-DAD.

Variedades | upanina Derlvad(_)s de Derlvado,s de AQT
Lupanina Esparteina
TY 2.79+0.172 0.34+0.042 0.28+0.004°¢ 3.41+0.142
TAG 2.48+0.18" 0.27+0.01% 0.54+0.032 3.28+0.17%
TA 2.50+0.06° 0.30+ 0.004% 0.39+0.03° 3.19+0.05%
TPG 2.43+0.03% 0.28+0.042¢ 0.39+0.02° 3.10+0.06"°
TCF 2.23+0.05°¢ 0.23+0.03¢ 0.42+0.02° 2.89+0.03°¢

*AQT (Alcaloides quinolizidinicos totales). Los resultados son expresados como el promedio

+ DS. Los valores que presentan la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes (p>0.05) por la prueba de Tukey.
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Anexo 11. Andlisis estadisticos del analisis dptico de las cinco variedades de las semillas

Anexo 11a. Parametro de Luminosidad

de Lupinus mutabilis Sweet

° ANOVA
Grados de Suma de
Tratamient Medi F Pr(>F
ratamento libertad cuadrados edia rc-F)
Luminosidad 4 46.19 11.547 | 46.67 | 7.23E-10
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
° HSD TUKEY
Variedades Grupos
TAG
TY b
TPG C
TA C
TCF d
Anexo 11b. Parametro de color a*
) ANOVA
Tratamiento Grados de Suma de Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Parametro a* 4 1.1870 0.29676 28.15 | 5.78E-
8

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TCF b
TPG bc
TA cd
TAG d
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Anexo 11c. Parametro de color b*

° ANOVA
Grados de Suma de
. i >
Tratamiento libertad cuadrados Media F Pr(>F)
Parametro b* 4 64.47 16.117 316.1 <2E-16
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
o HSD TUKEY
Variedades Grupos
TY a
TCF b
TPG c
TA d
TAG e
Anexo 11d. Parametro de indice de color (CI)
. ANOVA
I Grados de Suma de .
>
Tratamiento libertad cuadrados Media F Pr(>F)
CI 4 0.1626 0.04065 4.244 1.2E-2

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TAG a
TY ab
TCF ab
TA ab
TPG b
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Anexo 12. Analisis estadisticos de las caracteristicas morfoldgicas de cinco variedades de

las semillas de Lupinus mutabilis Sweet

Anexo 12a. Peso de 100 semillas

o ANOVA
Tratamiento Gl:;‘:iige C‘Sl::;z:zs Media F Pr(>F)
Peso de 100 semillas 4 30.051 7.513 9.958 1.63E-3
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
o HSD TUKEY
Variedades Grupos
TPG a
TCF a
TAG ab
TA bc
TY c
Anexo 12b. Largo
o ANOVA
Tratamiento | Grados de libertad | Suma de cuadrados | Media F Pr>F)
Largo 4 0.3939 0.09847 6.85 6.37E-3

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG ab
TCF b
TA b
TPG b
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Anexo 12c. Ancho

o ANOVA
Tratamiento Gf'ados de Suma de cuadrados Media F Pr(>F)
libertad
Ancho 4 0.09208 0.023020 | 2.533 0.106
*No existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
Anexo 12d. Espesor
o ANOVA
Tratamiento | Grados de libertad | Suma de cuadrados | Media F Pr(>F)
Espesor 4 1.2893 0.3223 33.5 9.13E-6

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TCF a
TPG a
TAG a

TA b
TY b
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Anexo 13. Andlisis estadisticos segun los métodos de cuantificacion y tipo de muestra
(MSD y MD)
Anexo 13a. Alcaloides quinolizidinicos totales

. ANOVA TWO WAY

TRATAMIENTO | Grados de libertad | Suma de cuadrados F Pr(>F)
Método 3.7353 2 829.34 1.373E-13
Tipo de muestra 0.9612 1 426.84 9.543E-11
Interaccion 0.1299 2 28.84 2.609E-05
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
. HSD TUKEY: Interaccion (Método y tipo de muestra)
Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado.MSD a
Muzquiz adaptado.MD b
Espectrofométrico.MSD c
Volumétrico.MSD d
Espectrofotométrico.MD e
Volumétrico.MD f
Anexo 13b. Alcaloides quinolizidinicos residuales — Analisis no paramétrico
. METODO SCHEIRER-RAY-HARE (SRH)
rratamtento | SR s | B PP
Método 2 364.33 12.7836 1.68E-3
Tipo de muestra 1 29.39 1.0312 3.09E-1
Interaccion 2 69.44 2.4366 2.96E-1

*Existe diferencia significativa con respecto al método de cuantificacion (p<0.05)
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° DUNN TEST: Método

Tratamiento Grupos
Volumétrico.MSD
Muzquiz adaptado.MSD
Volumétrico.MD
Muzquiz adaptado.MD bc
Espectrofotométrico.MD cd
Espectrofotométrico.MSD d
Anexo 13c. Alcaloides quinolizidinicos totales
o ANOVA
) Grados de Suma de .
>
Tratamiento libertad cuadrados Media F Pr(>F)
Método 2 1.2559 0.6280 | 335.1 6.99E-7
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
J HSD TUKEY: Interaccion (Método y tipo de muestra)
Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado a
Espectrofométrico b
Volumétrico C
Anexo 13d. Alcaloides quinolizidinicos residuales
o ANOVA
. Grados de Suma de .
>
Tratamiento libertad cuadrados Media F Pr(>F)
Método 2 0.11761 0.05881 | 70.39 6.83E-5

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

122




HSD TUKEY: Interaccion (Método y tipo de muestra)

Tratamiento Grupos
Espectrofométrico a
Muzquiz adaptado b

Volumétrico C
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Anexo 14. Andlisis estadisticos de las proporciones p/v evaluadas por UHPLC-DAD

Anexo 14a. Lupanina

. ANOVA
Grados de Suma de
T i Medi F Pr(>F
ratamiento libertad cuadrados edia rF)
Lupanina 1 0.7312 0.7312 | 3.871 0.121
*No existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p>0.05)
Anexo 14b. Derivados de esparteina
J ANOVA
Grados de Suma de
T i Medi F Pr(>F
myents libertad cuadrados edia reF)
Derivados de esparteina 1 0.0005835 | 0.0005835 | 1.451 0.295
*No existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p>0.05)
Anexo 14c. Alcaloides quinolizidinicos totales
o ANOVA
4 . Suma de .
Tratamiento Grados de libertad Media F Pr(>F)
cuadrados
AQT 1 0.6904 0.6904 | 3.359 0.141

*No existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p>0.05)
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Anexo 15. Andlisis estadisticos del tipo de acido evaluado por UHPLC-DAD

Anexo 15a. Alcaloides quinolizidinicos totales

. ANOVA
. . Suma de .
Tratamiento | Grados de libertad Media F Pr(>F)
cuadrados
AQT 3 0.5116 0.17055 6.057 | 1.87E-2
*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
o HSD TUKEY
Variedades Grupos
HCI 1N a
TCA 5% ab
HCI 0.1N ab
HCI0.5N b
Anexo 15b. Lupanina
o ANOVA
d . Suma de .
Tratamiento Grados de libertad Media F Pr(>F)
cuadrados
Lupanina 3 0.4780 0.15932 6.14 | 1.80E-2

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
HCI 1N a
TCA 5% ab
HCI 0.1N ab

HCI0.5N b
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Anexo 15c. Derivados de esparteina — Analisis no paramétrico

o KRUSKAL-WALLIS

Tratamiento

XZ

Suma de cuadrados

Pr(>F)

Derivados de esparteina

4.8462

3

0.1834

*No existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p>0.05)
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Anexo 16. Andlisis estadisticos para la homogenizacién por ultraturrax

Anexo 16a. Alcaloides quinolizidinicos totales

. ANOVA TWO WAY

rRaTammeNto | GRS | adedes | | PP
Tiempo 0.51618 1 7.1840 1.642E-2
Velocidad 1.60375 3 7.4401 2.444E-3
Interaccion 0.28590 3 1.3264 3.001E-1
*Existe diferencia significativa en los tratamientos evaluados (p>0.05)
. HSD TUKEY: Interaccion: Tiempo y velocidad
Tratamiento Grupos
30 seg + 20000 rpm a
30 seg + 10000 rpm a
60 seg + 20000 rpm a
30 seg + 15000 rpm a
60 seg + 15000 rpm ab
30 seg + 5000 rpm ab
60 seg + 10000 rpm ab
60 seg + 5000 rpm b
Anexo 16b. Lupanina
o ANOVA TWO WAY
TRATAMIENTO | Grados de libertad | Suma de cuadrados F Pr(>F)
Tiempo 0.53388 1 7.5363 1.4374E-2
Velocidad 1.69441 3 7.9729 1.783E-3
Interaccion 0.30187 3 1.4204 2.735E-1

*Existe diferencia significativa en el tratamiento de la velocidad (p<0.05)
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HSD TUKEY: Interaccion: Tiempo y velocidad

Tratamiento Grupos
30 seg + 20000 rpm a
30 seg + 10000 rpm a
60 seg + 20000 rpm a
30 seg + 15000 rpm a
60 seg + 15000 rpm ab
30 seg + 5000 rpm ab
60 seg + 10000 rpm ab
60 seg + 5000 rpm b
Anexo 16c¢. Derivados de esparteina
° ANOVA TWO WAY
N B B
Tiempo 0.0001491 1 0.2073 0.6550
Velocidad 0.0014088 3 0.6531 0.5926
Interaccién 0.0007499 3 0.3476 0.7914

*No existe diferencia significativa en los tratamientos (p>0.05)
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Anexo 17. Andlisis estadisticos para la homogenizacion por agitador orbital

Anexo 17a. Alcaloides quinolizidinicos totales
. ANOVA TWO WAY

TRATAMIENTO | R | rades | P | PP
Tiempo 0.18821 2 3.5656 6.090E-2
Velocidad 0.14961 1 5.6687 3.4T71E-2
Interaccion 0.08309 2 1.5741 2.471E-1
*Existe diferencia significativa en el tratamiento de la velocidad (p>0.05)
J HSD TUKEY: Velocidad
Tratamiento Grupos
200 rpm a
100 rpm b
Anexo 17b. Lupanina
. ANOVA TWO WAY
traTamieNto | SUCETE | s | P | PeeP
Tiempo 0.17529 2 3.6712 5.702E-2
Velocidad 0.130592 1 5.4727 3.743E-2
Interaccion 0.056769 2 1.1895 3.3785E-1

*Existe diferencia significativa en el tratamiento de la velocidad (p>0.05)
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° HSD TUKEY: Velocidad

Tratamiento Grupos
200 rpm a
100 rpm b
Anexo 17c. Derivados de esparteina
o ANOVA TWO WAY
Grados de Suma de
>
TRATAMBPENTO libertad cuadrados J Pr(>F)
Tiempo 0.0006981 2 1.1138 | 3.6001E-1
Velocidad 0.0006460 1 2.0613 1.7663E-1
Interaccion 0.0031172 2 4.9733 2.672E-2

*Existe diferencia significativa entre la interaccion (p>0.05)

° HSD TUKEY: Tiempo y Velocidad

Tratamiento Grupos
30 min + 200 rpm a
60 min + 100rpm a
15 min + 100 rpm a
15 min + 200 rpm a
60 min + 200 rpm a
30 min + 100 rpm a
30 min + 200 rpm a
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Anexo 18. Andlisis estadisticos para la homogenizacién por bafio ultrasonico

Anexo 18a. Alcaloides quinolizidinicos totales- Analisis no paramétrico
. KRUSKAL-WALLIS

TRATAMIENTO 1 Suma de cuadrados | Pr(>F)
Tiempo 1.8667 2 0.3932
*No existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p>0.05)
Anexo 18b. Lupanina- Analisis no paramétrico
o KRUSKAL-WALLIS
TRATAMIENTO a Suma de cuadrados | Pr(>F)
Tiempo 3.2 2 0.2019
*No existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p>0.05)
Anexo 18c. Derivados de esparteina
o ANOVA
TRATAMIENTO | Crados de 8L} g Media F | PreF)
libertad cuadrados
Tiempo 2 0.001353 0.0006766 | 1.938 | 0.224

*No existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)
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Anexo 19. Andlisis estadisticos para la evaluacion del método segun las variedades
analizadas

Anexo 19a. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TAG - Analisis no
paramétrico

. ANOVA
Grados de Suma de ]
>
TRATAMIENTO libertad cuadrados Media F Pr(>F)
Método 2 0.5428 0.27139 22.89 2.950E-4

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

o HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Von Baer B
Muzquiz UHPLC- C
DAD

Anexo 19b. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TY Analisis no
paramétrico

J KRUSKAL-WALLIS

TRATAMIENTO ) Suma de cuadrados Pr(>F)
Método 9.8462 2 7.277E-3
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
J DUNN TEST
Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Von Baer B
Muzquiz UHPLC-
AB
DAD
Anexo 19c. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TA
o ANOVA
TRATAMIENTO | Cradosde Suma de Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Método 2 0.5497 0.27484 77.14 2.170E-6
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*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Anexo 19d. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TPG

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Von Baer B
Muzquiz UHPLC- C
DAD

«  ANOVA
TRATAMIENTO | Cradosde Sugade Media F | Pr>F)
libertad cuadrados
Método 2 0.5424 0.27118 | 102.6 |6.390E-7

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

o HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Von Baer B
UHPLC-DAD C
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Anexo 19e. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TCF

«  ANOVA
TRATAMIENTO |  Cradosde Suma de Media F Pr>F)
libertad cuadrados
Método 2 0.3599 0.17995 | 1345 | 1.980E-7

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Von Baer B
Muzquiz UHPLC- C
DAD
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Anexo 20. Andlisis estadisticos para la evaluacion de las variedades segun el método

analizado

Anexo 20a. Alcaloides quinolizidinicos totales analizados por UHPLC-DAD

. ANOVA
TRATAMIENTQ |  Cradosde Suma de Media F | PrecF)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6267 0.15666 | 13.94 6'1205

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG ab
TA ab
TPG bc
TCF c

Anexo 20b. Alcaloides quinolizidinicos totales analizados por el método segun Muzquiz

adaptado
. ANOVA
TRATAMIENTO Gf‘ados de Suma de cuadrados Media F Pr(>F)
libertad
Variedad 4 0.6794 0.16984 78.8 | 6.94E-10

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
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. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG a
TA ab
TPG b
TCF c

Anexo 20c. Alcaloides quinolizidinicos totales analizados por el método segun VVon Baer

«  ANOVA
TRATAMIENTO | Cradosde L Media F Pr>F)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6585 0.1646 | 60.88 | 4.30E-9

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG ab
TA b
TPG c
TCF d
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Anexo 21. Andlisis estadisticos para la evaluacion del método segun las variedades
analizadas
Anexo 2la. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TAG - Analisis no

paramétrico

e  ANOVA
TRATAMIENTQ | Crados de Suma de Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Método 1 0.5406 0.5406 | 31.18 1.40E-3

*Existe diferencia significativa entre los grupos de datos (p<0.05)

o HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Muzquiz UHPLC- B

DAD

Anexo 21b. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TY Analisis no
paramétrico
. KRUSKAL-WALLIS

TRATAMIENTO Ve Suma de cuadrados | Pr(>F)
Método 5.3333 1 2.092E-2
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. DUNN TEST

Tratamiento Grupos
Muzquiz UHPLC- B
DAD
Muzquiz adaptado A

Anexo 21c. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TA

«  ANOVA
TRATAMIENTQ | Cradosde Suma de Media | F Pr>F)
libertad cuadrados
Método 1 0.5492 05492 | 369 | 1.29E-6

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
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. HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Muzquiz UHPLC- B

DAD

Anexo 21d. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TPG

. ANOVA
Grados d S d
TRATAMIENTOQ | 2008 €€ TR Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Método 1 0.5419 0.5419 150.6 1.79E-5
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
o HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
UHPLC-DAD B
Anexo 21e. Alcaloides quinolizidinicos totales para la variedad TCF
o ANOVA
Grados de Suma de
TRATAMIENTO Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Meétodo 1 0.3584 0.3584 | 321.3 1.94E-6

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Tratamiento Grupos
Muzquiz adaptado A
Muzquiz UHPLC- B

DAD
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Anexo 22. Andlisis estadisticos para la evaluacion de las variedades segun el método
analizado
Anexo 22a. Alcaloides quinolizidinicos totales analizados por UHPLC-DAD

. ANOVA

TRATAMIENTQ | Cr?dosde | Sumade Media F Pr(>F)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6267 0.15666 | 13.94 | 6.120E-5

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG ab
TA ab
TPG bc
TCF c

Anexo 22b. Alcaloides quinolizidinicos totales analizados por el método segun Muzquiz

adaptado
. ANOVA
TRATAMIENTQ | Crados de Sura de Media | F | Pr(>F)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6794 0.16984 | 78.8 | 6.94E-10

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. HSD TUKEY

Variedades Grupos
TY a
TAG a
TA ab
TPG b
TCF c

139




Anexo 23. Andlisis estadisticos para la evaluacion de las variedades por UHPLC-DAD

Anexo 23a. Alcaloides quinolizidinicos totales

. ANOVA
TRATAMIENTOQ | Crados de Suma de Media F | PreF)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6267 0.15666 | 13.94 | 6.12E-5
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
° HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
TY a
TAG ab
TA ab
TPG bc
TCF C
Anexo 23b. Lupanina
. ANOVA
Grados d S d
TRATAMIENTO s e Media F | PreF)
libertad cuadrados
Variedad 4 0.6476 0.16189 | 12.15 | 1.33E-4
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
o HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
TY a
TA b
TAG bc
TPG bc
TCF C
Anexo 23c. Derivados de lupanina
. ANOVA
TRATAMIENTO | Crados de Suma de Media F | PrcF)
libertad cuadrados
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Variedad 4 0.02426 0.006065 | 7.59 1.50E-3
*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)
o HSD TUKEY
Tratamiento Grupos
TY a
TA ab
TPG abc
TAG bc
TCF c
Anexo 23d. Derivados de esparteina
o KRUSKAL-WALLIS
TRATAMIENTO Df e Pr(>F)
Variedad 4 15.329 4.066E-3

*Existe diferencia significativa en el tratamiento evaluado (p<0.05)

. DUNN TEST

Tratamiento Grupos
TAG a
TCF b
TPG b

TA b
TY C
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