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Resumen

El presente proyecto de investigacion tuvo como proposito evaluar el contenido
nutricional de alimentos tipicos de Ecuador: maca, fréjol, habichuela y haba pallar.
Dado que en el pais la informacién sobre la composicion de alimentos data en el
afio 1965, se realiz6 andlisis del contenido de hidratos de carbono vy
micronutrientes empleando métodos confiables y de alta sensibilidad como el
método colorimétrico del acido 3,5 dinitrosalicilico DNS y el método
espectrofotométrico de absorcion atémica de llama para proponer una tabla
actualizada de la composicion nutricional de las matrices estudiadas. Los
carbohidratos cuantificados fueron: azlcares reductores, almidon y azlcares
totales mediante hidrdlisis acida e hidrolisis enzimatica. Por otro lado, los metales
cuantificados fueron hierro, calcio y magnesio. Para su analisis se aplico metodos
estandares descritos en la AOAC. Se encontro que la harina de maca tuvo un
mayor contenido de hidratos de carbono con 56.49 %. Ademas, las harinas
presentaron un contenido menor al 2 % de grasa. EI mayor contenido de magnesio
se encontro en la harina de habichuela con 2055 mg/Kg. La harina que presento
una mayor concentracion de calcio fue la maca con 2010 mg/Kg. Finalmente, el

fréjol mostré una mayor concentracion de hierro con 92 mg/Kg.

Palabras clave: almidon, azlucares reductores, azlcares totales, calcio, hierro y

magnesio.
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Abstract

The purpose of this research project was to evaluate the nutritional content of typical
Ecuadorian foods: maca, beans, habichuela and haba pallar. Given that, the information
of food composition in the country dates back to 1965, analysis of the content of
carbohydrates and micronutrients were carried out in order to propose an updated table
of these foods. Reliable and highly sensitive methods such us the colorimetric acid 3.5
dinitrosalicyl DNS and the flame atomic absorption spectrophotometry methods were
used. The quantified carbohydrates were: reducer sugar, starch and total sugar by acid
and enzymatic hydrolysis. On the other hand, the quantified metals were iron, calcium
and magnesium. For these analysis, standard methods described in the AOAC were
applied. It was found that maca flour had a higher content of carbohydrates and calcium
with 56.49 % and 2010 mg/Kg. On the hand, the highest magnesium content was found
in bean flour with 2055 mg/Kg. Finally, the bean flour showed a higher concentration of
iron with 92 mg/Kg. Also, it was found that all the studied flours had less fat content than
2 %.

Key words: Starch, reducer sugar, total sugar, calcium, iron and magnesium
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1.TEMA DE INVESTIGACION

DETERMINACION DEL CONTENIDO NUTRICIONAL EN HARINAS DE
HABICHUELA (Phaseolus lunatus baby lima bean.), HABA PALLAR
(Phaseolus lunatus), MACA (Lepidium meyenii) Y FREJOL (Phaseolus vulgaris)
COMO FUENTES DE CARBOHIDRATOS Y MINERALES.

1.2.JUSTIFICACION

A nivel mundial una de cada tres personas presenta problemas de mala nutricion,
debido a dietas inadecuadas las personas presentan complicaciones en su salud a
corto y largo plazo. Dicho problema no radica solamente en la carencia de calorias
sino también en la falta de micronutrientes, reportandose actualmente un
aproximado de 2,000 millones de personas que presentan un déficit de
micronutrientes, asi también, alrededor de 1,900 millones de personas sufren de

obesidad, donde a 600 millones se los categoriza como obesos (ISP, 2016).

Una mala nutricion no solo se refiere a la falta de alimentacion, por lo contrario,
un excesivo consumo de alimentos de manera inadecuada también ocasiona
problemas de salud. En Ecuador el 62.8 % de la poblacion entre 19 a 60 afios de
edad padece de sobrepeso y obesidad, ademas, un 2.8 % de nifios de edad escolar
presentan baja talla con relacion a su edad (Freire W.B et al., 2013). Debido a esto
la FAO y el estado ecuatoriano han realizado un compromiso con el fin de
disminuir la malnutricién por ingesta de alimentos, ademés, de mejorar la
produccion agricola ayudando a incrementar el nivel de vida de los habitantes

aportando al desarrollo de la economia nacional (FAO, 2013).
Ecuador posee cultivos ancestrales tipicos de las zonas altoandinas, los pobladores

cosechan variedades de tubérculos y leguminosas, de las cuales el conocimiento

actualizado de su aporte nutricional hacia el organismo es poco.
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Las leguminosas como el fréjol, haba pallar y habichuela son considerados
vegetales de grano comestible, estos granos al poseer porcentajes altos de
proteinas, minerales y carbohidratos, se les otorga una gran importancia de
incluirlos en la dieta de las familias ecuatorianas. Estas semillas aportan con valor
nutricional elevado asegurando que el organismo obtenga los aminoéacidos

necesarios (E Peralta et al., 2010).

Mientras que, un tubérculo que no ha sido estudiado en extenso en el Ecuador es
la maca, dado que se conoce muy poco sus beneficios, por este motivo el sector
agricola debe enfocarse y priorizar la produccion de estos alimentos que posee un
valor nutricional similar a los cereales. En los mercados ecuatorianos no se
dispone con frecuencia de este tipo de tubérculo, puesto que no existe un habito
de consumo, ocasionado por su baja produccién y comercializacion (Oshaug &
Haddad, 2002).

Por otro lado, estos cultivos son fuentes de minerales también Ilamados
nutrimentos inorganicos, tales como: calcio, fosforo, sodio, potasio, hierro,
magnesio, cinc, cobalto, yodo, azufre, cloro, cobre y manganeso los cuales son
necesarios para realizar funciones metabolicas en el organismo. Estos nutrimentos
inorganicos mantienen una relacion equilibrada con las funciones que realizan los
seres Vvivos, sin embargo, estos minerales no cumplen funciones independientes

debido a que no son autosuficientes (Burton, 1966).

Otra fuente de energia para el ser humano son los carbohidratos, ellos se
encuentran presentes en forma de azlcares y almidones. Se los divide en tres
grupos: monosacaridos, disacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos y
disacaridos por su estructura simple son mas faciles de asimilar por el organismo
a diferencia de los polisacaridos como el almidon, la celulosa y el glicogeno que
poseen una estructura mas compleja y su absorcion en el organismo es mas lenta
(Latham, 2002).

Debido a los problemas de malnutricion, sobrepeso y obesidad en el pais es
necesario conocer el contenido nutricional actualizado de los alimentos lo cual

permitira la elaboracion de dietas adecuadas para los habitantes ecuatorianos, ya
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que la informacion maés reciente que se dispone es la Tabla de composicion de
alimentos ecuatorianos de 1965. El objetivo del presente trabajo de investigacion
es determinar el contenido de carbohidratos (azlcares reductores, totales y
almidon) y micronutrientes (hierro, calcio y magnesio) del fréjol, haba pallar,
habichuela y maca, mediante métodos confiables, econémicos, sencillos y

reproducibles.

1.3.0BJETIVOS
1.3.1.Objetivo General

Evaluar el contenido nutricional de alimentos tipicos de Ecuador: maca, fréjol,

habichuela y haba pallar.
1.3.2.Objetivos Especificos

e Determinar el contenido de azlcares totales y reductores mediante
espectrofotometria UV-visible en un tubérculo (maca) y en leguminosas
(fréjol, habichuela y haba pallar).

e Determinar el contenido de micronutrientes (hierro, magnesio y calcio)
mediante espectrofotometria de absorcion atdmica de Ilama en un tubérculo
(maca) y en leguminosas (fréjol, habichuela y haba pallar).

e Proponer una tabla de informacién nutricional de las matrices estudiadas.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes Investigativos

Una buena alimentacion es primordial para obtener los nutrientes que
proporcionan la fuerza necesaria para realizar las tareas cotidianas que demanda
un dia de trabajo. Ademas, comer saludable es un factor para prevenir
enfermedades crdnicas. Actualmente un 30 % de la humanidad tiene varios
problemas de salud, ocasionados principalmente por la malnutricion. La dieta
tradicional se basaba en consumir alimentos de origen vegetal, pero ha sido
remplazada por alimentos procesados con altos contenidos de azlcares, grasas y
conservantes (OMS, 2003). Algunos vegetales y hortalizas que son considerados
ricos en nutrientes, por poseer mayor cantidad de vitaminas, minerales y proteinas
logran cubrir los requerimientos de una dieta diaria, ademas de impulsar a los

consumidores a una vida plena y saludable (FAO, 2006).

En las regiones centrales de los Andes Ecuatorianos existe una mayor produccion
de raices y tubérculos (Tapia et al., 2007). Los tubérculos constituyen parte
importante de la biodiversidad andina y se consideran una gran fuente de
carbohidratos. Ademas, proporcionan ingresos econémicos y alimento a los

agricultores de la zona (Espin et al., 2001).

La maca es un tubérculo tipico de las provincias de Azuay, Riobamba y Tulcan
que ha sido utilizado durante muchos afios por su contenido nutritivo, energético
y medicinal (Sifuentes et al., 2015). La informacion nutricional consiste en:
hidratos de carbono (72.8 %), proteina (8.8 %), lipidos (0.9 %), fibra (4.4 %),
ceniza (4.8 %) y agua (8.3 %) (Zambrana et al., 2013). Este tubérculo es cultivado
a una altura entre 3,900 y 4,800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), por lo
que es resistente al frio de las granizadas y heladas. Sin embargo, la maca crece

de mejor manera en lugares de las punas o tundra altoandina y necesita de suelos
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negros andinos los cuales brindan una naturalidad especial. Ademas, se necesita
una humedad adecuada 'y un pHde 6.5- 7.5 (IDTG, 2009).

En Ecuador también se cultivan 247 especies nativas de leguminosas (0
Fabaceae), existe una gran diversidad en laderas occidentales de los andes y en

Zonas costeras (Aguirre et al., 2017).

El principal uso de las leguminosas es el consumo del grano o semilla seca,
también se comercializa como grano en verde (tierno). Estos granos son ricos en
proteinas, la cual oscila entre el 20 a 46 %, ademas contiene fibra, carbohidratos,
antioxidantes y minerales (hierro, fésforo, potasio, calcio, magnesio y yodo), por
ello es una especie con mucha importancia en su uso alimentario (Valladolid
Chiroque, 2016).

Por otro lado, las leguminosas se emplea como abono verde por considerase una
especie fijadora de nitrogeno, favoreciendo la conservacion, fertilidad y
productividad de la tierra ademas de minimizar el uso de fertilizantes quimicos
(Peralta et al., 2010).

El haba pallar (Phaseolus lunatus L.) y la habichuela (Phaseolus lunatus baby
lima bean), son dos variedades de leguminosas tipicas del Ecuador, el grano o
semilla de la habichuela es mas pequefio en comparacion a la semilla del haba
pallar, por esta razon se le otorga la denominacién de Baby Lima Bean a la
habichuela, siendo esta la mayor diferencia visual que existe entre estas dos

variedades.

El Haba pallar también se la conoce como frijol pallar o frijol Lima, es una planta
herbacea y sus semillas presentan caracteristicas nutritivas altas haciéndola un
alimento de importancia en la dieta de los habitantes locales, requiere de un clima
seco para que sus granos logren un desarrollo adecuado, ademas, se adaptada
mejor a altitudes entre 2,000 y 2,800 m.s.n.m, y a temperaturas entre 16 y 27 °C.
Esta leguminosa es resistente a sequias y a una variedad de suelos con pH de 4.4
a 6.0 (Heuzé et al., 2015)
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La composicion quimica del Phaseolus lunatus L. segin Shimelis, Meaza, &
Rakshit. (2006), en la variedad Beshbesh presenta un contenido de proteina del
20.28 %, carbohidrato del 61.59 %, grasa del 3.05 %, fibra del 5.19 % y ceniza
del 3.18 %.

Mientras que, la habichuela posee un alto contenido de proteina y almidon entre
un 26 % y 56 a 60% respectivamente, ademas este tipo de leguminosa soporta
condiciones extremas, la forma de cultivo de esta planta favorece a los
agricultores. (Van Tuil et al., 2000). En el estudio realizado por Taylor et al.
(2009), evaluaron la composicion quimica de varios tipos de frijoles secos
pertenecientes a la familia Phaseolus, y encontraron que la habichuela posee la
siguiente composicion quimica: 13.30 % de humedad, 20.40 % proteina, 62.10 %
hidratos de carbono, 6.0 % fibra, 0.8 % grasa y 3.40 % de cenizas.

Por otro lado, el fréjol es una de las leguminosas que presenta alta productividad
a nivel nacional, la mayor produccion de fréjol tierno se encuentra en la provincia
de Imbabura, en donde se cosecha alrededor de 1.44 toneladas por hectarea. Asi
mismo, la provincia de Chimborazo cuenta con una mayor produccion de fréjol
seco, cosechando alrededor de 0.49 tm/ha anual (MAGAP, 2013).

El fréjol es considerado el grano mas consumido por las familias ecuatorianas y
la cosecha de esta leguminosa siempre ha sido mayor a las 5,000 hectareas a nivel
nacional. Este cultivo se localiza a una altura de 20 a 2,800 m.s.n.m (Peralta et al.,
2012), y al ser una planta que se adapta a diversos ambientes presenta problemas
durante su produccion causado por diversos factores; entre estos la presencia de
plagas, sequias, heladas, entre otras. La produccion de fréjol estd centrada
principalmente en las provincias de Imbabura (17%), Azuay (15%), Loja (14%),
Chimborazo (11%), Carchi (9.5%) en la Region Sierra, en las provincias de la
Region Costa: Guayas (7.7%) y los Rios (2.6%), y en la Regién Amazonica el 2%
(Basantes, 2015).

De Almeida Costa et al. (2006), estudiaron la composicion quimica de cuatro tipos

de legumbres utilizando muestras de granos crudos y cocidos liofilizados. El fréjol

(Phaseolus vulgaris L.) como semilla cruda posee la siguiente composicion; 20.9
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% de proteina, 2.49 % de lipidos, 3.8 % de cenizas, 8.55 % de fibra cruday 54.3 %
de carbohidratos. EI componente mayoritario del fréjol son los carbohidratos, que
de acuerdo con la investigacién realizada por Rehman et al. (2001), se report6 que
esta leguminosa tiene un contenido de 0.82 % de azUcares reductores, 9.95 % de
azucares totales y 44.4 % de almidén.

Debido a que no existe una informacion actualizada en el Ecuador sobre la
composicion nutricional de dichas matrices, existe la necesidad de realizar una
investigacion sobre el contenido de carbohidratos y minerales empleando métodos

de cuantificacion que sean confiables y reproducibles.

Para la determinacion del contenido de carbohidratos, una las técnicas mas
utilizada para la determinacion colorimétrica es el meétodo del acido
3,5 dinitrosalicilico DNS. Este método permite cuantificar la concentracion de
azucares reductores totales libres, dado que estos azlcares contienen un grupo
carbonilo libre permitiendo reaccionar con otros compuestos. EI método de DNS
se basa en la reduccion del acido 3,5 dinitrosalicilico hasta acido 3-Amino-5-
nitrosalicilico por accion la glucosa u otra azucar reductor, los cuales pueden ser
medidos por espectrofotometria UV a una longitud de onda de 575nm (Alveal,
Ferrario, Oliveria, & Sar, 2008).

De igual manera, para el contenido de micronutrientes, la espectrofotometria de
absorcion atomica de llama (FAAS) es el método mas utilizado para la
determinacion de minerales en alimentos con un exactitud de 0.5 a 5 % y una
precision de 0.3 — 1% para absorbancias mayores a 0.1 — 0.2 (Alveal et al. 2008).
Un estudio realizado por Gallegos. (2016), determind el contenido de minerales
(sodio, potasio, hierro, zinc y calcio) en variedades de leguminosas (garbanzo,
soya y mani), los resultados obtenidos fueron comparados con la Tabla de
composicién de los Alimentos de 1965, demostrando que sus datos son muy

confiables.
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2.2.HIPOTESIS
2.2.1 Hipdtesis nula

Hol: El tipo de materia prima empleada para el estudio no varia en el contenido
de carbohidratos (azUcares totales, reductores y almidén) y minerales (hierro,

calcio y magnesio.

2.2.2. Hipotesis alternativa

Hal: El tipo de materia prima empleadas para el estudio si varia en el contenido
de carbohidratos (azucares totales, reductores y almidon) y minerales (hierro,

calcio y magnesio.
2.3. SENALAMIENTO DE LAS VARIABLES
2.3.1.Variables independientes

e Materia prima (habichuela, haba pallar, maca, fréjol)

e Metodologia

2.3.2.Viables dependientes

e Porcentaje de carbohidratos (azucares totales, reductores, almiddn)

e Porcentaje de minerales (hierro, calcio, magnesio)
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

El estudio experimental se realizd en los laboratorios (BIO-PROPEPTI,
UODIDE-ICIA y Canje de Deuda Ecuador-Esparia) de la Facultad De Ciencia e

Ingenieria En Alimentos Y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

3.1.MATERIALES
3.1.1.Obtencioén de las harinas

Se trabajé con cuatro matrices: maca, habichuela, fréjol y haba palla que fueron
proporcionadas por las instituciones que conforman la RED de Cereales del
Ecuador a través el proyecto REDU. maca y fréjol del INIAP, haba pallar y
habichuela de la ESPOL.

3.1.2. Materiales de laboratorio

e Fundas plasticas herméticas

e Vasos de precipitacion de 25y 50 mL

e Balones de aforo de 10, 25, 50 y 100 mL
e Matraces de 25y 50 mL

e Probeta de 10, 25y 100 mL

e Perade succion

e Pipetas de Pasteur de vidrio

e Micropipeta variable de 200 y 1000 pL

e Micropipeta fija de 10, 20, 100 y 1000 pL
e Puntas de micropipeta de 10, 20, 100 y 1000 pL
e Pinzas

e Crisoles de porcelana de 30 mL

e Agitadores magnéticos

e Tubos para centrifuga de 15y 25 mL

e Tubos Eppendorf de 2 mL

e Gradillas metélicas

e Jeringas para insulina de 1 mL
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e Filtros de 0.45 um AGILENT CAPTIVA, ECONO FILTER

3.1.3.Reactivos

e Etanol 95 %. EMSURE

¢ n-Hexano grado analitico EMSURE

e Acido 3,5-dinitrosalicilico 98 % (DNS) ACROS ORGANICS

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

e Acido clorhidrico concentrado fumante 37 % p/p EMSURE

e Acido nitrico concentrado grado analitico 68-70 % FISHER CHIMICAL

e Hidroxido de sodio 99.9% EMSURE

e Estandares monoelementales para absorcion atomica de Calcio, Hierro y
Magnesio cada uno de 1000 mg-L~* en HNOs 5 %, AccuStandard, New
Haven, USA.

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

e Tampon de Acetato de Sodio-Acido acético pH 4.5

e Tartrato de Sodio y Potasio 99.9% MERCK

e Oxido de lantano 99.5 % MERCK

e Gas: Aire/Acetileno AA 2.5 al 99.5 % de Linde, Ecuador

e Gas: Aire/Oxido nitroso UAP grado 5.0 de Linde, Ecuador

3.1.4.Equipos
e Estufa (VWR) con regulacién de temperatura
e Ultra Low Temperature Freezer MDF-U33V-PA
e Balanza analitica XPE204
e Balanza infrarroja HX204
e pH-metro METTLER TOLEDO SEVEN EASY
e Mufla NABER THERM 30-3000 °C
e Centrifuga EPEDOR5702
e Centrifuga SPECTRAFUGE24D
e Plancha de calentamiento con agitacion magnética VWR

e Desecador
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e Espectrofotometro UV-Visible THERMO SCIENTIFIC Modelo
Evolution 201
e Extractor de solventes SER148

e Espectrofotometro de absorcion atomica PG Instruments modelo AA500

3.2.METODOS
3.2.1. Determinacion de humedad

Se determiné la humedad de los diferentes tipos de harinas: habichuela (phaseolus
lunatus baby lima bean.), haba pallar (Phaseolus lunatus), maca (Lepidium
meyenii) y fréjol (Phaseolus wvulgaris) utilizando el método 925.10 para
determinacion de solidos totales y humedad en harina (AOAC, 2012). Empleando
un capsula de porcelana con un peso constante, se emple6 2.5 g de muestra
distribuyéndola de manera uniforme. Las capsulas ingresaron a una estufa a una
temperatura de 95 °C durante 5 horas, transcurrido este tiempo se dejo enfriar
durante 30 minutos en un desecador. Una vez enfriados se reportd el peso

procediendo al calculo de la humedad con la siguiente férmula:

[(P2 — P1)x100]
M

Porcentaje de humedad =

Donde: P2 = peso de la capsula y la muestra hiUmeda en gramos.
P1 = peso de la capsula y la muestra seca en gramos.
M = peso de la muestra en gramos.

El estudio se lo realiz6 en el laboratorio UODIDE-ICIA (canje de deuda) de la

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

Cuantificacién de azucares solubles en alcohol y almidon

Para la cuantificacion de estos azucares se utiliz6 el método colorimétrico
planteado por Adrian, J., Potus, J., Poiffait, A., Dauvillier, P. en el libro de Analisis

nutricional de los Alimentos del afio 2000.

3.2.2.Curva estandar de Glucosa

El estandar de glucosa se lo realizé a partir de una solucion madre, la cual fue

preparada con glucosa previamente secada a 60 °C durante cuatro horas y enfriada
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en un desecador, se tomd una muestra de 50 mg de glucosa, llevando a un aforo
de 25 mL con agua destilada obteniendo la solucion a una concentracion de
2mg/mL.

Se procedié a tomar alicuotas para preparar soluciones de diferentes
concentraciones (0.00; 0.20; 0.40; 0.60; 0.80; 1.00; 1.20; 1.40; 1.60; 1.80; 2.00
mg/mL), la preparacion del blanco se la realizo con agua destilada. La
cuantificacion de glucosa se la realizd con solucién de DNS, para su preparacion
se empled 0.5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico diluyéndolo con 20 mL de agua
destilada y se agregd 10 mL de NaOH 2 M. El conjunto se lo coloc6 en una
plancha de agitacién a 40 °C, los 15 g de tartrato sodio-potasio fue agrado

lentamente con agitacion continua hasta que se disuelva totalmente.

3.2.3.Preparacion de las muestras para determinacion de azucares

Se empled dedales marca AQUALAB, se los colocé en envases plasticos con tapa
que fueron colocados en una estufa a 70 °C durante 24 horas con la finalidad de
eliminar la humedad, transcurrido este tiempo se procedid a enfriarlos en un

desecador para luego reportar su peso mediante diferencia de pesos.
Extraccion de grasa

Se utilizo el método oficial 920.39C. Crude Fat in Feeds, Cereal Grains, and
Forages (AOAC, 2000). Para esta extraccion se empled un peso de 2.5 g de
muestra seca que fueron agregados en un dedal previamente seco, los cuales
fueron colocados en un extractor de solventes SER148 utilizando n-hexano como
solvente a una temperatura de 125 °C, el proceso se realizé durante 6 horas de las

cuales 4 horas en modalidad inmersion y 2 horas en modalidad lavado.

Al finalizar el tiempo de extraccidon se procedio a realizar la recuperacion del

solvente en el mismo equipo procurando evitar la pérdida total del solvente.

Una vez finalidad todo el proceso se enfrid el conjunto para luego poder retirar el
dedal con muestra del equipo, este fue llevado a una estufa durante 12 horas a una
temperatura de 70 °C con la finalidad de eliminar restos de solvente que no
pudieron ser recuperados en el proceso anterior, finalmente el conjunto fue pesado

para continuar con la extraccién de los azUcares.
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Extraccion de azucares solubles en alcohol

Se utiliz6 el método planteado por Adrién, J., Potus, J., Poiffait, A., Dauvillier, P.
en el libro de Analisis nutricional de los Alimentos del afio 2000.

La extraccion se realiz6 por duplicado para lo cual es utilizd un extractor de
solventes SER148, para la obtencion de los azlcares se utilizO muestras
desengrasadas aproximadamente 2.5 g y como solvente etanol al 80 %. El proceso
se lo efectud durante 4 horas en un ciclo de lavado a una temperatura de 140 °C.

A continuacion, se agregd 75 mL de etanol al 80% en los vasos para extraccion y
agregando 2.5 g de muestra en dedales secos, luego se pesd el conjunto por
diferencia de peso. Finalizado el tiempo de extraccion se procedio a la
recuperacion del solvente en el mismo equipo durante 1 hora aproximadamente a

la misma temperatura.

Al enfriarse el equipo se extrajo los dedales y vasos de extraccion. Los dedales y
los vasos de extraccion fueron llevados a una estufa a 70 °C durante 12 horas para
eliminar los restos de solvente presente en las muestras, una vez secas las muestras
se procedié a triturar, envasar en fundas Ziploc y rotular para luego realizar la
cuantificacion del almidén de cada una de las matrices. Por otro lado, la solucién
acuosa de azucares de los vasos de extraccion se los aford a un volumen conocido
10 0 25 mL, esta dilucién se coloco en tubos Eppendorf de 2 mL y almacenandola
a una temperatura de —8 °C hasta la cuantificacion de azlcares reductores y

totales.

3.2.4.Método del Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

En tubos de ensayo con tapa se agreg6 200 pL de las muestras a analizar y 200 pL
de solucion de DNS. Durante 5 minutos se mantuvo a los tubos en un bafio de
agua a ebullicion, al finalizar inmediatamente los tubos fueron sumergidos en agua

fria (T< 10 °C) durante 1 minuto aproximadamente.

Se afiadio a cada tubo de ensayo 2 mL de agua destilada o desmineralizada.
Utilizando un Vortex se agitd las muestras y se procedié a realizar las lecturas de

absorbancia en un Espectrofotometro UV-Visible a una longitud de onda de
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540 nm con respecto al blanco que corresponda para cada tipo de cuantificacion

que se detalla en los siguientes apartados.
Preparacion de las muestras de azlcares congeladas

Para realizar el analisis de azUcares reductores y azlcares totales con hidrolisis
acida e hidrdlisis enzimatica empleando invertasa, las muestras deben ser

preparadas previamente de la siguiente manera.

Se descongelé a temperatura ambiente un tubo Eppendorf que contiene la muestra
de azucar, la misma una vez descongelada se la centrifugd durante 30 minutos. El
sobrenadante que se obtiene al finalizar este proceso sera utilizado para realizar

los diferentes analisis.

3.2.5. Cuantificacién de azucares reductores

Se tomd una alicuota de 1000 pL de muestra centrifugada que se obtuvo como
resultado en la adecuacion de la muestra congelada. Se colocé en un tubo
Eppendorf limpio y seco previamente pesado y se registro el peso de la alicuota.
Se le afiadié 20 pL de solucion de Carrez 1 (solucién de hexacianoferrato Il de
potasio al 15% de agua), 20 pL de solucion de Carrez 11 (solucion de sulfato de
cinc heptahidrato al 30% de agua) y se neutralizé la solucion afiadiendo 100 pL
de hidroxido de sodio 0.1 M y se agito el conjunto, finalmente se centrifugo

durante 15 minutos a 13330 rpm.

Se reporto el peso del conjunto y se determind el factor de dilucién obtenido luego
del proceso realizado. Finalmente se procedio a realizar la cuantificacion de los

azucares reductores de la manera descrita en el apartado 3.2.4.

3.2.6. Cuantificacién de azUcares totales

Del sobrenadante obtenido en el proceso de preparacion de la muestra congelada,
se tom6 una alicuota de 1000 pL y fue colocado en un tubo Eppendorf de 2.0 mL
y se registro el peso de la muestra. Se afiadié 20 pL de solucion de Carrez |
(solucion de hexacianoferrato 1l de potasio al 15% de agua), 20 pL de solucion de
Carrez Il (solucion de sulfato de cinc heptahidrato al 30% de agua) y 100 uL de
NaOH 0.1 M para la neutralizacién de la solucién. El conjunto se mezcla y pasa a

centrifugacion durante 15 minutos.
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En un tubo previamente pesado Eppendorf de 2.0 mL se agreg6 una alicuota de
400 pL del sobrenadante obtenido anteriormente, se registro el peso de la muestra.
A continuacién, a la muestra fue afiadido 40 uL de HCI concentrado se agit6 el
conjunto y se llevo a incub6 durante 30 minutos a una temperatura de 70 °C a 450
rpm en una microincubadora marca LABNET.

Al finalizar este proceso la mezcla fue neutralizada con solucion de NaOH 2M
hasta obtener un pH entre 7 a 8, y se aforo a 2 mL con agua destilada. Se realizé
la lectura con la prueba de los aztcares con DNS frente al blanco.

3.2.7.Cuantificacion de azUcares totales luego de la hidrdlisis del extracto

empleando invertasa

Para esta determinacion se procedio a realizar a la adecuacion de la muestra
congelada. Se pesé tubos Eppendorf de 2 mL y se agrego6 una alicuota de 1 mL.
A cada tubo se afiade 140 pL de invertasa que contiene 4.14 Ul-invertasa/mL (esta
enzima se preparé de la manera descrita en el ANEXO G), se mezcld

manualmente de madera cuidadosa y se dejo actuar durante 6 horas.

Transcurrido este tiempo se procedid a inactivar la enzima empleando agua a
ebullicién durante 5 minutos, luego a cada muestra fue agregada 20 pL de solucién
de Carrez 1 y 20 uL de Carrez 11 por altimo 100 pL de solucion de hidroxido de
sodio 0.1 M para neutralizar el pH, el conjunto fue agitado en Vortex y se coloco
en una centrifuga durante 15 minutos a 15600 rpm. Al finalizar se pesé la muestra
conjuntamente con la solucién para determinar el factor de dilucion por diferencia

de pesos.

Se realizo la lectura con la prueba de los azucares con DNS frente al blanco que

fue preparada de la misma manera empleando invertasa inactivada térmicamente.

3.2.8. Cuantificacién de almiddn

Para la cuantificacion de almidon se efectud una hidrdlisis enzimatica, utilizando
el método propuesto por Adrian et al., (2000).

Se tomd un peso de 50mg de harina previamente desengrasada y sin azUcares,
afiadiéndolo en un tubo para centrifuga de 15 mL adicionando 1 mL de agua y 140

pL de a-amilasa termoestable de Bacillus licheniformis, el conjunto se llevo a

28



incubacion con agitacion empleando magnetos en una plancha electronica a 400
rpm con bafio de agua a ebullicion durante 30 minutos.

Finalizada la incubacion se dejé enfriar la muestra, luego se afiadié 2 mL de
tampdn acetato de sodio 0.1M, medicién y regulacién del pH de la muestra hasta
4.5. Se anadi6 100 pL de amiloglucosidasa de Aspergillus niger diluida en tampdn
acetato en una relacion de 1:10 v/v, finalmente se dejo actuar a una temperatura
de 50 °C con agitacion de 400 rpm durante una noche.

El dia siguiente las muestras se enfriaron en agua a temperatura ambiente para
luego ser centrifugadas a una velocidad de 3000 G por 15 minutos, el sobrenadante
fue separado y se afor6 a un volumen conocido. La cuantificacién del almidon
hidrolizado se la realiz6 colocando 1 mL de la muestra en un tubo Eppendorf de
2 mL previamente pesado, se registro el peso de la alicuota afiadida. Se afiadio a
la muestra 20 pL de solucion de Carrez I, 20 pL de solucion de Céarrez 11 y para
neutralizar el pH se afiadio 100 pL de NaOH 0,1 M se mezcl6 con un Vortex y se
centrifugo el conjunto a 15600 G por 15 minutos. Luego se pesé la muestra total
para determinar el factor de dilucion por diferencia de peso, procediendo a realizar
la prueba de azucares por el método de DNS que se detalla en el item 3.2.4.

El porcentaje de almidon se calculé multiplicando la tasa de glucosa por el factor
0.9 debido a la hidrolisis del almidon con lo que se compensa la fijacion de una

molécula de agua por cada molécula de glucosa.

3.2.9.Preparacion de las muestras para determinacion de minerales

De la AOAC. (2005), se tomd como base para la determinacion de hierro el
método oficial 999.10 y el método 985.35 para la determinacion de calcio y
magnesio (AOAC, 1997).

Se determin6 mediante un espectrofotdmetro de absorcidn atomica PG Intruments
modelo AA500, a 422.71 nm para calcio, 248.35 nm para hierro y 285.24 nm para

magnesio.

Determinacion de cenizas

Para la determinacién de cenizas se tomd como base el método oficial 923.03

(AOAC, 2006). Inicialmente, se lavaron 10 crisoles por cada matriz de estudio y
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se colocaron en la mufla a 650 °C durante 8 horas. Se enfriaron en un desecador

y luego se reporto el peso de cada uno.

Se procedio a pesar aproximadamente 1.5 g de harina seca en cada crisol. A
continuacidn, se colocaron los crisoles en la mufla a 650 °C durante 8 horas, una
vez finalizado el proceso se trasladd los crisoles a un desecador para su

enfriamiento.
3.2.10. Cuantificacién de minerales

a. Preparacion de la muestra

Una vez obtenida la ceniza, se procedi6 a la fase de digestion afiadiendo al crisol
500 pL de HCl y 250 pL de HNO3 concentrado. Se dejo en reposo durante 30 min
con el proposito de disolver la ceniza en el &cido. Seguidamente, se filtré la
muestra utilizando una jeringa de 1 mL y filtros de 0.45 um AGILENT
CAPTIVA, ECONO FILTER. Luego, se aforo a 25 mL con HNO30.14 M y se

guardd en un recipiente adecuado.

b. Determinacion del analito (Fe, Mgy Ca)

Previo a la determinacion de los micronutrientes, se realizd una curva de
calibracion para cada mineral. Para esto se utilizaron estdndares monoelementales
de Fe, Mgy Ca de 1000 mg-L~ que se llevaron a 5 diluciones con concentraciones
de 0.1 a2,0.06 a0.48 y 0.25 a 2 mg-L* para cada mineral, respectivamente y
aforadas con HNO3 0.14 M. Ademaés, como blanco se utilizo la solucion de HNOs
0.14 M. En el caso del Cay Mg se afiadio LaCls 1 % en los patrones, diluciones a

medir y blancos para evitar interferencias.

Luego de haber obtenido las absorbancias de las curvas de calibracion se procedio
a medir cada matriz. Para ello se prepararon diluciones de cada muestra. Para
medir Fe, Mg y Ca se tomaron 5 mL, 200 pL y 1 mL de muestra, y se aforaron a

10, 25y 10 mL, respectivamente.
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CAPITULO IV
Resultados y discusion
1.1.Determinacion de humedad

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos sobre el contenido de humedad
para las harinas de habichuela (phaseolus lunatus baby lima bean.), haba pallar
(phaseolus lunatus), maca (lepidium meyenii) y fréjol (phaseolus vulgaris)
proporcionadas por las diferentes instituciones.

Tabla 1. Contenido de humedad de las matrices estudias.

Contenido de humedad (%)

Haba Pallar 8.55 +0.22
Habichuela 8.66 + 0.19
Maca 8.71+0.28
Fréjol 8.50 + 0.07

Los valores en esta tabla presentan la media de 3 réplicas + desviacién estandar.

La mayor humedad obtenida corresponde a la harina de maca con un 8.71 %, el
cual se asemeja (7.29 %) de los resultados obtenidos en un estudio realizado por
Chen et al. (2015). Debido a que no se dispone de una norma ecuatoriana en la
cual indique los requisitos de calidad para cada una de las matrices de estudio, se
tomo6 como referencia la norma NTE INEN 1737. (2016), la cual indica que,
como requisito de calidad para harina de maiz, la humedad no debe ser mayor al
13.5 %, cumpliendo el rango de calidad en las harinas de maca, haba pallar,

habichuela y fréjol.

Cabe recalcar, que la determinacion de humedad es un analisis complicado al
momento de obtener datos exactos, existen razones que afectan a esta
determinacion, una de estas es la manera de preparar la muestra dado a que esta
no deber ser expuesta a la atmosfera abierta, esto podria ocasionar que la muestra
gane humedad, otras razones es el método de analisis empleado y el procedimiento

para la obtencion de la harina, se ven involucrados en la variacion de los datos por
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lo cual se debe tener en cuenta estas indicaciones al momento de determinar este

parametro.

1.2. Determinacioén de cenizas

El contenido de cenizas obtenido mediante el método 923.03 (AOAC, 2006), de

las matrices (maca, habichuela, haba pallar y fréjol) se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de ceniza de las matrices de estudio.

Contenido de cenizas (%)

Haba Pallar 4.65 + 0.04
Habichuela 4.39 + 0.05
Maca 4.68 + 0.07
Fréjol 3.66 + 0.04

Los valores en esta tabla presentan a la media de 10 réplicas con 3 mediciones + desviacién
estandar.

El porcentaje de cenizas al igual que la humedad se la realizé por pérdida de peso,
en esta determinacion se emple6 una temperatura de 650 °C, efectuandose la

calcinacion total de la materia organica de las harinas.

Este proceso se lo realizd con la finalidad de adecuar la muestra para la
determinacion de minerales (Ca, Fe, Mg), siendo el residuo obtenido la parte
inorganica del alimento. De las matrices estudiadas la maca y el haba pallar
presentaron un mayor porcentaje de cenizas, la maca presenté un contendié de
cenizas del 4.68%, este valor es comparable con 4.8 % reportado en un estudio
realizado para maca amarillenta por Valdivia & Giovanna, (2013). El haba pallar
tiene un contendido de cenizas de 4.65 % este resultado se asemeja al valor de
4.50 % reportado por la USDA (2018).

Por otra parte, el porcentaje de cenizas para la habichuela fue de 4.39 %. Un
reporte obtenido de la USDA (2018), indica que esta leguminosa tiene 3.55 % de
cenizas, el resultado experimental obtenido presenta una variacion con respecto al

dato bibliografico esto se puede deber a la variedad de la leguminosa con la que
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se trabajo como también a la zona de donde esta procede. Finalmente, el fréjol fue
la matriz con menor contenido de cenizas (3.66 %), este dato obtenido se asemeja
al valor reportado en el estudio realizado por Velasco et al. (2013), en el cual se
determind la composicion quimica de variedades de fréjol de diferentes zonas,

indicando que el porcentaje de cenizas se encuentra entre 3.60 % a 4.63 %.

1.3.Determinacion de los elementos minerales: calcio (Ca), hierro (Fe) y

magnesio (Mg)

En la Tabla 3. Se muestra el contenido de minerales de las harinas estudiadas
expresadas en mg de metal por kg de harina seca, que fueron obtenidos con el
método oficial 985.35 para el analisis de minerales en formula infantil, productos
etéreos y comidas para mascotas (AOAC, 1997), mediante la comparacion directa

a la sefial obtenida para sus respectivos patrones.

Tabla 3. Contenido de minerales de las matrices estudiadas

Calcio Hierro Magnesio Referencia
mg Ca/kg Mg Fe/kg mg Mg/kg
Harina seca Harina seca Harina seca
Haba Pallar 145 + 14 47 + 4 1557 + 76
(810.0) (75.10) (2240.0) (USDA, 2018)
Habichuela 1382 + 120 66 £ 6 2055 + 30
(810.0) (61.9) (1880.0) (USDA, 2018)
Maca 2010 + 196 76 +3 836 + 39
(4128.8) (70.4) (737.7) (L. Chen, Li, &
Fan, 2017)
Fréjol 1303 +58 92+7 1592 + 22
(983.0) (51.1) (1186.0) (Velasco et al.,
2013)

Los valores en esta tabla presentan a la media de 10 réplicas con 3 mediciones + desviacion
estandar. Entre paréntesis se indica datos referenciales de cada matriz.
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El contenido de minerales del haba pallar estan por debajo de los valores
referenciales, por otro lado, en la habichuela, maca y fréjol el contenido de
minerales esta por encima de los datos reportados en diferentes estudios (Tabla3).

Estas variaciones de los resultados se pueden deber a que las matrices utilizadas
para este estudio son originarias del Ecuador, ademas la nutricion de la planta
depende de las condiciones en las cuales se lleva acabo el cultivo de la misma

(matriz).

La FAO (2013), indica que el suelo es la principal fuente de nutrientes para el
desarrollo de cultivos, ademas recalca que cada tipo de planta tiene diferentes
requerimientos nutricionales para su 6ptimo crecimiento. Existen diferentes tipos
de suelos y cada uno de estos posee elementos minerales, pero en diferentes
cantidades, por esta razén es necesario tener en cuenta el tipo de suelo que se

empleara para la produccion del cultivo que se va a llevar acabo.

Por otro lado, las condiciones ambientales también afectan la adecuada nutricion
y crecimiento de los cultivos, dado que no es suficiente disponer de un suelo fértil
si las condiciones en las que se encuentra son extremas impidiendo obtener buenas

cosechas.

En la Figura 1. se muestra el contenido de minerales en las matrices estudiadas, el
mayor contenido de calcio se encontré en la maca (2010mg/kg) seguidas por las
harinas de fréjol y habichuela con 1303 mg/kg y 1382 mg/kg respectivamente,
siendo el haba pallar la matriz de estudio con mas bajo contenido de este mineral
(145.0 mg/kg).

El siguiente metal que se determino en las matrices fue el magnesio, obteniendo
una concentracién elevada en la harina de habichuela (2055 mg/kg), seguida por
el fréjol y el haba pallar con un contenido de 1592 mg/kg y 1557 mg/kg

respectivamente, por ultimo, la maca present6 un contenido de 836 mg/kg.

El siguiente mineral que se determind en las matrices fue el magnesio, obteniendo
una concentracién elevada en la harina de habichuela (2055 mg/kg), seguida por
el fréjol y el haba pallar con un contenido de 1592 mg/kg y 1557 mg/kg

respectivamente, por Gltimo, la maca posee un contenido de 836 mg/kg.
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Figura 1. Contenido de Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe) en harinas de
Habichuela (Phaseolus Lunatus Baby Lima Bean), Haba Pallar (Phaseolus Lunatus L.),
Maca (Lepidium Meyenii) Y Fréjol (Phaseolus Vulgaris)

Por ultimo, el fréjol mostré un mayor contenido de hierro (92.0 mg/kg) con
respecto a la maca, la habichuela y el haba pallar que poseen un contenido de 76.0

mg/kg, 66.0 mg/kg, 47.0 mg/kg respectivamente.

Estos elementos naturales inorganicos son necesarios para mantener un correcto
funcionamiento del cuerpo humano. El calcio es necesario para una buena salud
de los huesos y dientes, ademas este mineral ayuda en funciones inmunitarias, en
la coagulacion y funciones nerviosas. En el caso del magnesio es necesario para
la producir proteina y ayudad al sistema inmunoldgico. EIl hierro participa en la

transportacion de oxigeno y su déficit puede provocar anemia (Reynaud, 2014).

1.4.Desengrasado de harinas y cuantificacion de azucares totales, reductores

y almidén mediante el método DNS

Las harinas de tubérculos como la maca y leguminosas como el fréjol, haba pallar
y habichuela posen hidratos de carbono altos, este compuesto le atribuye al
alimento su textura y sabor caracteristico (Plaza-diaz, Augustin, & Hernandez,
2013).
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La cuantificacion de azlcares con DNS se realizd mediante espectrometria, las
harinas estudiadas se les realizO un desengrasado previo para reducir las
interferencias al minimo, los resultados obtenidos del contenido de grasa mediante

el método Soxhlet se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de grasa de las harinas de habichuela, haba Pallar, maca y

fréjol.

Contenido de grasa (%)

Haba pallar 1.43 £0.11
Maca 1.24 +0.06
Habichuela 1.78 +0.06
Fréjol 1.42 +0.05

Los valores en esta tabla presentan a la media de 2 réplicas + desviacidn estandar.

En todos los casos el contenido de grasa estuvo por debajo del 2%, consistentes
con los reportaos por otros autores. Segun Valenciano, Fernanda, & Chavez,
(2017), en el estudio de la maca obtuvieron como resultado un contenido de grasa
de 1.60 %, de igual manera Valenciano etal., (2017), mencionan en su
investigacion que el fréjol variedad Ejote entero presenta un porcentaje de grasa
de 1.30 %.

En la Tabla 5 se presentan los resultados de azUcares totales, reductores y almidon

de las matrices empleadas en el presente estudio.
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Tabla 5. Porcentaje de azUcares y almidon presente en las matrices de estudio

AzUcares Azucares totales Almidon total
reductores (%) Referencia
(%) Hidrolisis Invertasa (%o)
acida (%)
Haba pallar 0.05 £ 0.00 4.74 +0.26 4.37 +0.07 42.21 £2.10
(0.82) (9.95) (44.4) (Rehman et al.. 2001)
Maca 1.46 £0.07  14.76 £0.59 3.35 +0.06 40.27 +1.36
(13.10) (18.87) (23.17) (Rondén-sanabria & Finardi-filho. 2009)
Habichuela 0.08 £0.01 2.7140.12 2.12 £0.13 19.29 £1.06
(0.2-9.5) (4.48) (67.72) (Ezeagu & Ibegbu. 2010)
Fréjol 0.08 £ 0.00 3.25 +0.25 2.71 £0.06 34.13 +0.96
(2.97 - 6.84) (33.6) (Vargas-Torres et al., 2004)

(Gouveia, Freitas, Brito, Slaski, & Carvalho, 2014)

Los valores en esta tabla presentan a la media de 2 réplicas con 5 mediciones + desviacién estdndar. Entre paréntesis se indica los valores referenciales de cada matriz.

37



Los azUcares reductores obtenidos estan por debajo de los valores referenciales de
otras investigaciones realizadas por diferentes autores (Tabla 5), estas semillas y
tubérculo al ser autdctonos del Ecuador existe una diferencia del valor nutricional,
dado a que la cosecha se la realiza en diferentes zonas del pais, por ende, las
condiciones que dispondrén las plantas no serdn las mismas, unas serdn mas

beneficiosas para el desarrollo de los cultivos que otras.

La maca presenta un mayor contenido de azlcares reductores, dado a que es un
tubérculo y estos después de la cosecha y por efecto de la respiracion del cultivo
transforman rapidamente la sacarosa en dos azUcares reductores: fructosa y
glucosa. Estos azucares al ser combinados con aminoacidos da como resultado
una tonalidad marrén y sabor amargo, por otro lado, estos azucares a temperaturas
controladas mayores a 55°C dan como resultado la reaccion de Maillard
favoreciendo a las propiedades organolépticas de los productos (Silva, Patricia,
Alayon, Gomez, & Bernal, 2008).

Aguilera (2009), indica que las leguminosas son una fuente rica en carbohidratos
en los que se encuentra: el almidon, los oligosacaridos y la fibra, siendo el almidén
el polisacarido mayoritario y de absorcion lenta. El hidrato de carbono
predominante en las leguminosas es la fibra dietética y almidon resistente también
conocidos como carbohidratos indigeribles (Delgado-andrade & Jiménez-1dpez,
2016), al no ser digeridos en el tracto gastrointestinal se les confiere un indice
glucémico bajo influyendo en la sensacion del apetito y la saciedad. (Saura, Gofii,
& Serrano, 2007).

En resumen, se muestra en la tabla 6 la informacién nutricional con resultados de
los andlisis realizados a las matrices estudiadas. La concentracion de azucares de
la presente tabla esta expresado en miligramos (mg) por cada 100 gramos de
harina seca, y el contenido de minerales se encuentra expresado en mg del metal

por cada kilogramo de harina seca.
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Tabla 6. Tabla nutricional de alimentos

Haba pallar 0.05 4.74 4.37 42.21 145 74 1557
Maca 1.46 14.76 3.35 40.27 2010 76 836
Habichuela 0.08 2.71 2.12 19.29 1382 66 2055
Fréjol 0.08 3.25 2.71 34.13 1303 92 1592

Doénde: [Ca]: calcio, [Fe]: hierro, [Mg]: magnesio

1.5.Verificacion de las hipotesis

Hipdtesis nula
Hol: El tipo de materia prima empleadas para el estudio si varia en el contenido
de carbohidratos (azucares totales, reductores y almidon) y minerales (hierro,

calcio y magnesio.

Hipdtesis alternativa
Hal: El tipo de materia prima empleadas para el estudio no varia en el contenido
de carbohidratos (azlcares totales, reductores y almidon) y minerales (hierro,

calcio y magnesio.
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CAPITULO V
Conclusiones y recomendaciones
5.1.Conclusiones

Se evalud el contenido nutricional del haba pallar, maca, habichuela y fréjol y
se propuso una tabla de informacién nutricional de las matrices estudiadas
(Tabla 6).

Fueron evaluados el contenido de azUcares totales y reductores en harinas de
maca, fréjol, habichuela y haba pallar. Siendo la maca la matriz con mayor
contenido de azucares reductores Yy totales, a diferencia de la harina de haba
pallar que mostro el contenido mas bajo en azucares reductores, por otra parte,

la matriz con un contenido mas pobre en azlcares totales fue el fréjol.

Se determino el contenido de hierro, magnesio y calcio en harinas de maca,
fréjol, habichuela y haba pallar. El fréjol resultd con el mayor contenido de
hierro y la habichuela con el menor contenido. Por otro lado, la harina en la
que se encontrd un alto contenido de calcio fue en la maca a diferencia del
haba pallar que mostré un menor contenido, por Gltimo, se evidencio que el
componente mayoritario de la habichuela fue el magnesio y la harina de maca

de menor contenido de este micronutriente.

5.2.Recomendaciones

Determinar el contenido de otros minerales, aztcares no reductores y almidon no
digerible, tanto para las matrices estudiadas en este trabajo como para otras de
Ecuador de distintas procedencias de tal manera que se extienda la tabla de
informacion nutricional y asi lograr tener mayor conocimiento de los rubros

autéctonos.
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ANEXO A

DATOS OBTENIDOS DURANTE LA DETERMINACION DE HIERRO,
CALCIO Y MAGNESIO EN LAS CUATRO MATRICES

0,35 -
Fe 248.35 nm
0,30 -
0,25 -

0,20 -

0,15

Absorbancia

0,10 - y = 0,1451x +0,0023

R?=0,9994
0,05 -

0,00 T T T T 1
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500

Hierro, mg/L

Figura 2. Curva de calibracidn de hierro a partir de patrones acuosos medido a 248.35
nm
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1,00 -
0,90 - Mg 285.24 nm

0,80 -

0,70 -
0,60 -

0,50

Absorbancia

0,40 -

y =1,9011x - 0,0046
R?=0,999

0,30
0,20

0,10

0,00
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600

Magnesio, mg/L

Figura 3. Curva de calibracion de magnesio a partir de patrones acuosos medido a
285.24 nm

1,00 -
0,90 - Cad422.71 nm

0,80 -

0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -

Absorbancia

0,30 y = 0,2241x - 0,0016

0’20 R2 = 0,9999

0,10

0,00
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Calcio, mg/L

Figura 4. Curva de calibracion de calcio a partir de patrones acuosos medido a 422.71 nm

Tabla 7. Condiciones instrumentales del equipo para cada elemento

Parametros de analisis Hierro (Fe) Magnesio (Mg) Calcio (Ca)
Linea analitica 248.3 nm 285.2 nm 422.7 nm
Tipo de flama Aire/Aceliteno Aire/Aceliteno N2O/Aceliteno
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Banda ancha 0.2 nm 0.4 nm 0.4 nm
Factor de filtro 1.0 1.0 1.0
Fondo/Ambiente D2/SR D2/SR Ninguno/SR

Ajuste de llama

Azul oxidante

Azul oxidante

Rojo reductor

Sensibilidad

0.05 mg/L

0.003mg/L

0.01mg/L

Limite de deteccidn

0.0046 mg/L

0.0018 mg/L

0.0042 mg/L

Intervalo lineal

0.03-8.00 mg/L

0.007-0.4 mg/L

0.02-2.00 mg/L
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Tabla 8. Datos obtenidos de cenizas y concentracién de micronutrientes

Wec+ W c + ceniza Cantidad de [Hg [ng [ng

Harina [# Crisol | W crisol (g) | muestra (g) (9) % cenizas harina (g) Felg] Calg] Mg/g]
1 24.8981 25.5939 24.9302 4.61% 0.6958 42.8 163.6 | 1363.0

2 26.0888 26.6847 26.1163 4.61% 0.5959 46.8 159.1 | 1514.3

3 25.9651 26.5627 25.9931 4.69% 0.5976 50.3 174.6 | 1692.8

_ 4 24.7302 25.3302 24.7583 4.68% 0.6000 41.9 109.5 1551.8
% 5 23.6853 24.2814 23.7130 4.65% 0.5961 60.6 154.9 1611.2
E 6 25.3683 25.9635 25.3958 4.62% 0.5952 46.7 155.3 | 1609.2
-c'—g 7 24.9379 25.5302 24.9656 4.68% 0.5923 44.0 142.1 1557.5
8 25.3037 25.9043 25.3317 4.66% 0.6006 46.3 142.0 1488.1

9 25.3451 25.9403 25.3735 4.771% 0.5952 45.3 128.4 1636.8

10 25.1656 25.7662 25.1945 4.81% 0.6006 46.9 121.3 1540.7

1 24.9009 25.5082 24.9274 4.36% 0.6073 72.5 1299.9 | 2074.1

2 26.0920 26.6903 26.1184 4.41% 0.5983 76.7 1158.2 | 2027.3

% 3 25.9672 26.5673 25.9936 4.40% 0.6001 72.6 1154.8 | 1986.1
é 4 24.7341 25.3367 24.7598 4.26% 0.6026 57.7 1430.1 | 2059.3
% 5 23.6884 24.2920 23.7153 4.46% 0.6036 60.7 1414.4 | 2117.8
6 25.3705 25.9729 25.3970 4.40% 0.6024 61.6 1377.2 | 2021.2

7 24.8890 25.4952 24.9159 4.44% 0.6062 61.2 1408.4 | 2004.7
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8 25.3069 25.9036 25.3337 4.49% 0.5967 61.6 1605.9 | 2064.0
9 25.3487 25.9523 25.3748 4.32% 0.6036 68.5 1587.6 | 2129.4
10 25.1681 25.7698 25.1945 4.39% 0.6017 68.3 1378.8 | 2070.1
1 24.8981 25.5939 24.9262 4.04% 0.6958 78.1 2011.3 | 784.9
2 26.0888 26.6847 26.1193 5.12% 0.5959 77.1 2108.3 | 773.7
3 25.9651 26.5627 25.9932 4.70% 0.5976 72.9 2373.0 | 864.5
4 24.7302 25.3303 24.7583 4.68% 0.6001 815 2252.1 | 797.8
g 5 23.6853 24.2814 23.7131 4.66% 0.5961 72.9 2198.8 | 847.5
<
p= 6 25.3683 25.9635 25.3971 4.84% 0.5952 83.0 1629.6 | 813.5
7 24.9379 25.5302 24.9652 4.61% 0.5923 79.7 1918.7 | 878.4
8 25.3037 25.9043 25.3315 4.63% 0.6006 71.6 1660.3 | 825.3
9 25.3451 25.9403 25.3735 4.77% 0.5952 73.2 1861.2 | 940.8
10 25.1656 25.7662 25.1939 4.71% 0.6006 69.5 2085.4 | 834.1
1 25.5639 26.1700 25.5858 3.61% 0.6061 109.5 | 1213.0 | 1615.8
2 25.6792 26.2883 25.7010 3.58% 0.6091 89.9 1287.4 | 1573.3
S 3 24.8872 25.4876 24.9093 3.68% 0.6004 85.8 12449 | 1545.5
f‘? 4 24.8803 25.4822 24.9023 3.66% 0.6019 84.8 1495.9 | 1565.0
5 25.0517 25.6529 25.0746 3.81% 0.6012 99.6 12941 | 1644.5
6 25.8770 26.4823 25.8988 3.60% 0.6053 94.3 1376.3 | 1579.3

o1




7 25.1583 25.7618 25.1805 3.68% 0.6035 88.4 1350.0 | 1618.9
8 24.5695 25.1738 24.5918 3.69% 0.6043 79.0 1297.6 | 1578.1
9 24.5570 25.1582 24.5787 3.61% 0.6012 98.8 1233.1 | 1559.0
10 25.1358 25.7356 25.1579 3.68% 0.5998 89.7 1236.0 | 1640.6
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Promedio
Desv.
Estandar
CV.

Calcio
161
142
155
142
125
145

14

9,7%

Tabla 9. Resultados obtenidos en la determinacién de minerales en harina de Haba Pallar

Haba Pallar, mg metal/kg Harina seca

Hierro
44.8
46.1
53.6
45.1
46.1

47
4

7.8%

Magnesio
1439
1622
1610
1523
1589
1557

76

4.9%

Cenizas
4.61%
4.68%
4.63%
4.67%
4.79%
4.68%
0.07%

1.5%

% Humedad
8.80%
8.50%
8.36%

8.55%
0.22%

2.6%

Donde: Desv. Estandar: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

Habichuela.

Promedio
Desv.
Estandar
CV.

Calcio
1229
1292
1396
1507
1483
1382

120

8.7%

Tabla 10. Resultados obtenidos en la determinacién de minerales en harina de

Habichuela, mg metal/kg Harina seca

Hierro
74.6
65.2
61.1
61.4
68.4

66
6

8.5%

Magnesio
2051
2023
2070
2034
2100
2055

30

1.5%

Cenizas
4.39%
4.33%
4.43%
4.46%
4.36%
4.39%
0.05%

1.2%

% Humedad
8.76%
8.78%
8.44%

8.66%
0.19%

2.2%

Donde: Desv. Estandar: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

53



Tabla 11. Resultados obtenidos en la determinacién de minerales en harina de Maca

Maca, mg metal/kg Harina seca

Calcio Hierro  Magnesio  Cenizas % Humedad

2060 77.6 779 4.58% 8.88%
2313 77.2 831 4.69% 8.39%
1914 77.9 830 4.75% 8.86%
1789 75.7 852 4.62%
1973 71.3 887 4.74%
Promedio 2010 76 836 4.68% 8.71%
Desv. 196 3 39 0.07% 0.28%
Estandar
CV. 9.7%  3.6% 4.7% 1.6% 3.2%

Donde: Desv. Estandar: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

Tabla 12. Resultados obtenidos en la determinacion de minerales en harina de Fréjol

Fréjol, mg metal/kg Harina seca

Calcio Hierro  Magnesio = Cenizas % Humedad

1250 99.7 1595 3.60% 8.52%
1370 85.3 1555 3.67% 8.42%
1335 96.9 1612 3.71% 8.55%
1324 83.7 1598 3.68%
1235 94.2 1600 3.65%
Promedio 1303 92 1592 3.66% 8.50%
Desv. 58 7 22 0.04% 0.07%
Estandar
CV. 45% 7.7% 1.4% 1.1% 0.8%

Donde: Desv. Estandar: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion
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ANEXO B

DESENGRASADO DE HARINAS

Tabla 13. Datos para la cuantificacion de grasa en harinas de maca, habichuela, fréjol y haba palla

Muestra Capuchén Muestra Vaso nucleo Vaso+ Capuchén Muestra % Promedio  Desviacion
vacio (g) inicial (g) vacio (g) nucleo + SIG (9) SIG (9) Grasa Estandar
grasa (9)
Haba pallar 5.0590 2.5429 74.4852 74.5197 7.4710 0.0345 1.3567 1.43 0.11
5.6342 2.5096 74.6621 74.7000 8.0166 0.0379 1.5102
Maca 5.1049 2.5369 75.3236 75.3562 7.5571 0.0326 1.2850 1.24 0.06
5.3274 2.5055 76.2265 76.2566 7.7689 0.0301 1.2014
Habichuela 5.155 2.5245 76.0908 76.1346 8.1509 0.0438 1.7350 1.78 0.06
5.2153 2.5182 75.3209 75.3667 7.5796 0.0458 1.8188
Fréjol 49128 2.5151 74.8038 74.8387 7.8289 0.0349 1.3876 1.42 0.05
4.9389 2.5209 76.0903 76.127 7.276 0.0367 1.4558

Donde: S/G: sin grasa
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ANEXO C

Tabla 14. Datos obtenidos para el calculo de porcentaje de azlcares en las matrices

Muestra Capuchén
S/IA (9)

Haba pallar 7.1127
7.6755

Maca 6.9433
7.1892

Habichuela 7.3277
7.4658

Frejol 7.0453
7.2308

Dénde: S/A: sin azlcar

Residuo S/A
(9)

2.0537
2.0413
1.8384
1.8618
2.1727
2.2505
2.1325
2.2919
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% Residuo

80.7621
81.3397
72.4664
74.3085
86.0646
89.3694
84.7879
90.9159

%

AzUcares

19.2379
18.6603
27.5336
25.6915
13.9354
10.6306
15.2121

9.0841

Peso aforo

(9)

10.0110
10.0712
10.0007
10.0274
10.1904
10.0915
10.1127
10.0231



ANEXO D

Tabla 15. Datos utilizados para la elaboracién de la curva estandar de glucosa

Volumen  Pesode Volumen pesototal. concentracion absorbancia

desol.de  sol.de deH:O (9) [mg/ml] (540nm)
glucosa  glucosa. (mL)
(mL) (9)

0 0 1 1 0 0
0.100 0.099 0.900 0.988 0.201 0.099
0.200 0.197 0.800 0.986 0.400 0.213
0.300 0.290 0.700 0.981 0.592 0.316
0.400 0.391 0.600 0.977 0.801 0.440
0.500 0.493 0.500 0.987 0.998 0.560
0.600 0.598 0.400 0.987 1.211 0.672
0.700 0.686 0.300 0.987 1.391 0.773
0.800 0.804 0.200 1.007 1.597 0.901
0.900 0.894 0.100 0.996 1.794 1.000
1.000 0.979 0.000 0.979 2.000 1.096

CURVA DE GLUCOSA

1,2
1,0

0,8

y =0,5619x - 0,0102
0,6 R? = 0,9994

0,4

ABSORBANCIA (540nm)

0,2

0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
GLUCOSA (mg/mL)

Figura 5. Curva estandar de glucosa
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ANEXO E

Tabla 16. Datos obtenidos en la fase experimental para la cuantificacion de los azucares reductores en harinas de maca, haba pallar, habichuela y

MUESTRA = g Muestra ABSORBANCIA AZUCAR REDUCTOR % Promedio Desv. cVv
E— Estandar
o g 1 2 3 4 1 2 3 4 %
Maca 1 2.5429 0.3690 0.3730 0.3500 0.3820 1.5074 15234 1.4312 1.5595 1.46 0.07 4.60
2 25096 0.3500 0.3370 0.3200 0.3320 1.4823 1.4283 1.3577 1.4076
Haba 1 2.5369 0.0480 0.0490 0.0510 0.0480 0.0446 0.0454 0.0470 0.0446 0.05 0.002 3.51
Pallar
2 2.5055 0.0440 0.0480 0.0470 0.0500 0.0421 0.0454 0.0445 0.0470
Habichuela 1 2.5245 0.0210 0.0200 0.0200 0.0220 0.0929 0.0895 0.0895 0.0962 0.09 0.01 5.81
2 2.5182 0.019 0.019 0.019 0.018 0.0843 0.0843 0.0843 0.0811
Fréjol 1 2.5151 0.013 0.013 0.012 0.013 0.0823 0.0823 0.0782 0.0823 0.08 0.002 2.50
2 2.5209 0.018 0.018 0.017 0.017 0.0813 0.0813 0.0781 0.0781
fréjol
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Tabla 17. Datos obtenidos en la fase experimental para la cuantificacion de los azlcares totales en harinas de maca, haba pallar, habichuela y

fréjol.

MUESTRA Muestra

(13}
L
o

)
e

g

Maca 1 2.5429

2 2.5096

Haba Pallar = 1 2.5369
2 2.5055

Habichuela 1 2.5245

2 2.5182
Frejol 1 2.5151
2 2.5209

0.681

0.686

0.472

0.472

0.575

0.553

0.764

0.687

ABSORBANCIA

0.677

0.683

0.479

0.472

0.582

0.556

0.776

0.683

0.680

0.694

0.476

0.473

0.592

0.525

0.775

0.69

0.672

0.688

0.472

0.469

0.597

0.547

0.773

0.676

AZUCARES TOTALES %

1 2 3 4
14.8494 147631 14.8278 14.6551
147169 14.6532 14.8868  14.7593
44704 45357 45077  4.4704
49895  4.9895  4.9999  4.9583
2.7541  2.7872  2.8345  2.8582
2.6481  2.6623 25157 = 2.6198
3.4493 35030  3.4985  3.4895
3.0323  3.0149 = 3.0455  2.9843
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Promedio

%

14.76

4.74

2.71

3.25

Desv.

Estandar

0.09

0.26

0.12

0.25

Cv

0.59

5.53

4.35

7.69



Tabla 18. Datos obtenidos en la fase experimental mediante el uso de invertasa para la cuantificacion de los azucares totales en harinas de maca,

haba pallar, habichuela y fréjol.

MUESTRA Muestra ABSORBANCIA AZUCARES TOTALES % Promedio Desv. Ccv
L2 g % ,
= Estandar
04 1 2 3 4 1 2 3 4
Maca 1 2.5429 0.447 0.449 0.456 0.44 3.3880 3.4029 3.4551 3.3357 3.35 0.06 1.91
2 2.5096 0.435 0.432 0.433 0.438 3.2984 3.2760 3.2835 3.3208
Haba 1 2.5369 0.597 0.588 0.57 0.577 4.4848 4.4180 4.2843 4.3363 4.37 0.07 1.52
Pallar
2 2.5055 0.592 0.596 0.588 0.581 4.3786 4.4079 4.3494 4.2982
Habichuela 1 2.5245 0.299 0.298 0.301 0.297 2.2443 2.2370 2.2590 2.2296 2.12 0.13 6.13
2 25182 0.26 0.263 0.273 0.264 1.9678 1.9899 2.0636 1.9973
Fréjol 1 2.5151 0.365 0.363 0.366 0.367 2.7355 2.7208 2.7429 2.7502 2.71 0.06 2.25

2 25209 0.357 0371 0.37 0.349 2.6412 2.7428 2.7356 2.5832
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Tabla 19. Datos obtenidos en la fase experimental mediante el uso de invertasa para la cuantificacion de los azucares totales en harinas de maca, haba pallar,

habichuela y fréjol.

MUESTRA c_§ Muestra ABSORBANCIA ALMIDON TOTAL % Promedio Desv. Cv
§' g . , ; . , , . . % Estandar
1 51.50 0.279 0.271 0.281 0.274 41.1394 39.9886 41.4271 40.4201 40.42 1.74 4.30
Maca 2 52.30 0.249 0.289 0.279 0.282 36.4315 42.1241 40.7010 41.1279
3 53.30 0.273 0.272 0.272 0.270 40.0069 39.8640 39.8640 39.5782 40.13 0.93 2.32
4 52.80 0.273 0.263 0.270 0.285 40.4622 39.0171 40.0287 42.1964
1 51.60 0.228 0.226 0.235 0.227 40.0006 39.6602 41.1922 39.8304 40.43 0.82 2.02
Haba 2 51.30 0.233 0.229 0.224 0.237 41.0688 40.3843 39.5287 41.7533
Pallar
3 50.60 0.225 0.220 0.237 0.227 435572 42.6184 45.8103 43.9327 44.00 1.20 2.73
4 50.70 0.222 0.231 0.223 0.236 42.8994 445854  43.0867 45.5222
1 52,30 0.111 0.101 0.12 0.104 189370 17.5671 20.6579 18.0551  18.80 0.95 5.06
Habichuela 2 51.30 0.098 0.098 0.104 0.099 18.3561 18.3561 19.4052  18.5310
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Fréjol

52.10

51.50

52.20

51.80

50.50

51.00

0.105

0.108

0.192

0.185

0.182

0.187

0.107

0.101

0.195

0.182

0.18

0.187

0.105

0.104

0.197

0.181

0.181

0.188

0.103

0.1

0.191

0.182

0.182

0.186

18.6830

21.2165

33.8691

33.1990

35.4141

34.3305
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19.5804

20.2393

34.3797

32.6803

35.0393

34.3305

19.2368

20.8015

34.7201

32.5074

35.2267

34.5075

18.8933

20.0519

33.6989

32.6803

35.4141

34.1535

19.84

34.17

34.80

0.90

0.83

0.53

4.54

2.44
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ANEXO F

Preparacion de la solucion de DNS

Para preparar 100 de solucién.
e Disolver (bajo agitacién magnética en una plancha con calentamiento) 1 g de

acido 3,5-Dinitrisalicilico al 98 % en 40 mL de agua destilada mantenida a 40 °C

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

e Enfriar y aforar a 100 mL con agua destilada.

63



ANEXO G

Extraccion de invertasa

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

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

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

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

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

Recuperar el sobrenadante y almacenar a -80 °C.
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