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ABSTRACT

Objective: To evaluate the content of nutritional compounds (NC), polyphenols (CTP), and alkaloids (TA) in seeds of
Lupinus exaltatus (Le) and L. montanus (Lm) (Fabaceae), before and after application of hydrothermal, soaking and,
germination treatments at different exposure times.

Design/methodology/approach: For treatment, a completely random design with factorial arrangement was applied,
considering species and exposure time as factors. The NC were analyzed following AOAC methods; TA, CTP, Total
Tannins (TT) and Condensed Tannins (CT) were determined by spectrometric methods. The means were compared by
the Tukey test (P<0.05).

Results: The cotyledons of the seeds of both species had a higher content of protein, lipids and

total alkaloids than the seed coat. Hydrothermal treatment for 6 h at 95°C increased protein and

fiber and decreased TA 82 (Le) and 62.7% (Lm) relative to control. Germination increased TP
(54 and 84% in both species) and decreased TA 33.5% in Le and 35.4% in Lm. NC showed
no variation after application of soaking treatment, while TT decreased in Le.

Study limitations/implications: The treatments applied did not reduce the concentration
of total alkaloids to levels allowed for feeding (<0.02%), so other treatments and times
should be tested.

Findings/conclusions: Changes in chemical compounds in the seeds under study
depend on the species and the time of exposure in each treatment evaluated.
While a hydrothermal treatment increases protein and reduces ashes and TA
(>60%), germination increases protein, CTP and ash, but the reduction in TA is

lower (<40%).
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el contenido de compuesto nutricionales (CN),
polifenoles (CFT) y alcaloides (AT) en semillas de Lupinus exaltatus
(Le) y L. montanus (Lm) (Fabaceae) antes y después de la aplicacion de
tratamientos hidrotérmico, remojo, y germinacion a diferentes tiempos
de exposicion.

Disefio/metodologia/aproximacién: Por tratamiento se aplicd un
disefio completamente al azar con arreglo factorial, considerando
especie y tiempo de exposicion como factores. Los CN se analizaron
por meétodos descritos en AOAC; AT, CFT, taninos totales (TT) y taninos
condensados (TC) por métodos espectrofotomeétricos. Las medias se
compararon por la prueba de Tukey (P<0.05).

Resultados: Los cotiledones de las semillas de ambas especies,
presentaron mayor contenido de proteina, lipidos y alcaloides totales
que la testa. El tratamiento hidrotérmico (6 h a 95 °C) incremento
proteinay fibray disminuyo AT en 82 (Le) y 62.7% (Lm) relativo al control.
La germinacion incrementd los CFT (54 y 84%, respectivamente) y
disminuyo los AT (33.5% en Le y 35.4% en Lm). Los CN no mostraron
variacion después de la aplicacion de un tratamiento de remojo,
mientras que los TT disminuyeron en Le.

Limitaciones del estudio/implicaciones: Los tratamientos aplicados
no lograron reducir la concentracion de alcaloides totales a niveles
permitidos para alimentacion (<0.02%), por lo que otros tratamientos y
tiempos deberan ser probados.

Hallazgos/conclusiones: Los cambios en los compuestos quimicos
en las semillas en estudio dependen de la especie y del tiempo de
exposicion en cada tratamiento evaluado. Mientras que un tratamiento
hidrotérmico incrementa proteina y reduce cenizas y AT (>60%), el de
germinacion incrementa proteina, CFT y cenizas pero la reduccion en
AT es menor (<40%).

Palabras clave: Fabaceae, proteina, compuestos fenolicos, alcaloides,

semillas.

INTRODUCCION

4 Lupinus (Fabaceae), estda ampliamente distri-
E l g e n e ro buido en el mundo, y en México se encuentra
en la Sierra Madre Occidental y en el eje transvolcanico. Las semillas de las
especies mexicanas, gue son silvestres, tienen contenidos de proteina simi-
lares a las de las especies del mismo género mejoradas en Europa (35-44%)
(Jiménez-Martinez et al., 2010; Kohajdava et al., 2011, Guemes-Vera et al.,
2012), y por lo tanto podrian ser usadas en México como una alternativa pro-
teica para la alimentacion animal. La principal limitacion para su uso es el alto
contenido de alcaloides quinolizidinicos (QA) que contienen, considerados
toxicos porque inhiben la absorcion de compuestos nutricionales o causan
el rechazo del alimento (Muzquiz et al.,, 2006).

La reduccion de los alcaloides en los lupinos silvestres puede ser realizada
ya sea por aplicar mutagénesis o por metodos simples de procesado de sus
semillas, como la coccion (Jiménez-Martinez et al., 2009), remojo (Carvajal-
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Larenas et al, 2013), germinacion
(Jiménez-Martinez et al, 2012),
fermentacion o extrusado, solos o
combinados. Con mutagénesis se
han obtenido genotipos de L. albus
L., L. luteus L.y L. angustifolius L.
con bajo contenido de alcaloides
(<02 g kg_l) (Gladstones, 1998) y
ahora son usados en alimentacion
animal (Jezierny et al., 2010; Koha-
jdava et al, 2011). Sin embargo, los
alcaloides pueden tener diferentes
roles benéficos en el ciclo de vida
de las plantas, entre ellos defensa
ante el ataque de plagas (Wang et
al., 2003), por lo que el uso de téc-
nicas postcosecha economicas con
el objetivo de reducirlos o eliminar-
los antes de su uso en alimentacion
puede ser una forma mas sustenta-
ble de manejar el problema (Khattab
etal, 2009).

En las especies de lupino silves-
tres mexicanas, estudios sobre el
efecto de métodos de procesado
tradicional para disminuir las con-
centraciones de alcaloides han sido
exitosamente aplicados solo en L.
campestris Cham. & Schtdl. (Jimé-
nez-Martinez et al., 2009; Jiménez-
Martinez et al., 2010). No obstante,
en lupino, asi como en otras faba-
ceas, la aplicacion de procesos tra-
dicionales para la eliminacion de
compuestos no deseables produce
un efecto reductor que depende
de diferentes factores como la con-
centracion del fitoquimico, el méeto-
do de procesado, tiempo de expo-
sicion y del genotipo (Trugo et al.,
2000; Mubarak, 2005; Wang et al,
2008), y puede también afectar el
contenido de nutrientes (Valdés-Mi-
ramontes et al., 2015). Por lo que la
evaluacion de esos méetodos tradi-
cionales para cada especie particu-
lar es requerida. Por ello, el objetivo
de este estudio fue evaluar el efec-
to de tratamientos hidrotérmico,



remojo, y germinacion en la composicion de semillas de
L. exaltatus Zucc.y L. montanus H.B.K.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico, tratamientos aplicados

y analisis quimicos

Semillas de L. exaltatus y L. montanus fueron recolecta-
das en agosto de 2012 en los municipios de Chalchico-
mula de Sesma y Tlachichuca, Puebla, México (18° 52
23" N, 97° 18 49" W, a 3066 y 3442 m de altitud, res-
pectivamente). Antes de cada tratamiento, se realizd el
analisis quimico proximal, el contenido de compuestos
fenolicos totales y de alcaloides totales a las semillas en-
teras, testa y cotiledones.

Para la aplicacion de los tratamientos, 9 g de semilla sin
dafio de insectos, por triplicado, fueron seleccionados
por especie. Los tratamientos fueron: Hidrotérmico,
las semillas fueron colocadas en 200 mL de agua des-
tilada (1:22, relacion semilla/agua) y llevadas a ebullicion
(95°C) por2, 3y 6 h.Cada 1.5 helliquido se cambio com-
pletamente y el volumen inicial de agua fue adicionado
a temperatura de ebullicion. Remojo, las semillas fueron
colocadas en agua destilada (1:22, relacion semilla/agua)
por 3, 6, 9 y 18 hy conservadas a temperatura ambien-
te (26 °C) sin agitacion; el liquido fue cambiado cada
3 h. Germinacion, las semillas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 1 % por 30 s y lavadas tres veces
con agua destilada antes de escarificarlas manualmente.
Enseguida se colocaron en cajas Petri entre papel filtro
estéril y se pusieron a germinar bajo un fotoperiodo de
14 h luz y régimen de temperatura de 20/15 °C en una
camara de crecimiento (Lumistell, ICP-19). La germina-
cion fue evaluada a los 3y 6 d, después de siembra. Una
semilla fue considerada germinada cuando la radicula
alcanzo una longitud de >2 mm.

Después de cada tratamiento, las muestras fueron se-
cadas a 50 °C, pulverizadas
en un molino (Tekmar A-10),
pesadas y almacenadas a
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naron las grasas de las harinas de acuerdo a Muzquiz
et al. (1994). Los compuestos fenolicos totales fueron
cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu (Makkar
et al, 1993) y los taninos condensados por el método
de butanol en medio acido (Porter et al., 1986). Los al-
caloides totales fueron extraidos con diclorometano vy
cuantificados por espectrofometria a 435 nm (Sreevidya
y Mehrotra, 2003).

Para cada tratamiento se realizaron analisis de varianza
para determinar el efecto de la especie (E), tiempo de
exposicion (TE) y la interaccion EXTE. Para conocer las
diferencias entre medias se aplico la prueba de medias
de Tukey (P=<0.05). Todos los andlisis se realizaron con
el programa estadistico SAS®, version 9.3 (SAS Institute
Inc., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Las semillas de las dos especies presentaron proporcio-
nes de testa y cotiledones similares.

La testa de L. exaltatus represento el 29.1% del peso total
de la semilla, y la de L. montanus 284%; 100 g de testa
contienen 66 y 68 g de fibra, respectivamente. Ambas
especies mostraron un alto contenido de proteina y de
alcaloides en sus semillas (Cuadro 1). Después de elimi-
nar la testa, el contenido de proteina en los cotiledones
se incremento en L. exaltatus y L. montanus (de 43.0 a
556y de 459 a575g100 g_l, respectivamente), y el de
grasa en L. exaltatus (5.8 a74 g 100 g_l). Incrementos en
el contenido de proteina después de la remocion de la
testa han sido observados en L. luteus (38.2% to 52.5%) y
L. angustifolius (32% a 41%) (Petterson, 2000). El conte-
nido alto de proteina de las semillas evaluadas es similar
al observado en las mismas especies mexicanas de otras
regiones del pais (Ruiz y Sotelo, 2001; Guemes-Vera et
al., 2012), lo que corrobora su potencial como fuente
proteica, sobre todo al remover la testa.

Cuadro 1. Composicién quimica de semillas de Lupinus sp., y sus componentes (testa y cotiledones).

Componente

Especie de la semilla

Fi Alcaloi
Proteina ibra GCrasa Cenizas caloides
cruda totales

4 °C antes de su uso. El con-
tenido de proteina (Nx6.25),

extracto etéreo, fibra cruda y Semilla entera 43.0d 27.0b 5.8b 4.2a 21c
cenizas fueron determinados L. exaltatus Testa 6.8e 66.3a 1l1c 2.2¢c 0.6d
por métodos AOAC (1995). Cotiledones 55.6b 12.6¢ 74b 4.2b 2.8c
Antes de la determinacion Semilla entera 45.9¢ 26.5b 10.0a 3.8b 4.2b
de los compuestos fenolicos L. montanus | Testa 7.0e 68.3a 1.3¢ 2.0c 0.8d
totales, taninos condensados Cotiledones 57.5a 16.7¢ 10.1a 4.0b 4.3a

y alcaloides totales se elimi- Valores con la misma letra en una columna no son significativamente diferentes (p<0.05).
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Los alcaloides totales fueron altos en semillas enteras (>2 %) y la remocion
de la testa incremento significativamente los contenidos en los cotiledones
solo en L. montanus (de 4.3 a 4.8 %). Estos contenidos altos en alcaloides
totales limitan el uso de estas semillas como alimento (Muzquiz et al., 2006).

Composicion quimica de las semillas después de los tratamientos
hidrotérmico y de remojo

La aplicacion de los tratamientos hidrotémico y remojo, mostraron un efec-
to diferencial en la composicion quimica de las semillas de L. exaltatus y L.
montanus (Cuadro 2). El tratamiento hidrotérmico por 6 h aumentod el con-
tenido de proteina y fibra en las semillas de ambas especies (Cuadro 2). En
L. exaltatus, el incremento en proteina fue de 13.7% y de fibra 74.4% respecto
al control (semillas sin tratamiento); mientras que en L. montanus esos com-
puestos se incrementaron 3.0% y 103%, respectivamente. Sin embargo, el
contenido de cenizas disminuyo 28.5% en L. exaltatus y 39.4% in L. montanus,
respecto al control. En L. montanus la disminucion fue observada desde las
2 h de tratamiento.

En contraste, el tratamiento de remojo no afecto significativamente la com-
posicion quimica (proteina, cenizas, grasa y fibra) de las especies en estudio.
El contenido de compuestos fenolicos totales (CFT), taninos totales y alcaloi-
des totales disminuyeron significativamente (P<0.05), respecto al control, en
ambas especies después del tratamiento hidrotérmico (Figura 1). En semillas
de L. exaltatus las reducciones fueron 75.2% y 82.1%, y en L. montanus de
80% vy 62.7% para CFT y alcaloides totales, respectivamente.

Los resultados muestran gue las especies respondieron diferencialmente a
los tratamientos de calor, ya que en L. exaltatus la reduccion en alcaloides to-
tales fue mayor que en L. montanus. Ademas, la reduccion observada no al-

canzo los valores encontrados en L.
elegans (95%) y L. campestris (98%)
despues de aplicar un tratamiento
de calor similar (Ruiz y Sotelo, 2001;
Jiménez-Martinez et al., 2009). Esta
reduccion en el contenido de al-
caloides es principalmente porque
estos compuestos son temolabiles
(Muzquiz et al., 2006) y se degradan
después de un tratamiento de ca-
lor. La reduccion; sin embargo, no
fue suficiente para alcanzar niveles
adecuados para su uso en alimen-
tacion animal (<0.02 %) (Muzquiz
et al, 2006). En contraste, la aplica-
cion del tratamiento hidrotémico in-
cremento el contenido de proteina
y de fibra como ha sido observado
en L. campestris y en Brassica napus
(Mustafa et al,, 2000; Jiménez-Mar-
tinez et al., 2009).

La aplicacion de remojo por 18 h
no cambid el contenido de com-
puestos nutricionales, como ha sido
cuantificado para fibra y grasa en L.
albus después de un remojo prolon-
gado (144 nh) (Erbas, 2010), o en L.
mutabilis después de 42 h de remo-
jo con tres cambios de agua por dia

Cuadro 2. Efecto de tratamientos hidrotérmico, remojo y germinacion en la composicion quimica de las semillas de Lupinus sp.

L. exaltatus

Tratamiento

L. montanus

Control 0 430+£06 270x32 58+08 42+01 459+038 265+0.8 10.0£038 38x0.1
3 435+13 30.1x10 45+05 42+0.3 436+0.8 287%13 73+0.3 4.0+£0.01
6 429+20 284+0.7 6.8+26 40+0.1 422+0.7 26.8+1.2 70x£00 42+0.2
Remojo®
9 437+11 28.2+05 52+01 3901 416x0.1 29.5+0.0 7701 49+0.7
18 444+0.2 28.2+08 44+0.6 36x04 447+0.0 25609 9.0+£00 40+0.0
2 433+24 270+18 78+05 42+02 487+10 42607 99+0.2 32+0.2
Hidrotérmico® | 3 44117 359+0.3 75+0.1 3.6x0.2 50205 487+0.7 83x0.1 2700
6 489+0.5 471+0.3 5704 30+0.3 473+18 538+20 8.6+0.1 2.3+0.1
3dds 522+0.2 282+10 43+00 49+01 541+05 255+x0.7 6.0£06 46+01
Germinacion©
6 dds 46.8+0.1 272x0.2 43+x0.1 51x03 554+01 21.6+0.02 6.0£04 48+00

Cada valor representa la mediaxdesviacion estandar de tres repeticiones para cada determinacion, dds=dias después de siembra. “semillas re-
mojadas en agua destilada, bsemillas remojadas en agua destilada a 95°C, “semillas desinfectada con hipoclorito de sodio al 1%, lavadas tres veces
con agua destilada, manualmente escarificadas y germinadas en un fotoperiodo de 14 h y régimen de temperatura de 20 °C/15 °C.
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En cambio, el contenido de grasa disminuyo
25.8% en L. exaltatus y 40.0% en L. montanus
(P<0.05). Las semillas de L. montanus mostra-
ron una reduccion de 184% en el contenido
de fibra, respecto a las semillas control. Los
contenidos de compuestos fenolicos totales
y taninos totales incrementaron, mientras que
los alcaloides totales disminuyeron después de
6 d de germinacion. De acuerdo a la Figura 1,
la concentracion final de polifenoles totales se
incrementd 54.7% en semillas de L. exaltatus y
84.8% en L. montanus respecto al control.

CFTyTT, mgg’
Alcaloides totales, g 100g™

9 - -6

8 ~ b) . L5 Los taninos totales se incrementaron 56.2% en

71 §’ L. exaltatus y 87.8% en L. montanus. En contras-
o 6 - L4 o te, el contenido de alcaloides totales disminu-
g 5 f.'@: yo 335y 354% en L. exaltatus y L. montanus,
E 4 - -3 g respectivamente. En L. angustifolius la germi-
E‘ 3 5 g nacion incrementa los contenidos de proteina
O 5 g y polifenoles, lo que se asocia al incremento

g - 1 ﬁ en la sintesis de aminoacidos para apoyar la

0 _ division celular durante el proceso germinativo

(Rumiyati et al., 2012). En L. campestris (Jimé-
nez-Martinez et al., 2012), se observa también
un incremento en estos compuestos después
de germinacion. Las semillas control de las es-
pecies en estudio presentan contenidos de ta-
ninos totales mas altos que los determinados

Control Hidrotérmico6h  Remojo 18 h Germinacién 6 dias
Figura 1. Efecto de tratamientos hidrotérmico, remojo y germinacion en los com-
puestos fenolicos totales (CFT), taninos totales (TT) y alcaloides totales (AT) en
semillas de L. exaltatus (a) y L. montanus (b).

(Carvajal-Larenas et al., 2013). Al final del tratamiento de
remojo, se observaron diferencias significativas (P<0.05)
respecto al control en el contenido de taninos totales
(una reduccion de 33.8 %) en L. exaltatus (Figura 1a). En
contraste en L. montanus, alcaloides totales, CFT y tani-
nos totales aumentaron 36.3%, 28.1% y 33.5%, respecti-
vamente respecto al control (Figura 1b).

Los taninos condensados fueron solo 0.002 mg g™+
en L. exaltatus y 0.020 mg g~* en L.
montanus después de este tratamien-
to (Cuadro 3).

en L. albus (0.72 %), L. barkeri (0.84 %)y L. montanus
(0.92 mg g_l) (Guemes-Vera et al,, 2012), y con la ger-
minacion estos se incrementaron debido a la actividad
metabolica de las semillas al iniciar el proceso de ger-
minacion. Aun cuando en los germinados de los lupinos
en estudio se observa una reduccion en el contenido
de alcaloides, esta no fue suficiente para recomendar
su utilizacion en alimentacion ya que el limite permi-
tido es 0.02% (Muzquiz et al, 2006), por lo que otros

Cuadro 3. Efecto de tratamientos hidrotérmico, remojo y germinacion en la concentra-
cion de taninos condensados en semillas de Lupinus silvestres.

b

‘ Taninos condensados (mg g~

Tratamiento Tiempo (h)
Composicién quimica de las semillas L SEEE L GRS
después de la germinacién Control 0 0.077+0.001 0.050+0.000
Después de seis dias de germinacion, Remojo’ 18 0.062+0.010 0.114+0.080
los contenidos de prote[na y de ceni- H\'drotérm'\cob 6 0.002+£0.001 0.020£0.003
7as se incrementaron en ambas es- Germinacion© 6 dds 0.50+0.014 0.20+0.030

pecies respecto al control (Cuadro 2).
Esos incrementos fueron 88 y 214%
para L. exaltatus, y 20.6% y 26.3%
para L. montanus, respectivamente.

Cada valor representa la mediaxdesviacion estandar de tres repeticiones; dds: dias des-
pués de siembra. “semillas remojadas en agua destilada, bsemillas remojadas en agua des-
tilada a 95 °C, “semillas desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1%, lavadas tres veces con
agua destilada, manualmente escarificadas y germinadas en un fotoperiodo 14 h y régimen
de temperatura de 20 °C/15 °C.



tratamientos y tiempos deberan ser evaluados en estas
especies mexicanas.

CONCLUSIONES
0s cambios en compuestos quimicos de las semi-
llas de L. exaltatus y L. montanus dependen de la
especie y del tiempo de exposicion en cada trata-
miento evaluado. Aun cuando la aplicacion de un
tratamiento hidrotérmico por 6 h disminuyo los alcaloi-
des totales e incrementd los contenidos de proteina y
fibra, la disminucion no fue suficiente para alcanzar los
niveles permitidos para uso en alimentacion.
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