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Resumen

La L-DOPA es uno de los metabolitos secundarios presentes en las leguminosas, como Mucuna
pruriens y Vicia faba L., su contenido se puede ver afectado por el método de secado, variedad y
estado de desarrollo de la planta. El objetivo de este estudio fue analizar el efecto del método de
secado por estufa y por liofilizacion en el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT), de L-
DOPA vy de la actividad antioxidante en plantulas y en flor de dos variedades de haba. Dos
variedades de haba, Diamante y Zac-22, se utilizaron como material vegetal, que fueron
sembradas en condiciones de campo. Se obtuvieron plantulas a los 10, 15 y 20 dias después de la
emergencia (DDE) y flores durante el periodo de floracion. Los tejidos se sometieron a dos
métodos de secado, por estufa de aire forzado a 38 °C y por liofilizacion (-80 °C). El contenido

de compuestos fendlicos totales (CFT) se determind por el método de Folin-Ciocalteu y L-DOPA



se analizé por HPLC. La actividad antioxidante se determino frente al radical DPPH (Clso). Los
resultados mostraron que el método de secado afectd la concentracion de CFT, de L-DOPA vy la
actividad antioxidante. Las concentraciones mas altas de CFT (118.67 mg-g™* MS) y de L-DOPA
(67.65 mg-g MS) se detectaron en las muestras procesadas por secado en estufa. Las flores
presentaron los contenidos mas altos de CFT (142.19 mg-g* MS) y de L-DOPA (82.02 mg-g*
MS) respecto a las plantulas. Mientas que en las plantulas a los 10 DDE, tuvieron en promedio la
concentracion mayor de CFT (110.12 mg-g* MS) y de L-DOPA (61.08 mg-g™* MS). La actividad
antioxidante se afectd particularmente por el método de secado en las plantulas, pero en las flores
no mostraron variacion. El secado por estufa favorecié la conservacion de la actividad
antioxidante de las plantulas (Clso, 119.93 pg-mL™), respecto al método de secado por
liofilizacion (Clso, 144.29 pug-mL™Y).
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Abstract

L-DOPA is one of the secondary metabolites present in legumes, such as Mucuna pruriens and
Vicia faba L., its content can be affected by the method of drying, variety and stage of
development of the plant. The objective of this study was to analyze the effect of drying method
by stove and lyophilization on the content of total phenolic compounds (TPC), L-DOPA and
antioxidant activity in seedling and flower of two varieties of broad bean. Two varieties of broad
bean, Diamante and Zac-22, were used as plant material, which were sown under field
conditions. Seedlings were obtained at 10, 15 and 20 days after the emergence (DAE), and
flowers during the flowering period. The tissues were subjected to two drying methods, by forced
air oven at 38 °C and by lyophilization (-80 °C). The content of total phenolic compounds (TPC)
was determined by the Folin-Ciocalteu method, and L-DOPA was analyzed by HPLC. The
antioxidant activity was determined against the DPPH radical (ICso). The results showed that the
drying method affected the concentration of TPC, L-DOPA and antioxidant activity. The highest
concentrations of TPC (110.12 mg-g™* DM) and L-DOPA (61.08 mg-g’* DM) were detected in the
samples processed by oven drying. Flowers had the highest content of TPC (142.19 mg-g™* DM)
and L-DOPA (82.02 mg-g* DM) compared to seedlings. While in the seedlings at 10 DAE had
on average the highest concentration of TPC (110.12 mg-g* DM) and L-DOPA (61.08 mg-g*
DM). The antioxidant activity was particularly affected by the drying method in the seedlings,



but in the flowers, they did not show variation. The drying by stove favored the preservation of
the antioxidant activity of the seedlings (ICso, 119.93 pg-mL™), with respect to the drying method
by lyophilization (ICso, 144.29 pg'mL™).
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Introduccion

Muchas clases de plantas contienen fitoquimicos que se caracterizan por ser componentes
bioactivos. Algunos fitoquimicos estan presentes en alimentos funcionales de vegetales
comestibles. Los fitoquimicos presentes en alimentos funcionales de origen vegetal son de
especial interés en la industria farmacéutica para la obtencion de farmacos inocuos y efectivos
para el tratamiento de diversas enfermedades (Foster et al., 2005). La aplicacion racional de
componentes bioactivos de plantas comestibles como farmacos demanda un conocimiento
profundo de sus propiedades farmacolOgicas para estimar sus efectos terapéuticos y potencial
toxicidad (Drago et al., 2006). Dentro de los fitoquimicos se incluyen los terpenos, fitoesteroles,
fenoles, lignanos, tioles, tocoferoles y tocotrienoles. Los fenoles protegen a las plantas contra los
dafios oxidativos y llevan a cabo la misma funcion en el organismo humano (Chasquibol et al.,
2003). La levo-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que es un aminoacido no-proteico, tiene la
estructura de un acido fendlico (Siqueira-Soares et al., 2013), con el potencial de funcionar como
antioxidante para atrapar a los radicales libres generados en el proceso oxidativo (Lewis y Elvin-
Lewis, 2003). Ademas, L-DOPA es el principal precursor del neurotrasnmisor dopamina, y
comunmente es utilizada en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Rabey et al., 1992;
Ehringer y Hornykiewicz, 1998). Esta enfermedad se caracteriza por una muerte progresiva de
neuronas que producen dopamina en los ganglios basales del cerebro (Lang y Lozano, 1998). L-

DOPA puede cruzar facilmente la barrera hematoencefalica, para que en las neuronas



dopaminérgicas se sintetice la dopamina (Nagatsu y Sawada et al., 2009). Sin embargo, la
administracion de L-DOPA puede causar efectos secundarios tales como trastornos
gastrointestinales, vémitos, nauseas, hipotension y discinesias (Devi et al., 2004), por lo que debe
suministrarse en conjunto con inhibidores de enzimas descarboxilasas periféricas (Jankovic.
2002).

Existen diferentes rutas para la regulacion de la biosintesis de los fenoles como la del
acetato-malonato (Dewick, 2002), pentosas fosfato, fenilpropanoides y la del shikimato (Shetty,
1997; Shetty et al., 2001), de esta Gltima ruta se sintetiza L-DOPA. Metabolito que sélo se ha
detectado en un ndmero limitados de plantas, y parece estar confinado especialmente en las
especies de leguminosas (Andrews y Pridham, 1965), en particular en la familia Fabaceae, donde
se ha documentado un contenido relativamente alto (Shetty et al., 2001). Vicia faba L. es una de
las principales fuentes de fitoquimicos fendlicos, entre los cuales se encuentra L-DOPA.
Cenarruzabeitia et al. (1978) investigaron el contenido de L-DOPA en el haba y establecieron
que el contenido aumenta con el periodo de crecimiento y que su valor més alto se encuentra en
las flores. Recientemente Etemadi et al. (2018a) documentaron que en plantulas la concentracién
més alta de L-DOPA (13.3 mg-g?) la detectaron a los 15 dias después de la germinacion y
conforme maduraba la planta disminuia el contenido de este metabolito. Por su parte Hu et al.
(2015) sefialaron que en flores, el contenido de L-DOPA estuvo en un rango entre 27.8 a 63.5
mg-g* de peso seco, por lo que mencionan que las flores llegan a tener e contenido mas alto de
L-DOPA dentro de la planta de Vicia faba L.

La L-DOPA de fuentes naturales reduce los efectos secundarios en los pacientes de la
enfermedad de Parkinson, ademéas de tener un costo méas bajo y retardar la progresion de la
enfermedad en relacion con la L-DOPA sintetizada quimicamente (Patil et al., 2013). Con todo y
esto se requeriria del inhibidor de la DOPA descarboxilasa para evitar que se convierta
rapidamente a dopamina fuera del cerebro, y permitir que aumente su biodisponibilidad a nivel
central (Menéndez-Gonzalez et al., 2016). Debido a que L-DOPA puede atravesar la barrera
hematoencefalica mientras que la dopamina no. Algunos estudios clinicos en el manejo de la
enfermedad de Parkinson, han demostrado que el consumo de leguminosas que producen L-
DOPA, como extractos de semillas de Mucuna pruriens (Hussian y Manyam, 1997) y de vainas y
plantulas de Vicia faba L. (Vered et al., 1997; Apaydin et al. 2000; Devi et al., 2004) tienen un

buen potencial. Los resultados de esos estudios han evidenciado incrementos en los niveles de L-



DOPA en la sangre con una mejora notable en el rendimiento motor de los pacientes sin efectos
secundarios.

Un inconveniente de las especies vegetales que contienen L-DOPA en los tejidos frescos
como Vicia faba L., es que no estan disponibles en todas las épocas del afio ni en cualquier
localidad. Una alternativa promisoria es utilizar la planta o partes de la planta procesada por
diferentes métodos, como tejidos congelados o tejidos pulverizados secos (Etemadi et al., 2018a).
Si bien algunos reportes han documentado el impacto negativo que pueden tener los métodos de
procesamiento en la concentracion de L-DOPA en semillas de Mucuna pruriens (Echeverria y
Bressani, 2006) y de Vicia faba L. (Cardador-Martinez et al., 2012), no estd completamente
descrito en otros tejidos de la planta de haba, a qué nivel influyen métodos de procesamiento
como el secado por estufa a baja temperatura o bien el secado por liofilizacion. El objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de dos métodos de secado en el contenido de compuestos
fendlicos totales, de L-DOPA vy de la actividad antioxidante en plantulas y flores de dos
variedades de haba con diferente precocidad cultivadas en condiciones de campo.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron semillas de haba de diferente precocidad, la variedad Zac-22 (45 - 50 dias a la
floracién), y la variedad Diamante (65 dias a la floracidn). El experimento se realizé en campo
abierto, en los meses de marzo a junio de 2018, en la localidad San Agustin Calvario, Cholula,
Puebla. Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo fueron de textura arena migajonosa,
ligeramente alcalina (pH = 7.1) y con 0.75% de materia organica; rico en fosforo (62 mg-kg?) y
hierro (60 mg-kg™), con concentraciones adecuadas de Na (0.34 cmolkg?), Cu (1.28 mg-kg?),
Mn (1.18 mg-kg?) y Zn (2.3 mg-kg™?), pero pobre en K (0.28 cmol-kg™), Ca (3.75 cmol-kg™t), Mg



(1.75 cmol-kg?) y CIC (7 cmol-kg?). La temperatura promedio durante el experimento se
mantuvo en 20 °C, mientras que la maxima estuvo en un rango entre 38 - 45 °C, y la temperatura
minima en 7 ° C. La humedad relativa (HR) presentd un promedio de 60%, pero en los meses de
mayo a junio fue de alrededor de 80%. Se realiz6 un riego a la siembra. Las semillas de las dos
variedades fueron sembrados en parcelas de 4.5 m? (3 x 1.5 m) a una profundidad de 5 cm, cada
parcela estuvo conformada por tres surcos, la distancia entre ellos fue de 60 cm, con una distancia
entre plantas de 30 cm. Cada parcela fue una repeticion, estableciéndose cuatro repeticiones de
cada variedad.

Cada tercer dia se visito el terreno de cultivo entre las 7:00 y 8:30 am, y en el momento de
la emergencia de las plantulas, cuando se observd el epicotilo (tallo) expuesto por arriba del nivel
del suelo, cada plantula se marc6 con una cinta de estambre de diferente color, para identificar la
edad de las plantulas. A los 10, 15 y 20 dias después de emergencia (DDE) se recolectaron

aproximadamente 25 plantulas de haba de cada edad.

Proceso de secado

Procesamiento por horno de conveccién. De cada variedad, 10 plantulas de cada una de las
edades se introdujeron en bolsas de papel de estraza, y se sometieron a deshidrataciéon a 38 £ 2 °C
por 12 - 14 h en el horno con flujo de aire forzado (Shel Lab, Modelo 1370FX, E.U.A.), hasta
obtener un porcentaje de humedad en los tejidos de 6 - 7%.

Procesamiento por liofilizacién. Inmediatamente después del corte las plantulas de las
diferentes edades y del registro del peso fresco, se partieron en trozos de aproximadamente 1 cm,
se colocaron en bolsas de tul debidamente etiquetadas y se congelaron a -70 °C, por 48 h.
Posteriormente las muestras previamente congeladas en las bolsas se introdujeron a una
liofilizadora (Labconco, catalogo 7400040, E.U.A), con un Sistema de Liofilizacion FreeZone®
Triad, y se procesaron a una presion de 0.22 mBa, con una temperatura en el colector de -80 °C,
por un periodo de aproximadamente 18 h hasta obtener tejidos con un porcentaje de humedad
entre 6.5 - 7%.



Las plantas deshidratas por ambos procesos se molieron en un molino (Krups, Gx4100,
E.U.A), el residuo molido se pas6 a un mortero para un molido més fino de la muestra,
posteriormente, se tamiz6 a un tamafo de particula 420 um y luego se conservaron en frascos

ambar a temperatura ambiente (22 + 2 °C).

Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se utilizé el micro-método de Folin-Ciocalteu propuesto por Singleton y Rossi (1965). Se pes6 5
mg de tejido vegetal y se disolvié en 5 mL de metanol, posteriormente las muestras se colocaron
en un bafio ultrasénico (Ultrasonic Cleaner AS5150B, China) por 30 min y despuées se
centrifugaron a 5488 x g por 5 min. Los sobrenadantes se utilizaron como extractos y se
mantuvieron en refrigeracién a 4 °C hasta su uso. Para los ensayos se utilizd 25 pL del
sobrenadante (o de estandar acido gélico), se afiadié 75 pL de agua desionizada. En seguida se
agrego a la mezcla 25 pL de reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, No. Cat.
47641, Suiza) (1:1 en agua desionizada), se agitd6 por 10 s a 72 rpm en parrilla de agitacion
(Thermo Scientific, SP131015, Malasia). Se dej6 reposar por 6 min a temperatura ambiente (22 +
2 °C) en la oscuridad. Se afiadi6 100 pL de carbonato de sodio (Na2COs, J.T. Baker, numero de
catalogo: 3604, E.U.A) al 7.5% (p/v) (disuelto en agua destilada). Se agit6 por 10 s a 72 rpm. Se
dejo reposar a temperatura ambiente por 60 min en la oscuridad. La lectura de absorbancia se
registrd a 725 nm en un espectrofotémetro de microplaca (Thermo Scientific Varioskan Flash,
Reino Unido).

Determinacion de L-DOPA

La cuantificacion de L-DOPA se realizé por triplicado en tejidos de plantulas de 10, 15 y 20

DDE vy en flores por medio del método de St-Laurent et al. (2000) con algunas adecuaciones. Se



pesd 35 mg de las muestras de las plantas y se agregd 7.5 mL de la solucién extractora agua:
acetonitrilo (85:15) (v/v) a pH 5 y se conservaron en frascos &mbar en refrigeracion a 4 °C por
toda la noche. Al dia siguiente, los frascos con las muestras se mantuvieron en agitacion por 30
min a 72 rpm en parrilla de agitacion (Thermo Scientific, SP131015, Malasia). Posteriormente la
mezcla se centrifugd a 2800 x g por 10 min a una temperatura de 10 °C. Del sobrenadante de
cada muestra se realizd una dilucion 1:10 en fase movil, que fue preparada con 98% de acido
acetico y 2% de metanol. El extracto se filtrd con acrodiscos de 30 mm con una membrana de
nylon de poro de 0.45 um (Titan 2, Thomas Scientific, E.U.A.), el filtrado se colocé en viales
admbar de 2 mL para realizar el anélisis. Para el andlisis se usé un equipo HPLC (Perkin Elmer,
200a, E.U.A) con un detector de arreglo de diodos y una columna SuperC18 (5 um tamaiio de
particula) (250 x 4.6 mm di) (ACE Ultra Core, ACE-121-2546, Reino Unido). La fase movil
consistio de 0.1% de acido acético glacial (98%) y 2% de metanol. El volumen de muestra fue de
10 pL, el flujo fue isocratico (1 mL-min™) y la deteccion fue a una longitud de onda de 283 nm,

con una temperatura de andlisis de 25 °C.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante in vitro frente al radical DPPH se analiz6 con base en el método Brand-
Williams et al. (1995) con algunas modificaciones para micrométodo. En el ensayo se utilizaron
50 pL del mismo extracto usado para el analisis de compuestos fendlicos totales, y se mezcld con
200 pL de DPPH 0.1 mM (1,1-difenil-2-picrilhidrazil; Sigma-Aldrich, No Cat. D9132), después
la mezcla se agité por 10 s a velocidad media. La absorbancia se determiné a una longitud de
onda de 521 nm, cada minuto por un periodo de 30 min, en el blanco (metanol) (Ao) y en las
muestras (A1), en un espectrofotometro de microplaca (Thermo Scientific, Varioskan Flash,
Reino Unido).

La actividad antioxidante se expresé como porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a
la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentracién, de

acuerdo a la siguiente ecuacion: % Inhibicion=% I=[A-A1/A](100).



Se calculd el Clso, que es la concentracion media inhibitoria que causa la reduccién del
50% de color y concentracién del DPPH. Para obtener el Clso se realizaron diluciones del
extracto de metanol a diferentes concentraciones de los tejidos analizados de las plantulas de
haba: 40, 60, 80, 100, 200 y 400 ng'-mL™. El calculo se realiz6 mediante una regresion lineal de
al menos cuatro puntos de los resultados del porcentaje de inhibicion del extracto de las
diferentes diluciones. Por lo que, a mayor actividad antioxidante, el valor de Clso ser& menor
(Kedare y Singh, 2011).

Analisis estadistico

Los datos por proceso de secado se analizaron mediante un modelo equivalente al disefio de
bloques incompletos al azar, con cuatro repeticiones para cada variedad, desbalanceado (PROC
GLM, SAS, 2002). Las variables de contenido de compuestos fendlicos totales, de L-DOPA y la
actividad antioxidante fueron sometidas a un analisis de varianza, las cuales se evaluaron en tres
diferentes fechas de corte (10, 15 y 20 DDE), con tres repeticiones por cada fecha de corte. La

comparacion de medias para cada fuente de variacion se realizé mediante la prueba de Tukey.

Resultados y discusion

Efecto de variedad, tejido, edad y secado en el contenido de compuestos

fendlicos totales, L-DOPA vy actividad antioxidante



Los resultados indicaron un efecto significativo del tejido, edad y método de secado de la
plantula (P < 0.0001) sobre compuestos fendlicos totales y L-DOPA. Mientras que la variedad
solo mostro un efecto significativo en la actividad antioxidante (Cuadro 1). El coeficiente de

variacion tuvo una amplitud entre 20.25 y 29.76%.

Cuadro 1. Medias, coeficientes de variacion y cuadrados medios de las
caracteristicas quimicas del cultivo de haba de dos variedades conservadas por dos

tipos de secado.

Variable Media CV Cuadrados de la media Error
Meétodo de
(%) Variedad Tejido Edad proceso

CFT
(mg-gtMS) 106.32 20.25 32.93ns  64291.30***  7794.96***  73613.35***  461.92

L-DOPA
(mg-g*MS) 5895 2319 189.21ns  8112.86*** 982.26*** 3632.46***  181.86

DPPH (Clso)
(ug-mL?) 13244 29.76 50528.06*** 30152.76***  6757.36***  22217.70*** 1563.17

CFT= Compuestos fendlicos totales. CV=Coeficiente de Variacion. DDE=Dias

Después de Emergencia. ***= P <0.0001. ns= no significativo.

Aunque la literatura documenta que la concentracion de L-DOPA varia entre cultivares o
variedades de haba (Etemadi et al., 2014; Hu et al., 2015), las dos variedades de haba utilizadas
en este trabajo no mostraron diferencias en la concentracion de CFT ni en la de L-DOPA (Cuadro
2). La actividad antioxidante frente al radical DPPH mostr6 una actividad mayor en la variedad
Diamante (Clso: 114.99 ng'mL) (Cuadro 2). Por tejido, la flor tuvo una concentracién mayor de
CFT y de L-DOPA, y también una actividad antioxidante mayor. La edad de las plantulas afectd
la concentracion de los metabolitos. Se detectd que las plantulas mas jovenes de 10 DDE
mostraron la concentracion mas alta de CFT (110.12 mg-g* MS) y de L-DOPA (61.08 mg-g*
MS), y también las plantulas de 10 y 15 DDE presentaron una actividad inhibitoria mayor que las
plantulas de 20 DDE (Cuadro 2).




Cuadro 2. Promedio de la concentracion de compuestos fenolicos totales (CFT), L-
DOPA vy actividad antioxidante (Clso) frente al radical DPPH evaluadas en dos

variedades de Vicia faba L.

CFT L-DOPA DPPH (Clso)
Factor (mgg! MS) (mg'g! MS) (ng'mL1)
Variedad
Diamante 106.362 60.092 114.992
Zac-22 105.79? 56.082 152.23°
DMS 4.20 7.93 12.94
Tejido
Plantula 101.69° 50.83" 137.44°
Flor 142.198 82.022 89.48?
DMS 6.74 9.36 21.96
Edad
10 DDE 110.122 61.082 126.93°
15 DDE 100.20° 49.04° 136.012
20 DDE 94.16° 42.78° 151.81°
DMS 6.27 11.99 20.19
Método de secado
Estufa 118.672 67.65° 119.93°
Liofilizado 92.21° 50.25° 144.29P
DMS 3.13 4.62 11.79

DDE-= Dias Después de la Emergencia. Letras diferentes por factor en cada columna
indican diferencia significativa Tukey (P < 0.05). DMS= Diferencia minima

significativa.

El contenido mayor de compuestos fendlicos totales en etapas tempranas de la planta se debe a la
necesidad de activar un mecanismo de defensa hacia el medio que los rodea. Al respecto se sabe
que las condiciones del ambiente y el estrés ambiental afecta la acumulacion de los metabolitos

en las plantas (Afshar et al., 2015). Segun Chon (2013) los compuestos fenélicos son metabolitos



secundarios sintetizados durante el desarrollo normal y responden a condiciones de estrés y
también se encuentran en diferentes partes de la planta.

Las plantulas secadas en estufa tuvieron una concentracion significativamente mayor
tanto para los CFT (118.67 mg-g* MS) como para L-DOPA (67.65 mg-g™* MS) (Cuadro 2). El
secado de tejidos vegetales con temperaturas mayores a 60 °C puede inducir la condensacion
oxidativa o degradacion de compuestos termol&biles, mientras que la liofilizacion crea cristales
de hielo en la planta, que rompen la estructura celular y permiten mejor el acceso y la extraccion
de los solventes (Asami et al., 2003). Los resultados de nuestro estudio coinciden con la teoria
mencionada, ya que el secado en estufa a una temperatura de 38 °C fue mas efectivo para la
conservacion de L-DOPA. De acuerdo con Mediani et al. (2014) el método de secado en algunas
circunstancias puede ser beneficioso para proteger algunos compuestos y no reducir su calidad
siempre y cuando se mantengan condiciones adecuadas de temperaturas menores a 60 °C. Lo
cual corresponde con nuestros resultados en la temperatura utilizada, y con un mayor contenido
de L-DOPA.

Comparacion de niveles y de rendimiento de los compuestos fendlicos totales y

L-DOPA por variedad y por metodo de secado

El rendimiento de los CFT y de L-DOPA se consideré como el producto de la concentracion de
cada uno de ellos con base en la materia seca de las plantulas. El patron de acumulacién de la
concentracion y de rendimiento de CFT por variedad presentd una tendencia diferente en relacion
con el método de procesamiento de secado de las plantulas de haba. En el método de secado en
estufa las plantulas de edad mas joven (10 DDE) tanto de la variedad Diamante (125.94 mg-g*
MS) como la variedad Zac-22 (121.42 mg-g* MS) presentaron los contenidos mas altos y
tendieron a disminuir en relacion con las de mayor edad (20 DDE), contrario a la expresién con
base en rendimiento (mg-plantula™) que mostré un valor mayor o igual a los 20 DDE, donde la
variedad Diamante alcanz6 un rendimiento de 119.02 mg-plantula® y de 127.30 mg-plantula™* en
la variedad Zac-22 (Figura 1). En el procesamiento por liofilizacion, en la variedad precoz (Zac-



22) la tendencia en la concentracion de CFT fue similar a disminuir de los 10 a los 20 DDE,
aunque el rendimiento por plantula (58.06 mg-plantula™) a los 20 DDE fue menor. Sin embargo,
en la variedad Diamante que es de floracién tardia, la concentracion en las plantulas (93.53 mg-g-
1 MS) de 20 DDE se mantuvo similar al rendimiento por plantula (90.59 mg-plantula™) (Figura
1).

Se sabe que la inestabilidad y sensibilidad de los compuestos fenolicos en plantas suelen
estar relacionado a ciertos tratamientos de secado (Lim y Murtijaya 2007). En general nuestros
resultados mostraron que el método de secado en estufa a 38 °C presento los contenidos mas altos
de CFT en relacion a las muestras secadas por liofilizacion a -80 °C. En contraste, en la especie
Cosmos caudatus de la familia Astereacea y de amplia importancia en la medicina tradicional, se
menciona que el secado por liofilizacion con congelamiento previo a -20 °C, favorecié una
mayor conservacion de CFT en relacion con el secado por estufa a 44.5 °C (Mediani et al., 2014)
en el que se redujo considerablemente la concentracion de estos compuestos por el efecto del
calor.

Probablemente los resultados de nuestro estudio difieren, debido a que utilizamos una
temperatura de secado en estufa de aire forzado mas baja (38 °C), que la utilizada en el trabajo de
C. caudatus, y la temperatura de congelamiento previo de las muestras y del colector durante la
liofilizacion, fue mayor (-80 °C). Ademas, como mencionan Petkovsek et al. (2010) que la
acumulacién de compuestos fendlicos puede ser influenciada por las condiciones de cultivo de la
especie, condiciones climaticas, estacion de cultivo, entre otras.

La literatura reporta que el procesamiento de los tejidos de leguminosas afecta de forma
negativa la concentracion de L-DOPA, como en las semillas de Mucuna pruriens, donde la
concentracion disminuye por el proceso de cocimiento a alta temperatura y el uso de soluciones
alcalinas (Echeverria y Bressani, 2006). Para esta misma especie también sefialan que la coccion
de las semillas afecta la concentracién de L-DOPA pero no el tostado (Dahouda et al., 2009).
Mientras que en los cotiledones de semillas maduras de Vicia faba L., la L-DOPA se removio
completamente por tratamientos téermicos de hervido y tostado a 120 °C (Cardador-Martinez et
al., 2012), lo que apunta que es un compuesto termolabil.

La revision realizada recientemente por Etemadi et al. (2019) sobre aspectos
agronémicos, de valor nutricional y aplicaciones medicinales de Vicia faba L., refiere que “la

distribucion de L-DOPA no es uniforme en las estructuras de la planta de haba, y que los



diferentes 6rganos acumulan L-DOPA en diferentes proporciones”. Etemadi et al. (2018b) sefiala
que el pico de concentracién de L-DOPA en los 6rganos de Vicia faba L. se alcanza en estados
tempranos del desarrollo, como se observo en este estudio, donde ambas variedades de haba
acumularon la concentracion mayor a los 10 DDE, pero a esta misma edad expresado con base en
la biomasa por plantula se tuvieron los valores mas bajos (Figura 2). Debido a que en Vicia faba,
el rendimiento de L-DOPA es el producto de la concentracion y biomasa de la planta (Etemadi et
al., 2018b), de tal forma que a medida que la planta se desarrolla se puede obtener un
rendimiento mayor con base en la biomasa. Por ejemplo, las muestras procesadas por secado en
estufa a los 10 DDE de la variedad Diamante tuvieron la concentracion mas alta (65.26 mg-g*
MS) y similar a la variedad Zac-22 (66.82 mg-g* MS). Sin embargo, a esta misma edad, el

contenido de L-DOPA expresado por plantula® tuvo los valores mas bajos, 34.57 mg-plantula™

en la variedad Diamante y 37. 68 mg-plantula® en Zac-22 (Figura 2).
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Figura 1. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) a los 10, 15y 20 dias
después de emergencia (DDE), en las variedades de haba, Diamante y Zac-22,
expresados en mg por gramo de materia seca (MS) () y por plantula ([]). Cada
punto es la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Barras con letras

diferentes por edad son estadisticamente diferentes (Tukey P <0.05).

Aunque en general el secado por liofilizacién mostr6é una tendencia similar de acumulacion de L-
DOPA en las diferentes edades de las plantulas como en el secado por estufa, en la variedad
Diamante a los 20 DDE se obtuvieron valores similares expresados tanto en concentracion (53.30
mg-g™) como por plantula (59.79 mg-plantula) (Figura 2). Inclusive en la variedad Zac-22 el
contenido fue mayor expresado en concentracion (50.24 mg-g?) que por plantula (55.52
mg-plantula?). Lo que sugiere que el método de liofilizacion afectd significativamente el
contenido de L-DOPA, probablemente por la baja temperatura de congelamiento (-80 °C) previo
al proceso y durante la liofilizacion.

Es notable destacar que bajo las condiciones de este estudio, de plantas sembradas en
suelo y en campo abierto con valores promedio de radiacion fotosintéticamente activa de 788
umol m2s?, 20 °C de temperatura, y 60% de humedad relativa durante el periodo de cultivo de
las plantas, las concentraciones mas altas de L-DOPA se obtuvieron a los 10 DDE (110.12 mg-g™*
MS) en promedio de ambas variedades. En contraste en plantas de Vicia faba L. cultivadas en
macetas de plastico con perlita y crecidas bajo iluminacion continua de luz blanca fluorescente
(1500 pmol m2s?), las plantulas de 10-12 de edad presentaron contenidos de L-DOPA de 8.70-
40.01 mg-g* de MS y los valores mas bajos los detectaron en las semillas (Kirakosyan et al.,
2004), por lo que estos autores explican que las rutas para la biosintesis de L-DOPA se activan

después de la germinacion y durante el desarrollo de la planta.

Actividad antioxidante



Diferentes compuestos como vitaminas, polifenoles, carotenoides, terpenoides, y minerales traza
pueden actuar en sinergia para conferir la capacidad antioxidante a las plantas (Pérez-Jiménez et
al., 2008). En particular, los compuestos fenolicos son fitoquimicos con una alta relevancia por
sus propiedades que promueven la salud. Recientemente Turco et al. (2016) realizaron una
revision sobre los beneficios para la salud de los polifenoles de Vicia faba L., y sefialan que estos
compuestos en el haba podrian estar implicados en la proteccion contra el desarrollo de
enfermedades humanas. En este trabajo se calculd la concentracion de extracto necesaria para
disminuir la concentracion inicial de DPPH en 50% (Clso) bajo las condiciones experimentales

especificadas, tanto en plantulas de diferente edad como en flores de dos variedades de haba bajo

dos métodos de secado.
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Figura 2. Contenido de L-DOPA expresado en mg por gramo de materia seca (ll) y
rendimiento por plantula ([]) de las variedades de Vicia faba L., Diamante y Zac-22
alos 10, 15 y 20 dias despueés de emergencia. Cada punto es la media de tres
repeticiones * desviacion estandar. Barras con letras diferentes por edad son

estadisticamente diferentes (Tukey P<0.05).

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad antioxidante Clso mostraron
diferencia significativa (P <0.05) por variedad, entre métodos de secado, dentro de tejidos
(Cuadro 3). En la variedad Diamante el secado afectd6 de manera diferente en los tejidos, los
extractos de las plantulas de 10 y 15 DDE tuvieron una actividad inhibidora del radical DPPH
significativamente mayor en el método de secado por estufa respecto al liofilizado. En contraste,
las plantulas de 20 DDE vy las flores liofilizadas mostraron una actividad antioxidante
significativamente mayor respecto al secado por estufa (Cuadro 3). En la variedad Zac-22, tanto
en plantula como en flor, el método de secado por estufa mantuvo la actividad inhibitoria mayor

respecto a los tejidos liofilizados (Cuadro 3).

Cuadro 3. Actividad antioxidante (Clso) frente al radical DDPH de plantulas de 10,
15y 20 dias después de la emergencia (DDE) y flor secadas en estufa y por
liofilizacion de dos variedades de Vicia faba L.

Clso (Hg-mL™)

Tejido Diamante Zac-22
Estufa Liofilizado Estufa Liofilizado
Plantula (DDE)
10 108.40? 136.56" 123.33? 138.05°
15 121.072 134.07° 140.21° 149.82°
20 121.04° 85.352 130.572 259.89°
Flor 96.18° 74.95% 70.28? 115.28°

Letras diferentes en cada fila por variedad entre métodos de secado indican
diferencia significativa Tukey (P < 0.05).



Algunos autores mencionan que los tratamientos de calentamiento pueden desactivar algunas
enzimas y también degradar algunos fitoquimicos causando un contenido bajo de metabolitos,
especificamente en los antioxidantes. Debido a que algunos procesos de secados pueden
beneficiar o no a la actividad natural de los antioxidantes, ya que muchos de ellos suelen ser muy
inestables a altas temperaturas (Lim y Murtijaya 2007). En este estudio el método de secado y el
estado fenoldgico influyeron en la actividad antioxidante, en general, el método de secado en
estufa y las flores mantuvieron una alta capacidad de captacion de radicales libres del DPPH
(Clso).

Existe una clasificacion de la capacidad antioxidante de los extractos vegetales en
relacion a la concentracion del valor de Clso (Ramos et al., 2003). Asi extractos con alto potencial
antioxidante se refiere a aquellos con concentraciones menores a 30 pg-mL™, extractos con
moderado potencial aquellos que presenten un intervalo entre 30 y 100 pug-mL™ y extractos con
bajo potencial antioxidante aquellos que presenten un Clso por encima de 100 pug-mL™. No
obstante, autores como Lee et al. (2008) describen que todo extracto que tenga efecto
antioxidante con una concentracion de Clso menor a 10 mg-mL™? se puede considerar un
antioxidante efectivo.

En nuestros resultados, a pesar de que en los extractos de flor, por variedad o método de
secado no se detectaron diferencias significativas en la actividad antioxidante, la actividad
inhibidora del radical DPPH fue mayor que en plantula. En general podemos considerar que los
valores obtenidos en este estudio tanto en plantula como en flor, evidencian una actividad
antioxidante alta respecto a lo que se documenta en vainas de Vicia faba L. (Mateos-Aparicio et
al., 2012), que mostraron un valor de Clso de 400 pg-mL™.

Correlacion entre actividad antioxidante (Clso) frente al radical DPPH y el

contenido de compuestos fenolicos totales y L-DOPA

El contenido de CFT y de L-DOPA de los extractos de tejidos de plantula y flor de haba tuvieron

correlaciones negativas estadisticamente significativas con la actividad antioxidante frente al



radical DPPH (Clso), con valores de correlacion de -0.5049 y de -0.6041 respetivamente (Cuadro
4). Estos resultados sugieren que los CFT y L-DOPA de las plantulas y flores de haba juegan un
papel significativo en los mecanismos antioxidantes con el radical DPPH. Estos hallazgos
corroboran los resultados previos descritos por Mateos-Aparicio et al. (2012) que mencionan que
en extractos de vainas de Vicia faba L., la fuerte actividad de atrapamiento de radicales contra el
radical DPPH, estuvo relacionado primordialmente a los compuestos fenolicos. Ademas, se
detectd una fuerte correlacion (r=0.7917) entre el contenido de CFT con el contenido de L-
DOPA.

Cuadro 4. Anédlisis de correlacion entre la actividad antioxidante frente al radical
DPPH (Clsp) y el contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) y de L-DOPA de

plantulas y flores de Vicia faba L.

DPPH (Clso) CFT L-DOPA
DPPH (Clso) 1 -0.5049%** - 0.6041***
CFT 1 0.7917%**
L-DOPA 1

***=p < 0.001 Altamente significativo.

Al respecto Randhir y Shetty (2003) mostraron que plantulas de Vicia faba de 16 dias tuvieron
una disminucién en la actividad antioxidante y conjuntamente un aumento en el contenido de L-
DOPA, lo que apunta a que en ese estado de desarrollo del haba, la mayoria de los fendlicos se
canalizan hacia la produccién de L-DOPA. Mientras que en el primer dia de germinacion de
semillas de esta misma especie, se detectaron niveles altos de actividad antioxidante y también
contenidos altos de L-DOPA, lo que sugiere que inicialmente los compuestos fendlicos son de
naturaleza antioxidante y que solo una parte menor de ellos se convierten en lignina (Randhir y
Shetty, 2004).

Conclusiones



En este estudio se evidencid la importancia de los métodos de secado en preservar los
fitoquimicos y la actividad antioxidante de Vicia faba L. Los resultados mostraron la variacion de
los CFT, la L-DOPA vy la actividad antioxidante frente al radical DPPH entre los métodos de
secado por estufa y de liofilizacién en los tejidos de plantulas y flores de dos variedades de haba.
Bajo las condiciones de estudio utilizadas en este trabajo, el secado por estufa de aire forzado a
38 °C tuvo la menor influencia sobre los contenidos de CFT, L-DOPA vy la actividad
antioxidante, por lo que este método podria ser aplicable debido a los niveles aceptables de CFT,
L-DOPA vy actividad antioxidante frente a los obtenidos por liofilizacién. La concentracion de
CFT y L-DOPA no se vio afectada por la variedad, pero si por el método de secado y la edad de
las plantulas. La actividad antioxidante fue afectada por la variedad, método de secado y edad de

las plantulas, pero en las flores no se detectaron diferencias por variedad o método de secado.
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