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VARIACION EN EL CONTENIDO DE L-DOPA Y COMPUESTOS FENOLICOS
DURANTE EL DESARROLLO DE SEMILLA DE VICIA FABA L.

Isabel Garcia Sanchez, MC
Colegio de Postgraduados, 2011

Estudios recientes han demostrado que el haba ademas de su alto contenido de
proteina, posee otras sustancias benéficas para la salud, como son los
compuestos fendlicos que actuan como antioxidantes y la L-dopa, aminoacido que
retrasa los sintomas severos del sindrome de Parkinson. Por lo que el presente
trabajo tuvo como objetivo caracterizar la variacion de componentes quimicos
como proteina soluble, compuestos fendlicos, L-dopa y L-tirosina de colectas de
Vicia faba L. provenientes de la Mesa Central de México y conocer sus
contenidos dentro de los tejidos (vaina y semillas) a diferentes etapas fenoldgicas.
Se colectaron vainas a los 25, 30, 40 y 90 dias después de la floracion (DDF). Los
cambios en los componentes quimicos se determinaron en las diferentes fechas
en las que se colectaron las vainas. Los resultados evidencian la distribucion del
contenido de proteina soluble, compuestos fendlicos, L-dopa y L-tirosina a través
del desarrollo de la vaina y semillas de haba, con cambios diferenciales
dependiendo de la colecta y estado de desarrollo de los tejidos. A los 25 DDF
algunas colectas como la 161, 238, 269 y 279 destacaron por su contenido de
proteina soluble en promedio de la vaina, testa y cotiledon, y en grano seco grano
seco las colectas 32, 161, 249 y 284. En la etapa de vaina verde (25 DDF) se
mostroé una gran acumulacién de compuestos fendlicos con un valor de hasta mas
de 60% (colectas 117 y 249), y en la vaina seca (90 DDF) 40% (colecta 86). El
contenido mayor de L-dopa se tuvo en estructuras florales, y los botones chicos
mostraron los valores mayores de hasta 69 mg-g” PF (colectas 181 y 182). En
testa y cotileddén los contenidos de L-dopa fueron significativamente menores a los
de la vaina a los 90 DDF. En promedio de todos los tejidos de las colectas, la
acumulaciéon mayor de L-tirosina fue a los 30 DDF. El cotileddn fue el tejido donde
se acumuld principalmente la cantidad mayor de este aminoacido. Aunque dentro
de las colectas hubo amplias variaciones en sus contenidos entre tejidos. Lo cual
da oportunidad de elegir colectas con propiedades quimicas deseables para un
uso en particular, dependiendo si se utiliza para consumo en fresco (haba verde) o
para grano seco, que ademas de tener un contenido adecuado de proteina, tenga
un contenido alto o bajo de compuestos fendlicos o L-dopa. Las colectas de haba
utilizadas presentan una amplia variacion en el contenido de proteina soluble total,
compuestos fendlicos, L-dopa y L-tirosina, tanto en la vaina, como en la testa y el
cotiledén, lo cual es un indicador de la gran diversidad genética que tienen las
poblaciones de haba que poseen los agricultores en la Mesa Central de México.

Palabras clave: Vicia faba L., dias después de floracion, L-dopa, proteina,
semilla, L-tirosina, vaina.



CHANGES IN THE CONTENT OF L-DOPA AND PHENOLIC COMPOUNDS
DURING SEED DEVELOPMENT OF VICIA FABA L.

Isabel Garcia Sanchez, MC
Colegio de Postgraduados, 2011

Recent studies have shown that broad bean besides to its high protein content,
has other health beneficial substances such as phenolic compounds that act as
antioxidants and L-dopa, an amino acid that retards the severe symptoms of
Parkinson's syndrome. The aim of this study was to characterize the variation of
chemical components such as soluble protein, phenolic compounds, L-dopa and L-
tyrosine, in Vicia faba L. collections from the Central Plateau of Mexico and to
know its contents within tissues (pod and seeds) at different phenological stages.
Pods were collected at 25, 30, 40 and 90 days after flowering (DAF). Changes in
chemical components were determined at different dates on which the pods were
collected. Results show the distribution of soluble protein, phenolic compounds, L-
dopa and L-tyrosine through the development of the broad bean pod and seeds,
with differential changes depending on the collection and stage of development of
tissues. At 25 DAF some collections such as 161, 238, 269 and 279 were noted for
their soluble protein content on average from the pod, seed coat and cotyledon; by
90 DAF, the collects 32, 161, 249 and 284 highlighted. In the green pod stage (25
DAF) was shown a large accumulation of phenolic compounds with a value up over
60% (collections 117 and 249), and in the dry pods (90 DAF) 40% (collection 86).
The higher content of L-dopa was held in floral structures, and small buttons
showed higher values of up to 69 mgeg™' (collections 181 and 182). In seed coat
and cotyledon, L-dopa contents were significantly lower than in the pod at 90 DAF.
The average of all tissues of the collects, the greater accumulation of L-tyrosine
was at 30 DAF. The cotyledon was the tissue where this amino acid was mostly
accumulated. Although within the collections there were wide variations in their
contents into tissues. This gives opportunity to choose collections with desirable
chemical properties for a particular use, depending on if used for fresh
consumption (green bean) or to dry grain, which in addition to adequate protein
content, have a high or low composite phenolic or L-dopa. The broad bean
collections used have a wide variation in the total soluble protein, phenolic
compounds, L-dopa and L-tyrosine, in the pod, seed coat and cotyledon, which is
an indicator of the great genetic diversity of populations that have broad bean
farmers in the Central Plateau of Mexico.

Key words: Vicia faba L., days after flowering, L-dopa, protein, seed, L-tyrosine,
pod.
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I. INTRODUCCION

Vicia faba es un cultivo introducido en México, sin embargo, ha tenido un buen
desarrollo y aceptacién tanto en nuestro pais como en otros paises de Ameérica,
ademas de que se ubica como una de las leguminosas que tiene importancia como
fuente proteinica en diversos paises del mundo (ACERCA, 2001).

Los principales estados productores de haba en México (Puebla, Estado de México y
Tlaxcala) constituyen el 88% de la superficie sembrada en el pais (INEGI, 1997).
Puebla se destaca por ser el principal productor nacional de grano de haba y su area
de cultivo se ubica principalmente en la region oriente del Estado, comprendiendo
desde Tlacotepec hasta Huitzila, incluyendo Ciudad Serdan y Libres.

El haba es un cultivo que se destina principalmente para la produccion de semilla para
consumo humano, al igual que otras leguminosas (como frijol, garbanzo, y lenteja) es
una importante fuente alimenticia, la importancia radica en el valor proteinico que en
comparacion con otras fuentes como el frijol, es superior, ademas de ser una buena
fuente de carbohidratos (ASERCA, 2001). Aunado a esto, Vicia faba es una de las
mejores fuentes vegetales naturales de fitoquimicos fendlicos que actuan como
antioxidantes (Sheety et al., 2002) y levo-3,4-dihidroxi-fenilalanina (L-dopa),
aminoacido que retrasa los sintomas severos del sindrome de Parkinson, y con la
particularidad de que este aminoacido se encuentra fundamentalmente en estado libre
en los tejidos de las semillas de esta especie. Sin embargo, se sabe también que su
contenido es afectado por factores genéticos y ambientales tales como tipo de
cultivar, area donde se cultiva, condiciones del suelo, precipitacion y temperatura

entre otros factores (Cuadrado et al., 1995; Muzquiz et al., 1999).



Las habas pueden emplearse tanto para consumo en fresco, donde se aprovechan
vainas y granos conjuntamente, asi como unicamente los granos, dependiendo del
estado de desarrollo en que se encuentren; o como materia prima para la industria
transformadora, tanto para enlatado como para congelado ya que las habas siguen
siendo eficaces aun congeladas o en conservacion.

En Meéxico y especialmente a nivel estatal no se cuenta con informacion que
documente la calidad nutricional, composicién quimica o algunos otros componentes
de importancia funcional de la semilla de haba de las variedades criollas o
introducidas que se cultivan en México y en el estado de Puebla. A este respecto
desde el afio 2000, en el area de fitomejoramiento del Campus Puebla del Colegio de
Postgraduados, se han realizado colectas y seleccion de semilla de haba de
diferentes localidades provenientes de los Estados de México, Hidalgo, Tlaxcala y
Puebla, principales estados productores de haba en el pais, con el propédsito de
identificar material genético con buenos rendimientos y sanidad y que ademas se
adapten a diferentes ambientes. De este germoplasma se han elegido un numero de
colectas mas reducido con caracteristicas morfolégicas y fenologicas sobresalientes y
en las cuales se plantea realizar estudios especificos sobre la composicién quimica y
funcional de las vainas y semillas.

Al ser el Estado de Puebla el principal productor de haba a nivel nacional, y contando
con una variabilidad genética que poco ha sido valorada, cuantificada y utilizada
agronomicamente requiere que los productos del cultivo sean estudiados en
diferentes areas y disciplinas del conocimiento, ya que la fuente de genes vivos que

dan la adaptacion a los diferentes ambientes ofrecen numerosos tipos de criollos de



haba, que potencialmente podrian diferir no solo en rendimiento, tamano y color de la
testa, sino en calidad quimica, nutritiva y funcional de la semilla, que al ser evaluadas
permitirian identificar colectas con un valor agregado con caracteristicas especiales

para diferentes usos y usuarios.



Il. ANTECEDENTES
2.1 Aspectos botanicos y fisiologicos de Vicia faba
2.1.1 Origen del cultivo.
El haba es un cultivo de introduccion en nuestro pais, su origen es el cercano Este
Asiatico y ha sido cultivado desde los inicios del periodo Neolitico (Miranda, 2005).
La introduccion de este cultivo a América Latina se reporta haber sido por los
espanoles durante la conquista (Smartt, 1984), ya que no existen evidencias de su
cultivo por parte de los indigenas americanos en épocas precolombinas, lo que
sefala que esta leguminosa ha estado presente en nuestro continente por lo menos

desde hace 500 afos (Olvera et al., 2001).

2.2.2 Taxonomia
La planta del haba pertenece a la divisibn Spermatophyta, subdivisidbn Angiospermae,
clase Dicotyledoneae, subclase Rosidae, orden Fabales, familia Fabaceae, tribu

Vicieae, género Vicia y especie Vicia faba L. (Cronquist, 1981).

Para esta especie se han descrito diversas subespecies y variedades. En la
clasificacion taxondmica realizada por Muratova (1931) se diferencian dos

subespecies:

Subsp. faba (con las variedades faba, equina y minor) y subsp. paucijuga. Hanelt
(1972) también reconoce dos subespecies, pero en este caso son: subsp. faba (con
las variedades faba y equina) y subsp. minor (con la variedad minor), sin embargo
considera a paucijuga como una raza geografica de la subsp. minor. Cubero (1974)

distingue solo la subespecie faba con cuatro variedades: faba, equina, minor y



paucijuga. La variedad faba se conoce comunmente como variedad major.
Actualmente, Duc (1997) propone la subdivisién de cuatro variedades botanicas, en
atencion a un mayor numero de caracteristicas, como tallo, hoja, semilla, vainas y tipo
de reproduccion, algunas de las principales caracteristicas de las variedades de Vicia
faba L. en esta clasificacion son:
e Vicia faba paucijuga, tiene tallos cortos, hojas y semillas pequefias (peso
de 1000 semillas menor de 2509) y reproduccién autbgama.
e Vicia faba major, produce semillas grandes (peso de 1000 semillas mayor
a 1000g), esta variedad se desarrollo en el Mediterraneo Sur y en china,
durante la conquista su cultivo se extendi6 desde México a toda
Sudameérica.
e Vicia faba minor, produce semillas pequefias (peso de 1000 semillas
menor a 500g), se cultiva en Etiopia y en el norte de Europa.
e Vicia faba equina, presenta semillas de tamafno medio y se desarrolla

principalmente en el medio Este y Egipto.

Las variedades que existen en la mesa Central de México, difieren en tamafio de
semilla, o que hace que los tipos grandes en tamano de semilla tengan un peso
mayor a 2 Kg por cada 1000 granos. Ademas, las vainas miden de 8 a 13 cm de
longitud, con 1-3 évulos por vaina. El color del grano varia de blanco, amarillo, café
rojizo, morado, pinto y moteado (Herrera et al., 2002). Las habas criollas de México
se enmarcan en la subdivision botanica Vicia faba major cultivar “asiatico” de vaina

corta, gruesa y granos grandes y pocos (Herrera et al., 2006) (Figura 2.1).



Subdivision botanica Cultivar Criollos regionales
[ Vicia faba paucijuga: tallos

cortos, hojas y semillas

/
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e Parralefia
Asiatico < Mestiza
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Vicia faba L. Vicia faba minor. semillas
pequefas se cultiva en
Etiopia y norte de Europa

Vicia faba equina: semillas

\ de tamano medio

Figura 2.1 Subdivision botanica de Vicia faba, cultivares y criollos regionales (Herrera

et al., 2006)

2.2.1 Morfologia

Es una planta de ciclo anual que presenta un sistema radicular muy desarrollado,
donde se encuentran nédulos que contiene bacterias fijadoras de nitrogeno (MACA,
2005: 7). Vicia faba es una planta herbacea, robusta, erecta, de tallo grueso vy liso,
puede medir hasta 1.8 m de altura, aunque también se pueden encontrar de alturas
menores (30 a 45 cm). Las hojas son alternas, abundantes y parapinadas, de uno a
tres pares de foliolos, elipticos u ovales que miden de 5 a 10 cm. de longitud. Las
flores son grandes, completas, bisexuales, simétricas de 2.5 a 4 cm. de largo, son de
color blanco con manchas largas moradas o ligeramente azuladas manchadas de

negro, con pedunculo muy corto, estan dispuestas en racimos, de dos a cinco en las



axilas de las hojas (Fig. 2.2A). El fruto en legumbre de 80-200x10-20 mm, es verde-
negruzco, carnoso, inflado y pubescente, y contiene unas ocho semillas de 2-3 cm,
ovales, oblongas, comprimidas, tersas y de color verde brillante (Fig. 2.2B) (Everard,

1982).

Figura 2.2 Plantas de Vicia faba en periodo de A) floracion y de B) fructificacién

La proporcién de cada una de las partes de la semilla de V. faba es la siguiente: el par
de cotiledones representa el 86% del peso total de la semilla, la testa constituye el

13% y el eje embrionario el 1% (Chavan et al., 1989).

2.2.3 Estados fenolégicos
En 1990 se documentaron las claves para describir los estados de desarrollo de Vicia
faba (Knott, 1990), los cuales estan basados en descriptores similares a los que se

usaron en Pisum sativum (Knott, 1987). La descripcion se divide en cinco estados



principales: germinacion, y emergencia, vegetativo, reproductivo, senescencia de

vainas y senescencia de tallos. Estos a su vez se subdividen en estados secundarios.

2.2.4 Desarrollo de vaina y semillas

El crecimiento de frutos en leguminosas durante las primeras semanas, después de
completar la floracion, se debe principalmente a la elongacién y alargamiento rapido
de la pared de la vaina; durante este periodo el desarrollo de la semilla es
imperceptible, la semilla incrementa substancialmente su peso después de las cuatro
semanas (Wolswinkel y Ammerlaan, 1986). La semilla de haba crece en promedio a

1

una tasa de 27.8 mg semilla ' dia ™' (con un rango de 20 a 35.5), alcanzando un

promedio de 1216 mg de semilla ™’

(con un rango de 414 a 2017), la semilla muestra
la mayor eficiencia en el crecimiento en la etapa de llenado de grano, 39 dias en
promedio (con un rango de 21 a 57) (Egli, 1981). Por su parte Wolswinkel y
Ammerlaan (1985), reportan una tasa de crecimiento de la semilla de 40 mg semilla™
dia™. Por su parte, Offler et al. (1989) sefialan que en el desarrollo de semillas de

Vicia faba L., los fotosintatos son inicialmente distribuidos en el sistema vascular de

las cubiertas de la semilla, y posteriormente se mueven en forma radial y lateral.

2.3.2 Acumulacion de proteinas durante el desarrollo de vainas y semillas

Actualmente se sabe que la acumulacion de reservas en las semillas es el resultado
de distintos procesos que ocurren de forma paralela en los principales
compartimentos de la semilla, ya sea de origen materno (testa) o zigoética (embridn,

endospermo) (Gallardo et al., 2008). Particularmente la disponibilidad de nutrientes y



la fuerza de la demanda son procesos limitantes en la acumulacion de las reservas en
la semilla.

Las proteinas de reserva pueden localizarse en los cotiledones, en el embrion o en el
endospermo de las semillas (Dalling, 1986; Vitalle y Bollini, 1995). Es bien
documentado que el contenido de proteina se encuentra arriba del 20% en la mayoria
de las semillas de la familia de leguminosas, y estos porcentajes llegan a ser
superiores en soya (Mandal y Mandal, 2000). Particularmente en haba los porcentajes
varian entre 24 y 32%. Este valor depende del tipo o variedad de la cual se trate, el
nivel de maduracién asi como las condiciones climatolégicas y zona de cultivo
(Marquardt et al, 1989; Chavan et al, 1989). En semillas de leguminosas, las
globulinas predominan sobre las albuminas. Las globulinas son proteinas de
almacenaje o de reserva, mientas que las albuminas son proteinas enzimaticas y no
son de reserva. Las principales proteinas del haba son las globulinas, constituidas a
su vez por dos fracciones: legumina y vicilina (Dalling, 1986; Muntz, 1998); estas se
encuentran en los cuerpos proteicos en 60%. Otras proteinas de reserva son las
albuminas (20%), con elevado contenido de aminoacidos azufrados que incluyen la
mayoria de los enzimas de la semilla, y en menor proporcion las glutelinas (15%) que
se encuentran localizan en la testa y las prolaminas que representan un 5%. El haba,
como todas las leguminosas, es deficiente en aminoacidos con grupos sulfuro como
metionina y cistina, pero es una buena fuente de lisina.

En un estudio pionero realizado durante el desarrollo de vainas y semillas de haba, en
relacion con la acumulacién de las principales proteinas de almacenamiento, mostro

que la vicina tendié a acumularse de forma marcada desde valores de 1140 mg-100 g



' PS en semillas de vainas de 1-2 ¢cm, hasta 2460 mg-100 g PS cuando las vainas
tuvieron un tamafio de 5.6 cm, y después el contenido disminuyo a 900 mg-100 g™ PS

en las semillas maduras (Jamalian y Bassiri, 1978)

2.3.5 Origen y distribuian de aminoacidos libres durante el desarrollo de vainas
y semillas

En un trabajo pionero realizado por Kipps y Boultor (1973) mostraron que la vaina
exporta carbono a las semillas como acido aspartico principalmente, y que el mayor
volumen de aminoacidos incorporados en la proteina de la semilla es derivado del
carbono exportado por las hojas en la vecindad del fruto. Se encontré también que la
tirosina, fenilalanina, glicina, serina y alanina son constituyentes principales de la
proteina de la semilla y provienen tanto de la fotosintesis de las hojas como del
metabolismo de sacarosa en las vainas.

La asparagina es un componente en el metabolismo y desarrollo de las semillas de
Vicia faba L. (Atkins et al., 1975; Wolswinkel y Ruiter, 1985), sin embargo, la alanina
es el aminoacido mas importante en la composicion de exudados en semillas en
desarrollo, lo que refleja una diferencia en la actividad metabdlica en la testa de la
semilla (Wolswinkel y Ruiter, 1985). Por su parte, Hill- Cottingham y Purves (1983)
observaron en Vicia faba L. que durante el desarrollo de la planta existe diferencias
claras tanto en la cantidad como en la composicion de aminoacidos libres algunos
organos. Por ejemplo, la concentracidn de asparagina aumenta de forma marcada
durante la formacion de vaina, lo que sugiere que ésta es la forma en la cual mucho

del nitrégeno se traslada a las semillas para la sintesis de la proteina. Las semillas
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jévenes contienen abundantes cantidades de asparagina, glutamina y alanina libre
pero con el tiempo los dos ultimos aminoacidos son substituidos por arginina. Estos
mismos autores sefialan que el aminoacido Dopa, que no es un constituyente de las
proteinas, se acumula rapidamente en las vainas y las hojas durante las etapas
tempranas de la formacién de vainas, pero el contenido total empieza a decrece
conforme avanza la senescencia. Las vainas jovenes contienen mas aminoacidos
libres que cualquier otro érgano; la concentracion llega a alcanzar su pico maximo
alrededor de los 78 dias después de la floracion, y posteriormente su contenido

decrece mientras las semillas crecen y maduran (Hill- Cottingham y Purve, 1983).

2.2.5 Composicién quimica del grano

Las leguminosas de grano son un gran interés desde el punto de vista nutricional,
debido a la presencia simultanea de proteina y almidon en proporciones adecuadas,
asi como por la riqueza en vitaminas y microelementos (Goyoaga, 2005). Por lo que
se consideran una de las fuentes mas importantes de suministro de alimento en
términos de aporte de energia y nutrientes. Su composicién quimica varia en funcion
del cultivar, la localizacion geografica y las condiciones de desarrollo (Augustin y
Klein, 1989; Kadam et al., 1989). La composicion quimica del haba ha sido analizada
tanto en la semilla completa, como en cada una de sus partes constituyentes. El par
de cotiledones contiene mas del 90% de las proteinas, carbohidratos, lipidos y
minerales, mientras que la testa tiene la mayoria de la fibra (9%) y de los taninos

(Chavan et al., 1989).
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2.2.5.1 Proteinas

El contenido proteico de las leguminosas se encuentra en un rango bastante amplio
(15-45%), siendo mas elevado que el de los cereales. Las proteinas de la semilla, se
localizan principalmente en los cotiledones y en el eje embrionario, mientras que solo
una pequefa cantidad esta en la testa (Marquardt et al., 1975; Kadam et al., 1989).
En general, la proteina de las leguminosas es pobre en aminoacidos azufrados
(metionina y cisteina) pero es rica en lisina, de la que es altamente deficitaria la
proteina de los cereales, pudiendo de esta forma complementarse cereales y
legumbres (Goyoaga, 2005). Las semillas de V. faba presentan alrededor de un 30%
de proteina, pero dicho contenido esta influido por la variedad o cultivar de haba y por
el nivel de maduracion de la misma, asi como por las condiciones climatologicas y

zona de cultivo (Marquardt et al., 1975; Chavan et al., 1989).

2.2.5.2 Carbohidratos

Las legumbres se caracterizan por ser una importante fuente de carbohidratos, ya que
se encuentran en una proporcion del 24-68% (Kadam et al., 1989). Estos compuestos
se clasifican en carbohidratos solubles y polisacaridos. En las semillas de V. faba, el
contenido en carbohidratos es aproximadamente de un 60%, con variaciones
dependiendo del cultivar analizado, de las condiciones de cultivo y del grado de
maduracién de la semilla (Cerning et al., 1975; Chavan et al., 1989). En las semillas
de V. faba también estan presentes almidon y polisacaridos no amilaceos. El almidén,
formado por amilosa y amilopectina, es un polisacarido de reserva soluble en agua,

que encontramos en los cotiledones. Representa el 80% de los carbohidratos totales
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del haba y se encuentra en una proporcion del 30-40% frente a los demas

compuestos de la semilla.

2.2.5.3 Lipidos

Las leguminosas de grano contienen de 1-7% de lipidos, de los cuales el 32-51% son
lipidos simples o neutros. ElI contenido lipidico del haba varia de 2-3%,
concentrandose el 97% en los cotiledones. Los acidos grasos insaturados mas
abundantes de las semillas de V. faba son el oleico y el linoleico, y en menor
proporcion se encuentra el linolénico. Los acidos grasos saturados mayoritarios son el
palmitico y el estearico. Los lipidos simples se presentan en una proporcion del 48%,
con los triglicéridos como compuesto mayoritario seguidos de los fosfolipidos 36% y

los glucolipidos 10% (Salunkhe et al., 1989).

2.2.5.4 Micronutrientes

Las legumbres son una buena fuente de vitaminas hidrosolubles, particularmente de
las del grupo B. Tiene especial importancia la tiamina, que se encuentra en
cantidades superiores a las de muchos cereales y productos de origen animal (0,3-1,3
mg/100g). Particularmente, las habas son una fuente rica en niacina, riboflavina (B2),
vitamina B6, acido félico (B9), acido pantoténico y B-caroteno (Augustin y Klein, 1989).
Ademas, presentan un elevado contenido en fésforo, potasio, calcio, azufre y hierro.
Alrededor del 60% del azufre, se encuentra formando parte de los aminoacidos

azufrados, pero el 40% restante no influye en el valor biolégico de las proteinas. El
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40-60% del fosforo localizado en el haba no esta disponible, ya que se presenta en

forma de inositoles fosfato (Chavan et al., 1989).

2.2.5.5 Compuestos toxicos o no-nutritivos

El valor nutritivo de las semillas de leguminosas puede llegar a ser limitado por la
presencia de una serie de compuestos tradicionalmente denominados “antinutrientes”
que obstaculizan en gran medida el aprovechamiento de algunos de sus
componentes mas interesantes, logrando llegar a ser toxicos, asi como disminuir la
disponibilidad de minerales y la digestibilidad proteica, o causar efectos fisiolégicos
poco deseables (flatulencia). En afios recientes se ha visto, que estos compuestos en
pequefas cantidades, pueden ser también muy beneficiosos para la salud en la
prevencion de enfermedades como cancer, diabetes, enfermedades coronarias, etc.,
por lo que actualmente se les denomina compuestos no-nutritivos ya que, si bien
carecen de valor nutritivo, no siempre resultan perjudiciales (Muzquiz et al., 2004).
Desde un punto de vista bioquimico estos compuestos no-nutritivos son de naturaleza
muy variada. Pueden ser proteinas (inhibidores de proteasas, inhibidores de o-
amilasas, lectinas), glucidos (a-galactésidos, vicina, convicina, saponinas),
aminoacidos no proteicos (L-dopa, R-ODAP), polifenoles (taninos condensados),
alcaloides, etc. (Goyoaba, 2005). Asi por ejemplo, las semillas de Vicia faba llegan a
presentar efectos deletéreos debido a sustancias quimicas, entre las que se han
reportado se encuentran los glucdsidos de pirimidina: vicina y convicina y sus
respectivas agliconas, isouramil y divicina (Lin y Ling, 1962), los cuales son poderosos

agentes oxidantes implicados en favismo (Mager et al., 1965), enfermedad
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caracterizada por una marcada anemia hemolitica, que afecta a algunas personas
después de la ingestion de semillas de Vicia faba, lo cual se presenta con mas
frecuencia en habitantes de paises del mediterraneo (Liener, 1982). Estas agliconas,
isouramil y divicina, se reconocen como los principales compuestos toxicos de esta
especie (Cheeke y Schull, 1985). Existe considerable variacién en la cantidad de
vicina y convicina en semillas de Vicia faba, entre semillas individuales y de acuerdo
al estado de madurez, del cultivar y las condiciones ambientales. Dentro de la semilla
estos glucésidos se encuentran primordialmente en los cotiledones mas que en la
testa, el contenido es mas abundante en los cotiledones verdes cuando presentan
contenidos de humedad de 80%, y declina hasta valores constantes en las semillas
maduras (40% de humedad) (Bubano et al., 1995). En las vainas no se encuentra ni

vicina ni convicina.

2.3 Requerimientos edafoclimaticos.

El cultivo del haba es de zonas frias y templadas. La temperatura Optima esta en
torno a los 15°C. Por lo general crece como un cultivo anual de invierno en areas
templadas y subtropicales; algunos cultivares de la regién del mediterraneo toleran
temperaturas de invierno de -10°C sin dafos severos, mientras que la mayoria de los
cultivares de Europa pueden tolerar hasta -15°C (Robertson, 1996). Aunque este
cultivo tolera casi cualquier tipo de suelo, tiene un mejor desarrollo en suelos con
buen drenaje, ricos en arena, limo y arcilla y requiere el suministro moderado de
humedad (Duke, 1981). Dentro de las leguminosas el haba es la que resiste menos la
sequia. Los requerimientos mas altos de humedad en este cultivo se registran entre

las 9 y 12 semanas después del establecimiento. La precipitacion ideal para esta
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especie se considera entre 650-1000 mm por afio (Kay, 1979). Vicia faba es mas
tolerante a condiciones de suelos acidos que la mayoria de las leguminosas. Las
estaciones de crecimiento deben tener poco o no excesivo calor, las temperaturas
optimas para la produccion varian de 18 a 27°C (Duke, 1981). El periodo de madurez
puede ir de 90-220 dias dependiendo del cultivar y las condiciones climaticas (Bond

et al., 1985).

2.4 Importancia del cultivo

En general las legumbres son de importancia nutritiva y econémica por su presencia
en los alimentos de millones de personas de todo el mundo. La importancia principal
de las legumbres reside en su elevado contenido de proteinas (el doble o triple de la
mayoria de los cereales) asi como en el hecho de constituir una valiosa fuente de
energia. Contienen, ademas, una buena cantidad de minerales esenciales nutritivos,
como calcio y hierro (Cuadro 2.1).

La utilizacion de las legumbres como alimentos se concentra en los paises en
desarrollo, que absorben el 90 por ciento del empleo mundial de legumbres
destinadas al consumo humano. En los paises de muy bajos ingresos, las legumbres
contribuyen a alrededor del 10 por ciento de las proteinas diarias y al 5 por ciento del
aporte energético de la alimentacion de la poblacion. Con estos antecedentes, Vicia
faba se situa como una leguminosa importante desde el punto de vista agronémico y
economico, por tener las caracteristicas nutrimentales de su grupo, como el alto

contenido de proteinas, lo que permite su uso como leguminosa de grano en
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alimentos, forraje y materia prima para la industria agroindustrial, basicamente, para la

elaboracién de harinas, enlatados, frituras y como congelado.

Cuadro 2.1. Valor nutritivo de algunas legumbres y de otros alimentos

Alimentos Calorias Proteina Calcio Hierro
(100g) (%) (mg/100g) (mg/100g)
Frijol 341 22.1 137 6.7
Haba 343 234 90 3.6
Garbanzo 358 201 149 7.2
Caupi 342 234 76 5.7
Guandu 343 20.9 129 5.8
Lentejas 346 24.2 56 6.1
Trigo (harina) 370 10.9 16 1.0
Arroz (elaborado) 360 6.7 10 0.9
Maiz (harina) 360 9.3 6 1.8
Yuca 338 1.5 12 1.0
Carne 198 19.0 11 2.3
Huevo 163 12.4 50 2.5
Leche 360 36.0 1235 0.9

Fuente F.A.O 2001

Ademas tiene la ventaja de poderse utilizar tanto en consumo fresco, aprovechandose
vainas y granos conjuntamente, asi como solo los granos, dependiendo del estado de
desarrollo en que se encuentren. Por ejemplo, en el Cuadro 2.2 se concentra
informacion del contenido bromatolégico y de algunos componentes quimicos de la
semilla del haba, tanto en estado verde como seco (Schmidt-Hebbel et al., 1992), en
donde se muestran cambios significativos en los contenidos de los compuestos

dependiendo del estado de madurez de la semilla.
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Cuadro 2.2 Contenido bromatolégico y composicidon quimica de Vicia faba L.

Componentes Haba Verde Haba Seca
100 g 100 g
Proteinas 99g¢g 231¢g
Grasa 03g 1849
Carbohidratos 18.3 ¢ 498 g
Calcio 50.0 mg 90 mg
Fésforo 190 mg 420 mg
Hierro 20.0 mg 4.9 mg
Tiamina 0.29 mg 0.61 mg
Riboflavina 0.15 mg 0.17 mg
Niacina 1.6 mg 2.5mg
Acido ascorbico 20.0 mg 2.0 mg
Calorias 130 cal 297 a 243 cal

2.5Tecnologia de produccion

2.5.1 Variedades o cultivares de haba

Esta documentado que en México existen los granos mas grandes de la subdivision
Vicia faba major, lo cual implica que se identifiquen algunos tipos de haba especiales
gue no se conocen en ninguna otra parte del mundo (Bukasov, 1981). En nuestro pais
no se cuenta con variedades mejoradas, por lo que la siembra de haba se realiza
mediante numerosos tipos de variedades criollas, que pueden diferir en el
rendimiento, tamafio y color (Claridades, 2001). Esto conlleva a una falta de control en
la calidad nutricional de la semilla que se siembra. En la actualidad, en México no se

conocen estudios que describan las caracteristicas de los cultivares que permitan
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obtener un mejor aprovechamiento de las propiedades agronomicas y de la

composicién quimica, nutricional y funcional de las semillas de haba.

2.5.2 Zonas de produccion

La producciéon de haba se lleva a cabo en cerca de 17 entidades, principalmente en
las partes templadas. Predominantemente en los estados de Puebla, México,
Tlaxcala, Veracruz, Michoacan, Oaxaca y Chiapas.Los estados de mayor importancia
son Puebla (22,242 ha), Estado de México (10,310 ha), Tlaxcala (7,305 ha), Veracruz
(3,666 ha) e Hidalgo (2,979 ha). Donde el 80% de la produccion de la semilla a nivel
nacional es aportado por Puebla (45%), Estado de México (20%) y Tlaxcala (15%)
(INEGI, 1997). Dentro del Estado de Puebla, la mayor produccién de haba se ubica en
la region Oriente, que comprende desde Tlacotepec hasta Huitzilan pasando por Cd.
Serdan y Libres (Claridades, 2001). Las diferencias en ambientes y latitudes se hacen
evidentes a través de los diferentes sitios donde se cultiva esta especie, o que

sugiere también variacion en los contenidos de los compuestos que los constituyen.

2.5.3 Importancia en la economia del pais

México ocupa el noveno lugar a nivel mundial en produccion de haba verde con una
produccion de 53 mil toneladas (Cuadro 2.3). En la Republica Mexicana el cultivo se
ha extendido principalmente en los Valles Altos Centrales, con aproximadamente 53
mil hectareas (INEGI, 1997), donde destaca el estado de Puebla, que ocupa el primer
lugar a nivel nacional en la produccion de haba (Claridades, 2001). Ademas del

aspecto nutricional de V. faba, es importante resaltar la funcion ecoldgica dentro del

19



agroecosistema ya que este cultivo por su sistema radical con nddulos, implica una
entrada importante de nitrégeno al suelo, de esta forma en el haba los campesinos no
solo encuentran un alimento sino que ademas aporta una gran cantidad de biomasa
que funciona como abono verde y forraje. EIl cultivo de haba retroalimenta las
estrategias de produccion para el autoconsumo a nivel de las unidades domesticas

campesinas (Diaz, 2004).

Cuadro 2.3 Principales paises productores de haba

Paises Produccion haba verde
(Ton)
Argelia 125,000
China 115,991
Chipre 110,00
Marruecos 103,820
Espafna 73,100
Italia 66,764
Peru 66,085
Irak 60,000
México 53,000
Siria, Republica Arabe 53,290

Fuente: F.A.O (2002)

2.6 L-Dopa

2.6.1 Historia

L-Dopa, isémero del aminoacido 3,4-dihidroxifenilalalanina, fue aislado en 1913 a
partir de semillas de Vicia faba por Marcus Guggenheim, dos afos antes Casimir

Funk (1911) habia sinterizado D, L-dopa en el laboratorio. Ambos investigadores
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consideraron a este aminoacido como un compuesto predecesor de la adrenalina.
Guggenheim, ademas de aislar la L-dopa, fue también el primero en realizar, con el
material aislado, una cierta farmacologia simple, en un mismo experimento,
Guggenheim injirié 2.5 g de la L-dopa y notd su accién emética que, sin embargo, él
interpretdé como irritacion inespecifica de la mucosa gastrica, ahora se sabe que la
accion emeética de L-dopa es debido a su conversion a dopamina (DA). En
investigaciones realizadas durante 1927, Harai y Gondo Encontraron que D,L- Dopa
causa una fuerte hiperglicemia en conejos. En 1930, Hasama demuestra que en
conejos D,L-dopa , en contraste con el efecto vasopresor de la adrenalina, provoca un
claro efecto en la presién arterial con bajas dosis. Mas adelante en el afio de 1938,
Peter Holtz y colaboradores descubrieron una enzima, llamada dopa descarboxilasa,
que en tejido de mamiferos (rinones) convierte a L-dopa a su correspondiente forma
biolégicamente activa, que es la dopamina (DA), esto representd un momento crucial
en la investigacion de la catecolamina; que permiti6 que Blaschko y Holtz postularan
el camino valido de la sintesis de la catecolamina en el cuerpo:

L-Tirosina » L-Dopa » Dopamina » Noradrenalina » Adrenalina

A partir de este descubrimiento se realizaron investigaciones en animales y humanos,
y fue hasta 1960 cuando se observo que en el cerebro de los enfermos con mal de
Parkinson tenian un déficit de DA, un afo después L-dopa fue utilizado de manera
exitosa como tratamiento terapéutico en pacientes con mal de Parkinson
(Hornykiewicz, 2002). Actualmente L-dopa siguen siendo el tratamiento mas eficaz

para el control sintomatico de la enfermedad de Parkinson. El cuadro 2.4 reseia la
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historia de la evolucion del uso de L-dopa en el tratamiento del Sindrome de

Parkinson.

Cuadro 2.4 Descubrimientos que llevan al uso de la L-dopa para tratamiento de

Parkinson

ANO EVENTO
1911 Funk sintetizé D, L-dopa en el laboratorio.

1913 M. Guggenheim aislé L-dopa de semillas de Vicia faba,
isbmero biolégicamente inactivo

1916 L-Dopa fue propuesto como el compuesto originario de la
melanina.

1927 Hirai y Gondo reportan que D, L-dopa causa
hiperglucemia en conejos

1930 Hasama demostré que D,L-dopa produce la baja de
presién arterial en conejos

1938 Holtz et al descubren la enzima L-dopa descarboxilasa, al
transformar L-dopa a DA por homogenizados renales

1939 L-dopa se postuld como un intermediario en la formacion
de catecolaminas fisiolégicamente activas.

1941-42 L-Dopa es descarboxilada a DA en el cuerpo animal y
humano.

1957-59 La descarboxilacion que produce DA ocurre en el cerebro
de animales y humanos, es concentrado en los ganglios
basales

1960-62 DA ampliamente reducida en ganglios basales y orina
especificamente en pacientes con mal de Parkinson

1961-67 L-Dopa es la droga mas eficiente para el tratamiento de
mal de Parkinson.

2.6.2 Estructura quimica

En V. faba también estan presentes compuestos fendlicos como la L-dopa (3,4-L-
dihidroxifenilalanina), que en algunas ocasiones esta unido a una molécula de glucosa
formando su derivado B-glucosidico (Andrews y Pridham, 1965). El Dopa-glucdsido,
de férmula 3-(3'-B-D-glucopiranésido-4'-hidroxifenil) alanina, por hidrdlisis del enlace

B-glucosidico libera una molécula de L-dopa y otra de glucosa (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Estructura quimica del Dopa-glucésido y de su aglucén L-dopa

2.6.3 Biosintesis de L-dopa

La sintesis de L-dopa se inicia por la ruta metabdlica de las pentosas fosfato y
continua por la ruta del acido shikimico, donde es sintetizado su precursor L-tirosina.
Este proceso termina con la actuacion de la enzima tirosina hidroxilasa, que cataliza
la hidroxilacion del anillo aromatico de L-tirosina para transformarlo en L-dopa (Figura
2.4) (Griffith y Conn, 1973; Shetty et al., 2001; Randhir et al., 2002). EI compuesto L-
3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa) se produce a partir del aminoacido tirosina por
medio de la accion enzimatica mediada por tirosinahidroxilasa. L-dopa es también la
molécula precursora de los neurotransmisores dopamina, norepinefrina y epinefrina.
Los estudios efectuados con sustancias marcadas con carbono 14 radiactivo,
demuestran que la L-dopa se forma en el organismo y en el encéfalo a partir del
aminoacido L-tirosina por la accidén de la enzima L-tirosinhidroxilasa, nombre quimico
acido (-)-L-amino-b-(3,4-dihidroxibenceno) propanoico precursor metabdlico de la

dopamina (Hornykiewicz, 2002).
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Figura 2.4 Ruta de biosintesis de L-dopa

2.6.2 Usos terapéuticos
L-dopa se utiliza como farmaco para aumentar niveles de la Dopamina en los
enfermos con mal de Parkinson, puesto que puede cruzar la barrera cerebral mientras

que la dopamina no puede cruzar esta barrera. Una vez que la L-dopa se ha
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incorporado el sistema nervioso central (SNC), es metabolizado a la dopamina por la
enzima decarboxilasa del L-aminoacido-aromatico-. Sin embargo, la conversion a la
dopamina también ocurre en los tejidos finos periféricos, causando efectos nocivos y
disminuyendo la dopamina disponible al SNC. Ademas, con el consumo de V. faba se
evitan los efectos secundarios producidos por la L-dopa sintética y su interferencia
con los alimentos ingeridos (Kempster et al., 1993; Rabey et al., 1993 Shetty et al,,
2001; Randhir et al., 2002). A nivel renal, también se produce una descarboxilacion
enzimatica de la L-dopa, que proporciona la dopamina necesaria para tratar
hipertension, alteraciones cardiacas y renales, y cirrosis hepatica (Vered et al., 1997).
En la actualidad, el suplemento de L-dopa por la ingesta de haba esta siendo
explorado, debido a que el consumo de habas muestra un incremento en los niveles
de L-dopa en la sangre con una marcada mejoria en los pacientes con Enfermedad

de Parkinson (Randhir y Sheety, 2004).

2.6.5 Distribucion de L-tirosina y L-dopa en Vicia faba

La L-dopa se encuentra naturalmente en plantas, vainas y frijoles de Vicia faba y en
las semillas de Mucuna pruriens (lkram-ul-Haq y Sikander Ali, 2006). Estudios
realizados en la planta, flor y fruto de Vicia faba (variedad equina), mostraron que
existe un aumento gradual de los aminoacidos L-dopa y L-tirosina, a lo largo del
desarrollo vegetativo, siendo la floracion el periodo de mayor contenido de ambos
aminoacidos, la concentracion desciende en el periodo de fructificacion. En el mismo
estudio se reportaron bajas concentraciones de L-dopa en las semillas y los

cotiledones pero un alto contenido de L-dopa en las vainas (Cuadro 2.5)
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(Cenarruzabeitia et al., 1977). Los resultados descritos en el cuadro 2.5 son similares
a los obtenidos por Burbano et al. (1995), donde se reporta una concentracion de L-
dopa en la testa y los cotiledones de 0.06%, y una concentracion elevada en vaina
verde (6.75%). La concentracion en la vaina disminuye durante el secado, reportando

un nivel del 0.05% cuando la vaina tiene un 80% de pérdida de agua.

Cuadro 2.5 Distribucion de L-dopa en la flor y tejidos del fruto de Vicia faba

ORGANO DE LA L-DOPA L-TIROSINA

PLANTA mg/g tejido mg/g tejido
Semilla completa 0.07+0.01 0.58+0.02
Tegumento de semilla 1.84+0.14 1.27+0.02
Cotiledon de semilla 0.06+0.01 0.36+0.01
Vainas de semilla 10.97+0.05 3.90+0.08
Flor 31.98+0.12 40.38+0.01

Fuente: Cenarruzabeitia et al. (1977)

2.7 Compuestos fendlicos en Vicia faba

Las plantas alimenticias son una fuente excelente de fitoquimicos fendlicos,
especialmente como antioxidantes. Mientras que los antioxidantes de fuentes de la
dieta se utilizan tradicionalmente en la preservacién de los alimentos, y muchos de
ellos tienen aplicaciones terapéuticas y en la prevencion de enfermedades (Shetty,
1997, 2001). Por lo que en afos recientes reviste gran importancia conocer la funcion
nutricional y terapéutica de los fitoquimicos que se consumen en la dieta,
especialmente de los antioxidantes fendlicos, dada la importancia de estos
fitoquimicos en la prevencion de enfermedades cronicas ligadas a la oxidacién (Shetty
y Wahlqvist, 2004). En general los fitoquimicos fendlicos se han asociado con accién
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antioxidante en los sistemas bioldgicos, interviniendo como rastreadores de oxigeno
singulete y radicales libres (Rice-Evans et al., 1995). Estudios realizados con
anterioridad sefalan una funcion para los compuestos fendlicos vegetales en la salud
humana, en particular en el cancer (Hertog et al., 1995; Paganga et al., 1999). Asi se
sabe que los compuestos fendlicos vegetales son un subgrupo importante de

metabolitos secundarios, que tienen diversas aplicaciones funcionales y medicinales
(Shetty y Wahlqvist, 2004).

Por ejemplo, las semillas de Vicia faba que son un recurso valioso en la alimentacién
por su alto contenido de proteina, presentan factores anti-nutricionales que limitan su
uso. Como lo muestra Bond (1976), quien documenta la presencia de compuestos
fendlicos (taninos) en algunos cultivares de haba. Por otra parte, en un trabajo
realizado sobre la composicion de compuestos fendlicos en dos cultivares de Vicia
faba, uno rico en taninos condensados (cv. Alfred) y otro libre de taninos (cv.
Blandine), mostro que las semillas tuvieron dos diferentes patrones quimicos
(Bekkara, 1998). Por ejemplo, el patrén de compuestos fendlicos de la testa del cv.
Alfred tuvo principalmente derivados de catequinas, taninos condensados y flavonas,
mientras que el patrén de fendlicos del cotiledon y la semilla completa fueron muy
parecidos y se compusieron principalmente de acidos fendlicos, catequina y en
cantidades menores flavonas. La testa del cv. Blandine presento acidos fendlicos,
flavonas, flavonoles y dihidroflavonoles, en contraste el perfil fendlico de la semilla
entera y los cotiledones estuvieron constituidos principalmente de acidos fendlicos.

Algunos otros datos sobre la presencia de compuestos fendlicos en V. faba,

argumentan que estos compuestos se producen como una respuesta al medio
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ambiente, como resultado del metabolismo secundario. Por ejemplo, el caso de
plantas sometidas a estrés bidtico y abidtico, muestran la estimulacion de compuestos
fendlicos incluyendo lignina y suberina, particularmente la exposicién de V. faba a un
tratamiento de microondas, muestra un incremento de compuestos fendélicos (Randhir
y Shetty, 2004). Actualmente se estan realizando estudios para identificar las

relaciones entre compuestos fendlicos y L-dopa.
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lll. Objetivos

3.1 Objetivo general
Determinar cambios en la composicion quimica de pericarpio y semilla de Vicia faba
L. en diferentes estados de desarrollo en colectas representativas de la Mesa Central

de México

3.2 Objetivos Particulares

e Determinar la variacion en el contenido de proteina, compuestos fendlicos, L-
dopa y L-tirosina en pericarpio y semillas de diferentes colectas de Vicia faba L.

e Conocer la distribucion del contenido de proteina, compuestos fendlicos, L-
dopa y L-tirosina en vaina, testa y cotiledén de Vicia faba L. a diferentes dias
después de la floracion,

e Con base en su composicion quimica, identificar las colectas de haba con
caracteristicas deseables para consumo directo y el aprovechamiento

industrial.

IV. Hipétesis

El contenido de proteina, compuestos fendlicos, L-dopa y L-tirosina variara
diferencialmente en los tejidos de la vaina de Vicia faba en relacion con el estado de

desarrollo y con el genotipo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Se utilizaron 34 colectas previamente seleccionadas por sus caracteristicas
fenoldgicas sobresalientes, 19 de las colectas provenientes del Estado de Puebla, 10
del Estado de México y 4 de Tlaxcala, ademas de 1 colecta extranjera, con la finalidad

de ser utilizada como colecta control (Cuadro 5.1A, ver apéndice)

5.2 Diseno de lotes experimentales

La siembra se realizo el dia 4 de abril del 2006, en condiciones de temporal, en el
predio del Sr. Felipe Jiménez, ubicado en San Cayetano perteneciente al Municipio de
Chalchicomula de Sesma, Serdan, Puebla. Se establecieron 3 bloques de 3 m con 12
surcos cada uno, el ancho del surco fue de 70 cm, en cada surco se sembraron 7
matas de cada una de las 33 colectas. Se utilizo 1 surco para cada colecta con una

distancia entre matas de 30 cm, el numero de granos por mata fue de dos.

5.2.1 Marcado de flores

Con la finalidad de evitar la polinizaciéon cruzada, el dia 9 de junio de 2006, sobre la
parcela experimental se colocé una malla antiafidos (Figura 5.1); a partir de esta fecha
las plantas de las colectas precoces se encontraban en el inicio de la floracion y se
comenzo el marcaje de las flores abiertas de cada mata, con listones de colores, con
el objeto de conocer la edad de las vainas formadas y asi poder hacer la colecta de

las muestras en el tiempo elegido (Figura 5.2).
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Figura 5.1 Parcela experimental, cubierta por malla antiafidos, en donde se

establecieron las colectas.

Figura 5.2 Marcado de flores para control de la edad en vainas de Vicia faba,

formacién de vainas en Vicia faba

5.3 Colecta de vainas y flores
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La colecta de las vainas se realizo a los 25, 30, 40 y 90 dias después de la floracién
(DDF). De cada colecta se colectaron de 15-20 vainas por cada fecha, estas muestras
se almacenaron en bolsas de aluminio y se transportaron en un termo con hielo para
mantenerlas frescas para su diseccidn en pericarpio, testa y cotiledon (Fig. 5.3).
Posteriormente el 60% del material disecado fue congelado a -40°C para los analisis
de contenido de proteina y compuestos fendlicos totales y el resto se liofilizo para

realizar posteriormente los analisis de L-dopa y L-tirosina.

Figura 5.3 Material disecado de Vicia faba L, pericarpio y semillas, a 30 dias

después de la floracion

Adicionalmente se colectaron muestras (10-15 repeticiones) de estructuras
reproductivas: boton chico (4-6 mm) (Figura 5.4A), botén grande (8-12 mm) (Figura
5.4B) y flor abierta (Figura 5.4C) de las colectas: Master Piece Green, C-182, C-160 y
C-161, las cuales fueron liofilizadas y mantenidas en refrigeracion para realizar

posteriormente los analisis del contenido de L-tirosina y L-dopa.
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Figura 5.4 Muestras colectadas durante la floracion de Vicia faba L.: A) Botén chico,

B) Boton grande y C) Flor.

5.3.1 Técnicas de analisis

Se realizaron analisis de contenido de proteina soluble, compuestos fendlicos totales,
L-tirosina y L-dopa en el material disecado (pericarpio, testa y cotiledén) de las
diferentes colectas. En las estructuras reproductivas solo se analizo L-tirosina y L-

dopa.

5.4 Proteina soluble total

La presencia de aminoacidos y proteinas en una disolucion puede ponerse de
manifiesto por un gran numero de ensayos generales o especificos (segun el grupo
funcional con el que reacciones el reactivo) basados en la formacion de un compuesto
coloreado entre el aminoacido o la proteina y un reactivo especifico. El Método de
Bradford (1976) se basa en la unidbn no covalente del azul de Coomassie a las
proteinas, utilizando como estandar albumina de suero bovino, leyendo la

absorbancia a 595 nm.
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5.4.1 Preparacion de extractos para cuantificacion de Proteina

50 mg de material vegetal se extrae en 1 mL de buffer de extraccién (Tris-HCI 100
mM pH 7.6 conteniendo DTT 5mM), usando un mortero fri6 y un poco de arena de
mar. El extracto se mantiene en hielo y se centrifuga a 14000 rpm durante 5 minutos a

4°C. Las alicuotas de los extractos de almacenan en congelacion a -20 °C.

5.4.2 Determinacién de Proteina

El ensayo de proteica consiste en mezclar en un tubo eppendorf 5 pL del
sobrenadante de la extraccion mas 295 uL de agua. Preparar por lo menos un blanco
con solo 300 yL de agua. Una vez que se tienen preparados todos lo tubos con los
estandares y las muestras que se van a medir por triplicado se agregan 50 pL de
reactivo de Bradford a cada tubo. Se agitan los tubos y en un lapso no mayor de 15
minutos se toma la lectura en el lector de microplacas a una longitud de onda de 595

nm.

5.4.3 Curva de calibrado de proteina
Se realiza una curva estandar de proteina (12.5 mg de albumina/50 mL de agua) BSA

(0.25 ug pL™") (cuadro 5.2A, ver apéndice) (figura 5.5A, ver apéndice).

5.5 Determinacién de compuestos fendlicos
Se utilizo el micro-método de Folin-Ciocalteu propuesto por Singleton y Rossi (1965) y
modificado por Singleton et al. (1999). Para esta prueba se usaron 50 mg de

muestra, que se colocaron en 1.5 mL de etanol al 95%, se mantuvieron a -20°C
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durante 48-72 h. Posteriormente la muestra se macero y se centrifugo a 13000 rpm
por 10 minutos. 20 uL del sobrenadante (o de estandar acido galico) se mezclo con
1.58 mL de agua destilada y 100 pL de Folin al 50% (Sigma, St. Louis, MO). Después
de 8 minutos se adicionaron 300 pL de Na,COs al 5%, se agito con el vortex y se
incubo 30 minutos en oscuridad en bafio maria a 40°C. Posteriormente se medio la

absorbancia a 725 nm en un espectrofotdmetro UV-visible (Evolution 300, Thermo).

5.5.1 Curva de calibrado de compuestos fendlicos
Se hizo una curva patron con Acido Galico 25 mg en 5 mL de etanol y se aforo a 50

ml de agua destilada (0.5 ug.mL™") (Cuadro 5.3A, ver apéndice).

5.6 Determinacién de L-dopa y L-tirosina
Los aminoacidos L-dopa y L-tirosina se cuantificaron en los tejidos liofilizados de haba
(vaina, testa, cotileddn, botones florales y flores) de acuerdo con el método propuesto

por St-Laurent et al. (2000) con algunas adecuaciones.

5.6.1 Extraccidn

Para proceder a la extraccién de la L-dopa y la L-tirosina se tomaron 35 mg de tejido
(vaina, testa cotiledén o flor) macerado en mortero y se afadieron 7.5 mL de una
solucion de agua:acetonitrilo 85:15 a pH 5. La mezcla se homogenizd en un
homogenizador Heidolph (mod. Diax 600) a 9500 rpm, durante 5 min, manteniendo la
muestra en hielo. Posteriormente el homogenizado se centrifugd a 712 g durante 15

minutos en una centrifuga marca Eppendorf (modelo 5804). A continuacion se colecté
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el sobrenadante y se filtré a través de un acrodisco con una membrana de poro 0,45
pm, (Millipore), el filtrado se depositd en viales de 2 mL. Los viales se mantuvieron en
bafo con hielo hasta el momento de la inyeccion en el cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucion, o bien se almacenaron en refrigeracion a 4°C por 12 h para su
posterior analisis. La extraccién de estos compuestos se realizé por duplicado para

cada muestra.

5.6.2 Separacion y cuantificaciéon

La valoracion de L-dopa se realizé por cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) en fase reversa, utilizando un cromatografo (Hewlett Packard, modelo 1100,
Alemania) equipado con bomba cuaternaria, un inyector automatico marca. Agilent
Technologies mod. 1200 y un detector de arreglo de diodos.

La L-dopa se separ6 con una columna Chiral-AGP de 100 x 4.0 mm D.l., de 5 ym de
tamafio de particula, utilizando como fase maévil (1 mL min™) 15:85 de acetonitrilo
(ACN): agua, una longitud de onda de 280 nm y una temperatura de andlisis de 25° C.
Para la separacion y cuantificacion de L-tirosina se utilizé una columna LiChrospher
RP 18, 250 x 4.6 mm D.l., de 5 p de tamano de particula, de Hewlett Packard,
también se utilizaron las mismas condiciones del cromatografo que se emplearon en
el analisis de L-dopa. Una vez finalizados los analisis se lavaron las columnas con un
gradiente de agua: ACN en el siguiente orden: t=0 min, 15% ACN, 85% Agua; t=15
min, 30% ACN, 70% Agua; t=30 min, 50% ACN, 50% Agua; t=45 min, 75% ACN, 25%

Agua; t=60 min, 100% ACN. Al inicio del analisis, se retiré el ACN haciendo pasar por
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la columna la combinacion de fase movil 15:85 ACN: agua hasta que se presento la

sefal estable. Cada muestra se analizé por duplicado en condiciones isocraticas.

5.6.3 Preparacion de curva estandar.

La identificacién y cuantificacion de la L-dopa y L- tirosina se hizo comparando los
tiempos de retencidén y espectros obtenidos con los de la curva construida con sus
estandares respectivos de L-dopa (3,4-Dihidroxi-L-fenilalanina, sigma, No. Cat.
D9628) y L-tirosina (Harleco, No. Cat P-271).

La curva estandar se prepard con diluciones de una solucién patron disolviendo 5 mg
de L-dopa en 1 mL de fase movil, se afladieron 100 pL de acido ortofosférico y 300 pL
de una solucion 5N de NaOH, agitandose vigorosamente hasta la disolucion de la L-
dopa y L-tirosina. A partir de la solucién patrén se prepararon diluciones con 18, 36,
72, 142 y 286 ug/ mL de L-dopa (figura 5.6A) y L-tirosina (figura 5.7A) por separado.
Los compuestos presentaron un comportamiento lineal en el intervalo de

concentracion utilizado, con un coeficiente de correlacion (r) de 0,998.

5.7 Analisis estadistico
A cada conjunto de datos se les aplico la prueba de normalidad (Bondad y ajuste; x?).

Las variables que no presentaron una distribucién normal fueron trasformadas a
logaritmo base 10 o a logaritmo natural, para la aplicacion del analisis de varianza.
Las que presentaron igual numero de repeticiones en la programacién de SAS se
analizaron con la terminacion PROC ANOVA, por el contrario las variables con

diferente numero de repeticiones con la terminacion PROC GLM. Para las diferencias
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estadisticas entre las medias se aplico la prueba de Tukey. El paquete estadistico que

se utilizo fue STATGRHAPHICS Plus 4 y SAS 9.1.

El modelo estadistico del disefio experimental completamente al azar fue:
Yij=p + Ti + €ij

Donde:

Yij: variable respuesta

i: tratamiento

j: repeticion

M: media

Ti: efecto del tratamiento

€ij: error experimental
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Contenido de proteina, compuestos fendlicos totales, L-dopa y L-tirosina en
pericarpio y semilla a diferentes dias después de la floracion en colectas de

Vicia faba L.

A continuacion se describen los cambios en composicidn quimica de pericarpio y
semilla de Vicia faba L. en diferentes estados de desarrollo de 22 colectas de la Mesa
Central de México, provenientes de los principales estados productores de este cultivo
(Puebla, Estado de México, Tlaxcala). La variacion entre germoplasma de haba
presento diferencias estadisticas altamente significativas entre colectas, tejido y dias
después de floracién (DDF) en las cuatro variables evaluadas en la vaina y el grano
(p < 0.01) (Cuadro 6.1). El coeficiente de variacion para la mayoria de las variables
quimicas estudiadas presenta una variacién entre 13.55 y 16.55%, lo que confiere

respaldo estadistico para la interpretacion de los resultados obtenidos (cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Promedios, coeficientes de variacidon y cuadrados medios de cuatro

variables en 20 colectas de haba de los Valles Altos de México.

Coeiij%iente Cuadrados medios
Variable Media  Variacién  Colecta Tejido DDF' Error
Proteina
(%) 5.952 15.636 22.827*** 4771.865** 690.347*** 0.866
C. fendlicos
(%) 31.389 16.297 1943.982*** 22182.421*** 39998.374*** 26.170
L-Dopa

(mg-g‘“PS) 4.215 13.552 19.009*** 6.51.301*** 61.783*** 0.326
L-Tirosina
(mg-g'1PS) 0.437 16.55 0.827*** 2.312*** 0.269*** 0.005

" Dias después de floracion. *** P<0.0001
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En el cuadro 6.2 se presentan los promedios por colecta de las cuatro variables de las

22 colectas, independientemente de tejidos y DDF.

Cuadro 6.2. Promedios de cuatro variables quimicas de las colectas de haba de los

Valles Altos de México.

Proteina C. fendlicos L-Dopa L-Tirosina
colecta ) (%)  (mgg'PS) (mgg'PS)
32  6.078 e 24659 9 5246 *° 0244 "
86 5926 %M 29@52 %N 4461 < 0485

117 5256 " 30.863 %' 5003 "%
160  6.981 ° 43842 ° e

161  4.439 k 738772 0.533 K 0.172 '
171 4.900 i 37.000 °© 4166 %9 0.167 '
181 s e 9.263 ° 0296 "
182 5489 °M 26416 ° 2371 1 0384
193  5.079 o 26.036 9 - 0.315 9"
216 3.740 kK 290433 %9 .
238  5.987 efh 49333 P 5510 ° 0251 M
249 7.038 *° 31.020 o 2.760 " 0568
252  6.130 Pt 32 117 < 3.236 M 0518
268  6.032 cdefon 3665 " 1.137°
269  6.696 27298 ¢ 3580 9" 0469
272  5.017 i 26974 5120 4 s
274  8.623% e e 0.653 °©
279 5694 ¢ 31145 cef 2792 L
280 6.286 " 19.091 " 3.061 Mo0.822 °
281 7.191° 29478 *0¢
284  6.636 % 34.682 4.065 9 0630 °
MP  5.202 ohi 32212 c°d 3697 " 0435
DMS 1.066 6.053 0.980 0.098

Media arménica para Proteina soluble = 19.72, Compuestos fendlicos = 18.275, L-dopa =
8.436 y L-tirosina = 13.23. MP: Master Piece. Letras diferentes en cada columna indican
diferencia significativa Tukey (P<0.05)
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Las diferencias entre colectas, resultaron altamente significativas para todas las
variables, lo que pudiera ser un indicador de la amplia diversidad genética entre las
poblaciones de los diferentes agricultores y des base para identificar material
sobresaliente dentro de cada variable evaluada (cuadro 6.2). En particular se detecto
que la colecta 274 fue estadisticamente superior y diferente a las demas colectas en
relacion con su contenido de proteina independientemente del tejido y la edad (cuadro
6.2), aunque también se identificaron algunas colectas con contenido bajo como la
161 y la 216. Sin embargo, respecto al contenido de compuestos fendlicos en
promedio en todos los tejidos la colecta 161 fue la que supero estadisticamente a
todos las demas colectas mostrando los contenidos mas altos (cuadro 6.2). En
relacion con el contenido de L-dopa, en promedio de los tres tejidos (vaina, testa y
cotileddn) se detecto un intervalo bastante amplio de 0.53 mg-g™ PS hasta 9.26 mg-g™
PS, destacando la colecta 181 que en promedio tuvo el contenido mayor y fue
estadisticamente diferente a las otras colectas (cuadro 6.2). El contenido de L-tirosina
en promedio tuvo un intervalo mas estrecho de variacién de 0.17 — 1.14 mg-g”" PS

(cuadro 6.2).

Los valores promedio de las cuatro variables evaluadas por tejido y por dias después
de la floracion (DDF) de las 22 colectas estudiadas se muestran en el cuadro 6.3. Las
diferencias entre tejidos y entre DDF, resultaron estadisticamente significativas
estadisticamente para todas las variables (cuadro 6.3). En relacién al contenido de
proteina la mayor acumulacion se presento a los 90 DDF en el cotiledén, y el
contenido mas bajo a los 25 DDF tanto en testa como en vaina (cuadro 6.3). Los

compuestos fendlicos tuvieron su mayor acumulacion en la testa a los 25 DDF, y

41



tendieron a disminuir de forma gradual a partir de los 30 DDF, teniendo los valores
estadisticamente menores cuando la semilla esta madura a los 90 DDF (cuadro 6.3).
Respecto al contenido de L-dopa, la vaina fue el tejido que en promedio tuvo el
contenido mas alto, seguido de la testa y el cotileddn, y fue a los 25 DDF, en el estado
de madurez mas temprano evaluado, cuando se detectaron los valores mayores
(cuadro 6.3). Mientras que la L-tirosina se acumulo principalmente en el cotiledén y en
la testa, y fue a los 30 y 90 DDF cuando se mostraron los valores mas altos (cuadro

6.3).

Cuadro 6.3. Promedios para cuatro variables en vaina, testa y cotiledon, y a diferentes

dias después de la floracion de 22 colectas de haba de los Valles Altos de México.

Factor Proteina C. fendlicos L-Dopa L-Tirosina
(%) (%) (mg-g”'PS) (mg-g”'PS)
DDFS
25 3.259 ° 56.147 @ 5712° 0.392 °
30 6.122 P 34.694 ° 4.489 ° 0.475°
40 6.292 P 16.667 ° 4216 ° 0.427 °
90 8.953 @ 6.046 ¢ 3.176 ° 0.451 @
DMS 0.303 2.013 0.296 0.031
Tejido"
Vaina 3.008 ° 23811 ° 6.570° 0.261 °
Testa 2.952 P 38.848° 1.985 P 0.519°
Cotiledon  11.898 2 1.344 °© 0.5232
DMS 0.231 1.032 0.246 0.024

Medias con la misma letra en cada variable y por cada factor no son estadisticamente  diferentes
(Tukey P<0.05). DDF: dias después de la floracion. SMedias de todas las colectas y de todos los
tejidos (vaina, testa y cotileddn). TMedias de todas las colectas y de los diferentes DDF.

La interaccion de dias después de la floracion (DDF) con los tejidos (vaina, testa y
cotileddn) de las 22 diferentes colectas de haba evaluadas tuvo un efecto diferencial
en las variables (cuadro 6.4). Por ejemplo, el contenido de proteina en el cotiledén fue

mayor y estadisticamente diferente a la testa y la vaina desde los 25 hasta los 90
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DDF. El contenido de compuestos fendlicos, la testa fue el tejido que mantuvo el valor
mas alto y estadisticamente diferente a la vaina aunque tendié a disminuir con el

desarrollo de los tejidos (cuadro 6.4).

Cuadro 6.4 Comparacion de promedios de cuatro variables quimicas en vaina, testa y

cotiledén en distintas fechas de floraciéon de las 22 colectas de haba.

Factor Proteina Compuestos L-Dopa L-Tirosina
(%) fendlicos (%) (mg-.g'PS) (mg-g'PS)
25 DDF
Tejido
Vaina 3.134 ° 48.619 P 7.244 2 0.362 P
Testa 2781 ° 64.093 @ 2.462 P 0.486 2
Cotileddn 4.247 @ 2.067 ° 0284 °
DMS 0.248 2.542 0.796 0.059
30 DDF
Tejido
Vaina 5.487 ° 20.333 ° 4.800° 0.253 ¢
Testa 5.760 ° 49.288 @ 4215 P 0.400 °
Cotiledén 9.401 @ 3482 ° 0.793°
DMS 1.643 2.246 0.571 0.031
40 DDF
Tejido
Vaina 1.900 ° 11.242 ° 5.107 @ 0212 ¢
Testa 1.949 ° 22.091 2 2.035 P 0.672°
Cotiledon  15.026 2 1.139 ¢ 0.398 P
DMS 3.399 2.838 0.275 0.028
90 DDF
Tejido
Vaina 1.022 ° 4.024 ° 10.320 @ 0.245 P
Testa 1.113 7.778 2 0.403 ° 0.480 2
Cotiledon ~ 24.721°2 0.246 ° 0.549 2
DMS 3.371 0.615 0.604 0.095

Medias con la misma letra en cada variable y por cada factor no son estadisticamente
diferentes (Tukey P<0.05). DDF: dias después de la floracion.

Respecto al contenido de L-dopa, la vaina fue el tejido que tuvo la concentracion mas
alta seguida de la testa y el cotiledén a partir de los 25 DDF. Mientras que la
acumulacion de L-tirosina, aunque tendié a presentar los contenidos mas altos en la
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testa a los 25, 40 y 90 DDF, no tuvo un patron tan definido por tejido como en las

otras variables evaluadas (cuadro 6.4).

6.2 Correlaciones entre las variables de respuesta Proteina, Compuestos

fendlicos, L-dopa y L-tirosina.

Con el propdsito de detectar la relacion entre variables se determinaron los
coeficientes de correlacién entre las variables de respuesta mediante la Prueba de
Pearson (Milton y Tsokos, 2001), la cual realiza una cuantificacion de la fuerza de la
relacion lineal entre dos variables cuantitativas, es decir, determina el grado de
correlacion adaptado a la naturaleza de los datos.

La correlacion de proteina con compuestos fendlicos resulto positiva y altamente

significativa (cuadro 6.5).

Cuadro 6.5 Correlaciones entre las variables quimicas evaluadas en vaina, testa y

cotileddn de las colectas de Vicia faba L.

Variables n r P

Proteina x Compuestos fendlicos 330 0.3165 <0.0001
Proteina x L-Dopa 162 -0.4045 <0.0001
Proteina x L-Tirosina 213 0.2714 <0.0001
Compuestos fendlicos x L-Dopa 132 0.0216 0.8036
Compuestos fendlicos x L-Tirosina 144 0.1193 0.1543
L-Dopa x L-Tirosina 96 -0.2942 0.0036

Respecto a la relacién entre el contenido de proteina y L-dopa se detecté una
correlacion negativa altamente significativa, lo que indica que las colectas de haba

que presentan alto contenido de proteina tienen un contenido bajo de L-dopa, lo cual
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podria ser adecuado en los casos que no se desee cultivar colectas con alto
contenido de este aminoacido, pero si con un nivel adecuado de proteina. Mientras
que en el contenido de proteina y L-tirosina la correlacion fue positiva y altamente
significativa. Ademas, se mostrdé una correlacidon significativa pero negativa entre el
contenido de L-dopa y L-tirosina, lo que se explica por ser la L-tirosina el aminoacido
precursor del aminoacido neurotransmisor L-dopa (Bahena-Trujillo et al., 2000), que

tiende a disminuir cuando hay una mayor sintesis de L-dopa.

6.3 CONTENIDO DE PROTEINA SOLUBLE TOTAL

6.3.1 Proteinas solubles totales a los 25, 30, 40 y 90 dias después de la floracion
en vaina, testa y cotiledon.

El contenido de proteina que se reporta en la literatura en Vicia faba L. en promedio
es de aproximadamente 27-28% en el cotiledon, aunque también se han reportado
genotipos con 35% o cantidades mayores (Mc Phee y Muehlbahuer, 2002). Sin
embargo, no se encontraron reportes en la literatura de los contenidos de proteina en
las vainas y testas durante el desarrollo de las semillas de Vicia faba L. En este
estudio se encontr6 que a los 25 dias después de la siembra las 14 colectas
evaluadas presentaron diferencias marcadas en las concentraciones de proteina
soluble total en vaina, testa y cotiledon como se observa en la figura 6.1A, donde
destacan las colectas 161, 238, 269 y 279 que en promedio de la suma de los tres
tejidos presentaron el contenido mas alto con valores de 14.09, 12.22, 11.69 y 12.27

% respectivamente (Figura 6.1A)
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Figura 6.1 Contenido de proteina soluble total en vaina, testa y cotiledon a los 25 (A)
y 30 (B) dias después de la floracién (DDF). Los datos son promedios, n= 10 para

cada tejido.
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A los 30 DDF, el patron de acumulacion de proteina se incremento y cambio entre las
diferentes colectas; por ejemplo, a esta fecha fueron las colectas 86 (22.04%), 269
(27.04%) y MP (24.13%), las que en promedio de la suma de vaina, testa y cotiledon
tuvieron los porcentajes mayores (figura 6.1B). Aunque a esta misma fecha (30 DDF),
también se detectaron colectas con porcentajes de proteina soluble de casi la mitad
de lo que acumularon algunas colectas a los 25 DDF, como la colecta 272 con un
contenido de 10.24 % de la suma de los tres tejidos. Algo muy notorio fue que a partir
de los 40 DDF, el contenido de proteina en el cotileddon en las diferentes colectas
superé considerablemente la acumulacion que se dio tanto en testa como en vaina,
en donde destaco la colecta 284 con un contenido de 27.18 % en la suma de los tres
tejidos (figura 6.2A). Para los 90 DDF, el contenido de proteina soluble se concentro
principalmente en el cotiledén donde los porcentajes entre las colectas vario desde

19.71 % (colecta 86) hasta 28.62 % (colecta 84) (figura 6.2B).

6.3.2 Proteina soluble total en vaina

El contenido de proteina soluble total en la vaina tendié a presentar su mayor
acumulacion a los 30 DDF en la mayoria de las colectas de haba evaluadas,
mostrando la colecta 280 el porcentaje mas alto (5.85 %), a excepcidn de las colectas

161, 272 y 279 que presentaron sus contenidos mas altos a los 25 DDF (figura 6.3).
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Figura 6.2 Contenido de proteina soluble total en vaina, testay cotiledon a los 40 (A)
y 90 dias (B) después de la floracién (DDF) en 14 colectas de haba. Los datos son

promedios, n= 10 para cada tejido.
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El contenido de proteina soluble tendié a disminuir notablemente a partir de los 40
DDF, presentando en esta fecha valores entre 1.07 % (colecta 284) y 2.77 % (colecta
269). A los 90 DDF, cuando la semilla esta en grano seco, la vaina tuvo los
contenidos de proteina soluble mas bajos que variaron entre 0.68 % (colecta 32) vy
1.42 % (colecta 280) (figura 6.3). En general en cuanto al contenido de proteina
soluble a través de los diferentes dias después de la floracion destacan las colectas
252, 269 y 279, las cuales acumularon cantidades apreciables de proteina hasta los
30-40 DDF (figura 6.3). En contraste las colectas 182, 272 y 284 fueron las que

acumularon en promedio menor cantidad de proteina soluble a través de los DDF

(figura 6.3).
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Figura 6.3 Contenido de proteina soluble total en vaina de 12 colectas de haba a 25,

30, 40 y 90 dias después de la floracion (DDF). Los datos son promedios n= 10.
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6.3.3 Proteina soluble total en testa

En la testa el contenido de proteinas solubles tuvo en la mayoria de las colectas la
acumulacion mas alta a los 30 DDF, donde la colecta 269 superd estadisticamente a
las demas colectas con un porcentaje de 7.67 (figura 6.4). A partir de esta fecha la
acumulacion de proteina soluble decrecio significativamente, aunque a los 40 DDF se
detectaron contenidos de proteina soluble desde 1.17 % (colecta 86) hasta 2.89 %
(colecta 280). A los 90 DDF algunas colectas retuvieron aun cantidades apreciables
de proteina, como en la colectas 182 (1.36%), 249 (1.33%), 252 (1.60%) y 269

(1.35%) (figura 6.4), las cuales superaron al promedio (1.11%) de las colectas

evaluadas en esta fecha (cuadro 6.4).
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Figura 6.4 Contenido de proteinas solubles totales en testa de 12 colectas a 25, 30,

I 25 DDF
T 30 DDF
I 40 DDF
T 90 DDF
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Colectas

40 y 90 dias después de la siembra (DDF). Los datos son promedios, n= 10.
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6.3.3 Proteina soluble total en cotiledon

En el cuadro 6.4 se observa que el cotiledon fue desde los 25 DDF el tejido que
presento el contenido de proteina soluble mayor, siendo estadisticamente diferentes a
la testa y la vaina (P<0.05). El contenido de proteina soluble en el cotiledon se
acumulo paulatinamente desde 25 DDF, que fue la fecha en la que se registraron los
contenidos mas bajos (2.12-6.47%) (figura 6.5). A los 30 DDF el contenido de proteina
se incrementd casi al doble respecto a 25 DDF, se tuvieron porcentajes desde 5.71 %
(colecta 18”) hasta 12.54 % (colecta 269). A los 40 DDF el contenido de proteina tuvo
una acumulacién muy similar en la mayoria de las colectas que varié de casi 10 % a
18 %, a excepcidn de la colecta 284 que tuvo un porcentaje de casi 24.79 % (figura
6.5). A los 90 DDF la mayor parte de las colectas evaluadas mostraron un incremento
notable en el contenido de proteina soluble respecto a los 40 DDF, a excepcion de la
colecta 86 que solo tuvo un incremento de 3 % en esta fecha, ya que solo acumulo
19.71 % de proteina soluble. En contraste las colectas 32, 249, 280 y 284 alcanzaron
una acumulacion de proteina soluble de entre 26.6 y 28.6 % (figura 6.5). Otro grupo
de colectas tuvieron una acumulacién entre 23.4 y 25.6 % (figura 6.5), las cuales se
encuentran dentro del promedio de todas las colectas evaluadas a esta fecha

(24.72%) (cuadro 6.4).

6.4 CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS

6.4.1 Compuestos fendlicos en vaina y testa a los 25, 30, 40 y 90 dias después

de la floracion

51



El contenido de compuestos fendlicos solo se determino en vaina y testa, ya que se
sabe que en leguminosas estos compuestos se concentran en vaina y dentro de la

semilla primordialmente en la testa (Duenas et al., 2006).
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Figura 6.5 Contenido de proteina soluble total en cotiledén de 12 colectas de haba a

25, 30, 40 y 90 dias después de la siembra (DDF). Los datos son promedios, n= 10.

En general en promedio de las diferentes colectas evaluadas se evidencié que a los
25 DDF se tuvieron los contenidos mayores de compuestos fendlicos y fue la testa
donde se mostraron los porcentajes mas altos y significativamente diferentes a la
vaina (cuadro 6.3). En esta fecha también se detecto que el contenido de
compuestos fendlicos en promedio de la suma del porcentaje de vaina y testa,
tuvieron valores altos como la colecta 117 (124.18%), 252 (127.36%) y 279

(142.18%), aunque también se registraron colectas con porcentajes menores al 90%,
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en la suma del porcentaje de vaina y testa, como la 272 (80%) y la 280 (74.5%)

(figura 6.6A).
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Figura 6.6 Contenido de compuestos fendlicos en vaina y testa a los 25 (A) y 30 (B)
dias después de la floracion (DDF) en 15 colectas de haba. Los datos son promedios,

n= 3 para cada tejido. MP = Master Piece
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Figura 6.7 Contenido de compuestos fendlicos en vaina y testa a los 40 (A) y 90 (B)
dias después de la floracion (DDF). Los datos son promedios, n= 3 para cada tejido.

MP = Master Piece.
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A los 30 DDF el contenido de compuestos fendlicos en promedio de la suma de vaina
y testa fue desde 47.06 % (colectas 280) hasta 84.23 % (colecta 284) ambas colectas
clasificadas como “amarillas” (figura 6.6B). Para los 40 DDF el contenido de
compuestos fendlicos en promedio de todas las colectas evaluadas se redujo casi a la
mitad de lo que tuvieron a los 30 DDF, tanto en testa como en cotiledén, y la suma del
contenido de los dos tejidos varié desde 22.15 % (colecta 280) hasta 40.88 %
(colecta 269), con excepcidn de la colecta 284 que mantuvo porcentajes altos tanto en
testa (42.89%) como en cotiledon (32.84%) (figura 6.7A). A los 90 DDF fue notable
que la colecta 284, siendo una colecta amarilla, mantuvo un nivel de compuestos
fendlicos alto tanto en testa como en vaina al igual que la colecta 216, que fueron las
colectas que tuvieron el porcentaje mas alto en la suma de los dos tejidos 18.94 % y
19.37 % respectivamente (figura 6.7B). Aunque también en esta fecha varias colectas
(86, 117, 193, 269, 280, 281 y MP) tuvieron porcentajes menores al 10 % en la suma

de los dos tejidos.

6.4.2 Compuestos fendlicos en vaina

De acuerdo al analisis estadistico se encontraron diferencias estadisticas
significativas en el contenido de compuestos fendlicos entre tejidos y entre dias
después de la floracion (cuadro 6.3). Entre colectas en promedio la vaina siempre
tuvo valores significativamente menores que la testa (cuadro 6.4). En promedio de
todas las colectas evaluadas, en vaina el contenido de compuestos fendlicos a los 25
DDF fue de 48.61 %, que fue mas del doble que lo acumulado a los 30 DDF (20.33%)

(cuadro 6.4). A los 25 DDF algunas colectas alcanzaron mas del 60 % de compuestos
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fendlicos como la colecta 117 (61.98%) y la colecta 249 (63.38%) (figura 6.8). A los
30 DDF el nivel de variacion fue bastante amplio, asi algunas colectas tuvieron un
porcentaje bajo, 6.36 % (colecta 117) y en otras retuvieron hasta 40 % (colecta 86). A
los 40 DDF en promedio de todas las colectas se detecto una disminucion de casi 50

% respecto a los 30 DDF y la variacion entre colectas fue mas estrecha (5.10% -

17.8%) (figura 6.8).
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DMS (40 DDF) = 6.70 — 30 DDF
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Figura 6.8 Contenido de compuestos fendlicos en vaina de diferentes colectas de

haba a los 25, 30,40 y 90 dias después de la floracion (DDF). n=3

A los 90 DDF, el promedio de todas las colectas evaluadas fue de 4.02 % (cuadro
6.4), y el rango de variacion fue de 1.59 % (colecta MP) a 7.26 % (colecta 252). Las
colectas que acumularon mas del 100 % de compuestos fendlicos durante todo el

proceso de maduracién, calculada como la suma acumulada desde los 25 hasta los
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90 DDF fueron las colectas 86 (100.31 %), 249 (103.24%), y la 269 (110.14%) (figura

6.8), las tres colectas corresponden a “amarillas” (cuadro 5.1A, ver apéndice)

6.4.3 Compuestos fendlicos en testa

Como se observa en el cuadro 6.4 desde los 25 DDF en promedio de las diferentes
colectas evaluadas el contenido de compuestos fendlicos en la testa fue
significativamente superior y diferente al contenido de la vaina, y tendié a disminuir a
partir de esta fecha. A los 25 dias después de la floracion, la colecta 279 (82.22 %)
tuvo la mayor concentracion de compuestos fendlicos, pero sin diferencias
estadisticas con la mayoria de las colectas, con excepcion de la colecta 32 que tuvo

significativamente un menor porcentaje (43.15%) de compuestos fendlicos respecto a

la colecta 279 (figura 6.9).
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Figura 6.9 Contenido de compuestos fendlicos en testa a los 25, 30, 40 y 90 dias
después de la floracion (DDF). n=3
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A los 30 DDF el promedio de todas las colectas evaluadas fue de 49.28 %, y la
mayoria de las colectas se mantuvo cercana a ese porcentaje, aunque la colecta 269
(24.35%) tuvo contenidos significativamente menores (figura 6.9). Conforme maduré
la semilla a los 40 DDF, se detecto en promedio de todas las colectas una reduccion
de aproximadamente 65 %, respecto al contenido de compuestos fendlicos a los 25
DDF en este tejido (cuadro 6.4), con excepcidn de la colecta 284 que a los 40 DDF
tuvo una acumulacion de compuestos fendlicos (42.9%) estadisticamente superior a
todas las demas colectas, donde la variacion fue de 15.25 % a 28.54 % (figura 6.9).
En la semilla madura a los 90 DDF, en promedio de todas las colectas evaluadas, la
testa acumulo 7.78 % de compuestos fendlicos (cuadro 6.4), y el rango de variacion
entre colectas fue desde 3.65 % (colecta 269) hasta 11.95 % (colecta 284), siendo
esta ultima colecta la que en promedio acumulo el mayor porcentaje de compuestos

fendlicos (177.9%) desde los 25 hasta los 90 DDF (figura 6.9).

6.5 CONTENIDO DE L-DOPA

6.5.1 L-Dopa en botones y flores de Vicia faba L.

El interés por conocer el contenido de L-dopa en botones y flores de Vicia faba, se
apoyo en los estudios realizados por Cenarruzabeitia et al. (1977), quienes
mencionan que las flores abiertas de esta especie contienen cantidades bastante mas
abundantes que las detectadas en las semillas y vainas. Por lo que en este trabajo se
determiné el contenido de este aminoacido en botones chicos (BCH), botones
grandes (BGD) y flores abiertas de cuatro colectas, para conocer en que niveles se

encuentra la L-dopa en estas estructuras. Se mostro que las cantidades del
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aminoacido variaron dependiendo de la colecta, aunque en promedio de las cuatro
colectas se registro que el botdn chico tuvo los contenidos mas altos (62 mg-g” PF),
seguido del botén grande (58 mg-g™ PF) y la flor (54 mg-g™' PF) (figura 6.10). Dentro
de las colectas, la 160 mantuvo los contenidos de L-dopa muy similares desde botdn
chico hasta flor abierta, mientras que las colectas 181 y 182 tuvieron mayores
contenidos en BCH que en flor (figura 6.10). La colecta 161, que presenta flores

moradas, tuvo su maxima a acumulacion en boton grande, y después disminuyo en la

flor abierta (figura 6.10).

80 - BN BCH
HEHH BGD

L-Dopa (mg.g™' PS)

160 161 181 182

Colectas
Figura 6.10 Contenido de L-dopa en botdn chico (BCH), botén grande (BGD) y flor de

cuatro colectas de Vicia faba L.

6.5.2 L-Dopa en vaina a los 25, 30,40 y 90 dias después de la floracién.
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Algunos reportes documentan que L-dopa, se encuentra presente en forma libre en
todos los 6rganos de Vicia faba minor, como glucdsido especialmente en la testa
mientras que su precursor L-tirosina se encuentra en toda la planta, también
primordialmente como glucdésido (Longo et al., 1974). Como parte de los resultados
de este trabajo se evidencidé que después de las estructuras florales la vaina fue el
tejido en donde se acumulo la mayor cantidad de L-dopa desde los 25 DDF hasta los
90 DDF (Cuadro 6.4), lo cual coincide con lo reportado por Cenarruzabeitia et al.
(1977), que menciona que en Vicia faba las vainas y las flores son las estructuras en
donde se concentra la mayor cantidad de este aminoacido. En este trabajo se mostro
ademas que el contenido de L-dopa varia dependiendo de la colecta en los diferentes
dias después de la floracién, por ejemplo a 25 DDF, tres colectas (32, 171 y 182)
tuvieron un contenido significativamente mayor (9.37-9.56 mg-g” PS), que el resto de
las colectas que se evaluaron cuyo contenido vario desde 4.88 a 6.85 mg-g' PS
(figura 6.11A). A los 30 DDF el contenido de L-dopa en la vaina tendi¢ a disminuir, y
en esta fecha solo una colecta (86) tuvo valores significativamente mayores (8.66
mg-g” PS) al resto de las colectas (figura 6.11B). Conforme avanzé el desarrollo de la
vaina a los 40 DDF, el contenido de L-dopa tuvo un rango de variacion amplio desde
3.24 hasta 10.27 mg-g” PS, donde la colecta 238 fue la que tuvo el contenido mas
alto y supero significativamente a las demas colectas evaluadas (figura 6.11C). En la
vaina completamente madura y seca, a los 90 DDF, nuevamente algunas colectas
llegaron a acumular un nivel de L-dopa hasta de 16.69 mg-g™” PS, como la colecta
272, aunque, en esta fecha otras colectas mostraron un contenido de L-dopa bajo

como la colecta 86 (7.29 mg-g™' PS) y la colecta 182 (5.54 mg-g” PS) (figura 6.11 D).
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En relacién a estos resultados Burbano et al. (1995) mencionan que las vainas de
Vicia faba L, son particularmente ricas en L-dopa, y que no presentan una distribucion

homogénea en las semillas.
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Figura 6.11 Contenido de L-dopa en vainas de siete colectas de Vicia faba L. a 25

(A), 30 (B), 40 (C) y 90 (D) dias después de la floracion (DDF). n =3

6.5.3 Contenido de L-dopa en vaina, testa y cotiledon de tres colectas de haba a
30 DDF.

En este apartado se describe el contenido de L-dopa de tres colectas de haba a los
30 DDF, etapa en la que habitualmente se consume el haba fresca y en donde en
promedio de todas las colectas evaluadas, aunque con diferencias significativas

tuvieron cantidades y proporciones muy similares en vaina (4.80 mg-g” PS, 38%),
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testa (4.22 mg-g" PS, 34%) y cotiledén (3.48 mg-g”" PS, 28%) (cuadro 6.4). Las
variaciones fueron mas notorias y particulares por colecta, por ejemplo, la colecta 32,
que fue la que acumulo mayor cantidad de L-dopa en la suma de los tres tejidos (16
mg-g”' PS), tuvo proporciones similares en los tres tejidos vaina (35%), testa (36%) y
cotileddn (29%) y préximos al promedio de las colectas (cuadro 6.3). Mientras que en
las colectas 171 y 272 el patron de distribucion fue diferente, en la colecta 171, la
vaina acumulo 43 %, la testa 40 % y el cotiledon 17 %, en la colecta 272 la mayor
proporcion de L-dopa se concentré en la vaina (50%) seguido de la testa (30%) y el
cotiledén (20%) (figura 6.12). Lo cual sugiere que la acumulacién de este aminoacido
en la vaina y semilla de Vicia faba no sigue un patréon unico, sino que varia

ampliamente con el genotipo, como se pudo evidenciar en este trabajo.

16 - I Vaina
[ Testa

I Cotileddn

L-Dopa (mg.g'1 PS)

32 171 272

Colectas
Figura 6.12 Contenido de L-dopa en vaina, testa y cotileddn de tres colectas de haba

a 30 dias después de la floracion. n = 3.
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6.5.4 Contenido de L-dopa en vaina, testa y cotiledén de cinco colectas de haba

a 90 DDF.

A los 90 DDF, es la etapa en la que se consume el haba en grano seco, por lo cual se

eligié esta fecha para describir la variacion del contenido de L-dopa en las vainas y

semillas maduras de diferentes colectas.
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Figura 6.13 Contenido de L-dopa en vaina (A), testa (B) y cotileddn (C) de cinco

colectas de haba a 90 dias después de la floraciéon. n = 3.
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A esta edad, en promedio de 22 colectas evaluadas en los diferentes tejidos (vaina,
testa y cotileddn), el contenido de L-dopa tuvo un valor de 3.18 mg-g"'PS y fue la
etapa en la que se registro los valores significativamente mas bajos (cuadro 6.3). A
este respecto Hill-Conttingham y Purves (1983) sefalan que en Vicia faba L. hay una
acumulacion creciente de L-dopa en los frutos y hojas durante las primeras etapas del
llenado de vaina, pero la cantidad disminuye conforme avanza la edad de la planta y
el contenido de la L-dopa en las semillas maduras llega ser muy baja. En este trabajo
la evaluacion de L-dopa entre tejidos a 90 DDF y entre colectas mostro una variaciéon
muy marcada dependiendo la colecta, por ejemplo en esta fecha la colecta 272, tuvo
el contenido mas alto de este aminoacido y fue significativamente diferente al resto de
las colectas tanto en la vaina como en el cotiledén (figuras 6.13A y 6.13C), mientras
que en el contenido de L-dopa en la testa, la colecta 284, fue significativamente

mayor al resto de las cinco colectas evaluadas (figura 6.13B)

6.6 CONTENIDO DE L-TIROSINA

6.6.1 Contenido de L-tirosina en vaina, testa y cotiledéon de cinco colectas de
haba a 30 DDF.

La mayor acumulacion del contenido de L-tirosina se dio a los 30 DDF en promedio
de todas las colectas y tejidos (cuadro 6.3), y fue en el cotiledon (55%), donde se
concentro la mayor proporcion, seguida de la testa (28%) y de la vaina (17%) (cuadro
6.4). Sin embargo, las variaciones por colecta fueron muy evidentes, como fue en el
caso de la colecta 284, la cual a esta fecha la mayor proporcién de L-tirosina se

concentrd en vaina (46%), seguido del cotiledén (31%) y la testa (23%), mientras que
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en las colectas 171 y 249 la menor proporcion se tuvo en la vaina (10 y 8 %,

respectivamente), seguido de la testa y cotiledon (figura 6.14).
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Figura 6.14 Contenido de L-tirosina acumulada en vaina, testa y cotiledén de cinco

colectas de haba a 30 dias después de la floracion. n = 3.

6.6.2 Contenido de L-tirosina en vaina, testa y cotiledéon de cinco colectas de
haba a 90 DDF.

En la etapa donde la vaina y semillas ya se encuentran maduras y secas, 90 DDF, L-
tirosina mostré un nivel comparable al de 30 DDF que fue donde se detecto el
contenido mas alto (cuadro 6.3), y a esta fecha el cotiledén (43%) y la testa (38%)
concentraron la mayor proporcidon de L-tirosina, y una proporcion menor se tuvo en la

vaina (19%) (cuadro 6.4). En vaina, a pesar de que tuvieron diferencias numéricas
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entre colectas, el contenido de L-tirosina de cinco colectas no tuvo diferencia

significativa (figura 6.15A).
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Figura 6.15 Contenido de L-tirosina en vaina (A), testa (B) y cotiledén (C) de cinco

colectas de haba a 90 dias después de la floracion. n = 3.
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Mientras que en testa y cotiledon si se detectaron diferencias significativas,
particularmente se distingue la colecta 249 que fue significativamente superior en la
acumulacion de L-tirosina, tanto en testa (figura 6.15B) como en cotiledén  (figura

6.15C).
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VIl. CONCLUSIONES
Las colectas de haba utilizadas en la Mesa Central de México presentan una amplia
variacion en el contenido de proteina soluble total, compuestos fendlicos, L-dopa y L-
tirosina, tanto en la vaina (pericarpio), como en la testa y el cotiledén, Estas
caracteristicas son un indicador de la gran diversidad genética que tienen los
agricultores entre las poblaciones de colectas que poseen.
Se evidencid la distribucion del contenido de proteina soluble, compuestos fendlicos,
L-dopa y L-tirosina a través del desarrollo de la vaina y semillas de haba, con cambios
diferenciales dependiendo de la colecta y estado de desarrollo de los tejidos. Lo que
permite elegir colectas con propiedades quimicas deseables para un uso en
particular, dependiendo si se quiere para consumo en fresco (haba verde) o para
grano seco.
Se detectaron colectas que destacaron por su contenido de proteina soluble tanto en
verde a los 25 DDF, como la 161, 238, 269 y 279, en promedio de los tres tejidos
(vaina, testa y cotileddn), como en grano seco como la colecta 32, 161, 249 y 284.
Se mostraron colectas con contenido apreciable de proteina soluble tanto en testa
como en cotiledon desde los 25 y 30 DDF. Lo cual sugiere que se puede elegir el
tiempo 6ptimo de corte y las colectas adecuadas para ejote en cuanto al contenido de
proteina soluble.
A los 25 DDF, se evidencio la acumulacion de compuestos fendlicos con un valor de
hasta mas de 60% (colectas 117 y 249) en la vaina, y a los 90 DDF de 40% (colecta

86).
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En testa la colecta 279 tuvo el nivel mas alto (82%) de compuestos fendlicos a los 25
DDF. A los 90 DDF algunas colectas tuvieron hasta 12% como la 284.

El contenido mas alto de L-dopa se tuvo particularmente en estructuras florales, y
fueron los botones chicos los que registraron los valores mayores de hasta 69 mg-g”
PF como en la colectas 181 y 182.

En el haba verde (30 DDF), en promedio de las colectas evaluadas se tuvieron
proporciones muy similares de L-dopa en vaina (38%), testa (34%) y cotiledon (28%).
El contenido de L-dopa tendié a disminuir con el desarrollo de las semillas, pero en la
vaina, que fue la segunda estructura donde se acumulo principalmente este
aminoacido, también se detecto un contenido alto, algunas colectas como la 272,
particularmente en haba seca (90 DDF), tuvieron valores de hasta 16 mg-g™' PF.

En testa y cotiledon los contenidos de L-dopa fueron significativamente menores a los
de la vaina a los 90 DDF.

En promedio de todas las colectas y tejidos la acumulacion mayor de L-tirosina fue a
los 30 DDF. El cotileddn fue el tejido donde principalmente se acumuldé la mayor
cantidad de este aminoacido. Aunque dentro de las colectas hubo amplias variaciones
en la distribucion de L-tirosina.

En haba verde (30 DDF), la colecta 284 acumulo la mayor proporcion de L-tirosina en
vaina (46%), pero colectas como la 171y 249 tuvieron proporciones menores de este
aminoacido (10 y 8 %, respectivamente), y la mayor acumulacion la tuvieron en testa

y cotiledon.
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En haba seca (90 DDF), L-tirosina se acumuld principalmente en cotiledon y testa,
destaco la colecta 249 que tuvo un nivel significativamente mas alto respecto a las

demas colectas evaluadas tanto en testa como en cotiledon.
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IX. APENDICE

Cuadro 5.1A Colectas de haba establecidas en San Cayetano, Municipio de
Chalchicomula de Sesma. Cd. Serdan, Puebla. 2006.

C-32 Amarilla C-249 Amarilla
C-86 Amarilla C-252 Amarilla
C-117 Cochinera C-268 Amarilla
C-160 Cochinera C-269 Amarilla
C-161 Cochinera C-272 Amarilla

C-171 Amarilla C-274 Amarilla
C-181 Tarragona C-279 Amarilla
C-182 Amarilla C-280 Amarilla
C-193 Amarilla C-281 Amarilla

C-216 Tarragona C-284 Amarilla
C-238 Tarragona Master Piece (MP)
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Cuadro 5.2A. Curva estandar de proteina preparada con albumina de suero bovino

BSA (0.25 ug uL™).

Tubo Stock Agua R. Bradford Mg de

(uL) (uL) (uL) Proteina

1 0 300 50 0

2 5 295 50 1.25

3 10 290 50 2.50

4 15 285 50 3.75

5 20 280 50 5.00

6 25 275 50 6.25

7 30 270 50 7.50
0.9 4
08 - R? = 0.9843

Mg de albumina de suero bovino

Figura 5.5A. Curva de calibracion para proteina con una R?>= 0.98
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Cuadro 5.3A. Curva estandar de compuestos fendlicos preparada con acido galico a

una concertacion de (0.5 pg.mL™)

Tubo Stock Agua Acido Galico

(WL) (WL) (uL/mL)
1 0 1000 0
2 100 900 50
3 200 800 100
4 300 700 150
5 400 600 200
6 500 500 250
7 600 400 500
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Cuadro 5.4A. Curva estandar de L-dopa. Preparada a partir de un stock de 5 pg.mL'1;
5 mg de L-dopa en 1 mL de fase mévil (15:85 de acetonitrilo:agua), se afiadieron 100

ML de acido ortofosférico y 300 uL de una solucion 5N de NaOH.

Tiempo
retencion i
(min)  Nivel L-dopa (ug) Area
0.989 1 0.0 0.9
2 0.38 250.0
3 0.75 570.0
4 1.55 1039.0
5 1.96 1460.0
Area
1600 -
¢
1400 - R2=0.9931

1200

1000

800

fr 0.5 1 15 2 25
200

pgl de L-dopa

Figura 5.6A. Curva de calibracion de L-dopa con una R? = 0.99
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Cuadro 5.5A. Curva estandar de L-tirosina. Preparada a partir de un stock de 5
ug.mL", 5 mg de L-tirosina en 1 mL de fase movil (15:85 de acetonitrilo:agua), se

afiadieron 100 yL de acido ortofosforico y 300 puL de una solucion 5N de NaOH.

Tiempo . .
(min)  Nivel (MQ) Area
0.989 1 17.86 895.72302
2 35.71 1723.34607
3 53.58 2545.58789
4 107.16 3806.78296
5 214.32 1.03E+04
12000 -
Area
10000 - *
R?2=0.9753
8000 -
6000 -
4000 -~
2000 A
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
-2000 - Mg de L-tirosina

Figura 5.7A. Curva de calibracion de L-tirosina con una R? = 0.97
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