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RESUMEN

La vaina del haba (Vicia faba L.) es el subproducto de la transformacidn industrial de las habas
para el consumo humano y animal. Se estima que la produccién global de habas se sitia en torno
a los 4 millones de toneladas. Sin embargo, al cosechar esta legumbre hace que se generen
aproximadamente 2,8 millones de toneladas de subproducto, lo cual representa
aproximadamente el 70% de la produccién total. Este genera un problema debido a su
acumulacién excesiva y al coste elevado de su eliminacion. Dado que muchos subproductos
vegetales contienen altos niveles de nutrientes y otros compuestos bioactivos, resulta
interesante investigar su idoneidad para su uso como ingredientes en alimentacion humanay asi
fomentar la sostenibilidad del sistema agroalimentario y la economia circular.

En este sentido, en este TFG se propone estudiar el contenido en compuestos bioactivos de la
vaina del haba liofilizada en polvo, su actividad antioxidante y algunas de sus propiedades
funcionales in vitro vinculadas con el metabolismo de los hidratos de carbono. Concretamente
se caracterizd el contenido en vitamina C, clorofilas, carotenoides totales, fenoles totales, asi
como la actividad antioxidante (ensayos DPPH y FRAP) y el indice glucémico estimado (IGE).
Ademas se extrajeron y cuantificaron los compuestos fenélicos libres y aquellos ligados a las
pareces celulares. Los resultados mostraron que el subproducto liofilizado de vaina de haba en
polvo es un residuo con una buena composicién en compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes. Destacé su contenido en vitamina C (356,69 mg/100 g bs), sobre todo en forma
de acido dehidroascorbico, clorofilas (79 mg/100 g bs), carotenoides (50 mg/100 g bs) y
polifenoles (5191 mg/100 g bs). Respecto a la actividad antioxidante, se observé que la fraccidn
hidrofilica presenté una actividad mucho mayor que la fraccion lipofilica. Ademas, la fraccién de
fenoles libres fue la que mayor actividad antioxidante aportd frente a la fracciéon de los
compuestos fendlicos ligados. Asimismo, su bajo IGE (21,7) le confiere una cierta capacidad para
la regulacion de la glucosa postprandial y lo hace especialmente indicado para personas que
padecen obesidad y diabetes.

PALABRAS CLAVE: subproducto, haba, vitamina C, clorofila, fracciones fendlicas, actividad
antioxidante.



STUDY OF FABA BEAN (VICIA FABA L.) POD POWDER AS A PROMISING SOURCE OF POTENTIALLY
FUNCTIONAL BIOACTIVE COMPONENTS.

ABSTRACT

The fava bean pod (Vicia faba L.) is the by-product of the industrial processing of fava beans for
human and animal consumption. The global production of fava beans is estimated to be around
4 million tons. However, when harvesting this legume, approximately 2.8 million tons of by-
product are generated, which represents approximately 70% of the total production. This creates
a problem due to its excessive accumulation and the high cost of its disposal. Given that many
vegetable by-products contain high levels of nutrients and other bioactive compounds, it is
interesting to investigate their suitability for use as ingredients in human food and thus promote
the sustainability of the agri-food system and the circular economy.

In this sense, in this TFG it is proposed to study the bioactive compound content of the powdered
freeze-dried fava bean pod, its antioxidant activity and some of its in vitro functional properties
linked to the metabolism of carbohydrates. Specifically, the content of vitamin C, chlorophylls,
total carotenoids, total phenols, as well as antioxidant activity (DPPH and FRAP assays) and the
estimated glycemic index (IGE) were characterized. In addition, free phenolic compounds and
those bound to cell walls were extracted and quantified. The results showed that the lyophilized
powdered bean pod by-product is a residue with a good composition of bioactive compounds
with antioxidant properties. Its vitamin C content (356.69 mg/100 g bs) stood out, especially in
the form of dehydroascorbic acid, chlorophylls (79 mg/100 g bs), carotenoids (50 mg/100 g bs)
and polyphenols (5191 mg/ 100 g bs). Regarding the antioxidant activity, it was observed that
the hydrophilic fraction presented a much higher activity than the lipophilic fraction. In addition,
the fraction of free phenols was the one that provided the greatest antioxidant activity compared
to the bound phenolic compounds. Likewise, its low IGE (21.7) gives it a certain ability to regulate
postprandial glucose and makes it especially suitable for people with obesity and diabetes.

KEYWORDS: byproduct, fava bean, vitamin C, chlorophyll, phenolic fractions, antioxidant activity.



ESTUDI DE LA BEINA DE FAVA (VICIA FABA L.) EN POLS COM A UNA FONT PROMETEDORA DE
COMPONENTS BIOACTIUS POTENCIALMENT FUNCIONALS.

RESUM

La beina de la fava (Vicia faba L.) és el subproducte de la transformacié industrial de les faves per
al consum huma i animal. S'estima la produccié global de faves se situa al voltant dels 4 milions
de tones. No obstant aix0, en collir aquest llegum fa que es generin aproximadament 2,8 milions
de tones de subproducte, cosa que representa aproximadament el 70% de la produccié total.
Aquest genera un problema a causa de la seva acumulacié excessiva i del cost elevat de la seva
eliminacid. Ates que molts subproductes vegetals contenen alts nivells de nutrients i altres
compostos bioactius, resulta interessant investigar la seva idoneitat per utilitzar-los com a
ingredients en alimentacié humana i aixi fomentar la sostenibilitat del sistema agroalimentari i
['economia circular.

En aquest sentit, en aquest TFG es proposa estudiar el contingut en compostos bioactius de la
beina de la fava liofilitzada en pols, la seva activitat antioxidant i algunes de les seves propietats
funcionals in vitro vinculades amb el metabolisme dels hidrats de carboni. Concretament es va
caracteritzar el contingut en vitamina C, clorofil-les, carotenoides totals, fenols totals, aixi com
['activitat antioxidant (assaigs DPPH i FRAP) i l'index glucémic estimat (IGE). A més es van
extreure i quantificar els compostos fenolics lliures i aquells lligats a les sembles cel-lulars. Els
resultats van mostrar que el subproducte liofilitzat de beina de fava en pols és un residu amb
una bona composicié en compostos bioactius amb propietats antioxidants. En va destacar el
contingut en vitamina C (356,69 mg/100 g bs), sobretot en forma d'acid dehidroascorbic,
clorofil-les (79 mg/100 g bs), carotenoides (50 mg/100 g bs) i polifenols (5191 mg/ 100 g bs). Pel
gue fa a l'activitat antioxidant, es va observar que la fraccié hidrofilica va presentar una activitat
molt més gran que la fraccid lipofilica. A més, la fraccié de fenols lliures va ser la que més activitat
antioxidant va aportar davant dels compostos fenolics Iligats. Aixi mateix, el seu baix IGE (21,7)
li confereix una certa capacitat per a la regulacié de la glucosa postprandial i ho fa especialment
indicat per a persones que pateixen obesitat i diabetes.

PARAULES CLAU: subproducte, fava, vitamina C, clorofil-la, fraccions fenoliques, activitat
antioxidant.



Agradecimientos

En primer lugar, me gustaria expresar mi agradecimiento a mi tutora Eva Garcia, por aceptar
trabajar conmigo y por su valiosa ayuda durante este proceso tan importante para obtener mi
grado universitario.

También quiero agradecer a mi equipo de trabajo, formado por Abel, siendo el director
experimental, el cual nos ha ensefiado todos los métodos y procedimientos a realizar y nos ha
hecho ver que la investigacion es un trabajo que requiere paciencia. A Julidn y Francesca por
ayudarme en mi parte del trabajo y apoyarme.

Ademas, quiero agradecer a mi familia y a mi pareja, que siempre han estado ahi para apoyarme
en los momentos dificiles y han sido un pilar fundamental para seguir adelante.



NDICE DE CONTENIDO

1. INTRODUCCION ........coovivieiiieeeececeeeeeeeeeeet ettt ettt es sttt etstesess s ateeesessasssseenas 1
2. OBUETIVO ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s an st bbb e e beeeeeeeeeeeeeaas 4
3. MATERIALES Y METODOS .......cotuimimiiiieirciniieitiiieseisseessetstes st sessees 4
3.1. MATERIAS PRIMAS . ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e s e s s eeeeeeeeeeeeeeeeeas 4
3.2, METODOLOGIA ...ttt sttt ettt ettt et s ese st et s sss st eeeneaeas 4
3.2.1. OBTENCION DE LA VAINA DE HABA LIOFILIZADA EN POLVO..........cccocovvuereerreneeenen. 4
3.3. DETERMINACIONES ANALITICAS .......cocviiviretiereeeeeteeeeeeseeeteteesesetesesssesesesessssesesesssseseseseseneas 5
3.3.1. HUMEAQAM. ...ttt st e e s e e sabe e e ssabae e s sabaeesnabeeeenns 5
3.3.2.  ClOTOFIlAS ... e 5
3.3.3. Compuestos FENOLICOS ...........cooiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e 6
3.3.3.1. FENOIES tOtAl@S ..o 6
3.3.3.2. Fracciones de compuestos fendlicos libres y ligados................cccccoeeiiiiiiienicennnnen, 7
3.3.4.  Carotenoides totales.............ccooiiiiiieiiiiiiiee e 7
3.3.5.  Vitamina C: Acido ascorbico y dehidroascorbico ...............ccccovvvvvveeieeeeeeeieeceene, 8
3.3.6.  Actividad AntOXIdANte ...........c..oviiiiiiiiiiiii e 8
3.3.6.1. FRAP e e e ettt s e e e e e e e e e e et e e e e e eeeeee 8
3.3.6.2. DPPH ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e eeeeas 9
3.3.7. indice glucémico eStiMado (IGE) .............cocoeveveurreieeeeeeieieeeeeeeeee ettt 10
4. ANALISIS ESTADISTICO ......couiuruinrieiiieteeseieesesesesssesseessessesssssessssesesssssssssssssssssssssessssnsesnnes 10
5. RESULTADOS ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e s e e s e s e e nnbsbbesbebaeeeeeeeeeeaaeaens 10
5.1. EVALUACION DE LA HUMEDAD Y DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS............cccovveverenene. 10
5.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ..........cooveviuiiiererencserevereeeeenesesesesesesenns 14
5.3. EVALUACION DEL INDICE GLUCEMICO ESTIMADO ...........oeurimririnreniienenesneneseesssseeeesseenns 16
6. CONCLUSION........coumiiiminitnineintie ettt 18
7. BIBLIOGRAFIA ...ttt 18

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Porcentajes de los desperdicios alimentarios. Fuente: Zamora (2018).........ccccceeevveenne 1

Figura 2. Pasos para seguir para crear una Economia Circular. Fuente: Parlamento Europeo

201 SRS 2
(T T YA ol T T =1 o Y- 1 PRSPPI 2
Figura 4. Obtencién de la muestra de vaina de haba en polvo .......ccooociieeiiiiiciiiiiee e, 5

Figura 5. Mecanismo de la reaccion. Fuente: Claudia Delgadillo Puga. ..........oocovveveiiiiiiiieeneennns 8



Figura 6. . Reaccion de decoloracion por el DPPH. Fuente: WAIVAM-E...........ccoovvvveeiiiiiiieeeeeennns 9

Figura 7.Contenido de Vitamina C de la vaina de haba fresca (VHF) y de la vaina de haba
liofilizada en polvo (VHP) en su forma reducida (acido ascdrbico, AA) y en su forma oxidada
(acido dehidroascérbico, DHHA), expresado en mg/100g de muestra en base seca. Las letras a-
b indican diferencias significativas (p<0,05) el contenido en AA entre las muestras y las letras A-
B indican diferencias significativas (p<0,05) el contenido en DHHA entre las muestras............. 14

Figura 8. Actividad antioxidante de las muestras de la vaina de haba fresca (VHF) y de la vaina
Lo L= - | o - RSP 15

Figura 9. Curva de la respuesta glucémica de las muestras de vaina de haba fresca (VHF) y de la
vaina de haba liofilizada (VHP), frente al control de glucosa (CG). ......cceevvecurieeeeeeiiciieeeeeeeeneeen, 17

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clorofilas totales (CLT), fenoles totales (FT), carotenoides totales (CT)de las muestras
de vaina de haba frescas (VHF) y liofilizadas (VHP). Resultados expresados en mg bioactivo/100
S MUESTIA (DASE SECA) ..iiiiiiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e e ettt e e e e e e eabtaaeeeeeennnraeeas 11

Tabla 2. Contenido total de fenoles (FT) en las fracciones fendlicas obtenidas de VHF y VHP
expresados en mg acido galico/100g (Dase SECA). ...ccvieireieiiieeiiieeireeeitee e esre e ee e erre e e eane s 12

Tabla 3. Actividad antioxidante medida por los métodos FRAP y DPPH, de las fracciones
fendlicas obtenidas a partir de la vaina de haba fresca (VHF) y la vaina de haba en polvo (VHP).
Los resultados se expresan en mmol de Trolox/100g en base SeCa. .......cceeeeeveeeeiveeeeeveeeeennennn 16



1. INTRODUCCION

La industria alimentaria produce grandes cantidades de subproductos que, a menudo, terminan
siendo un problema debido a su acumulacidn, generando un gran coste para su eliminacién. Un
subproducto (Arozarena, 2015) se puede definir como aquel producto que se obtiene durante
un proceso especifico y que no es el producto principal deseado. No obstante, se podria coger
esos subproductos y analizar su valor funcional para ver si es significativo y poder reutilizarlos
para la produccion de ingredientes alimentarios.

De acuerdo con los datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO, 2019), se estima que alrededor del 14 % de la produccidn alimentaria global,
con un valor anual de 400 000 millones de délares, se pierde después de la cosecha y antes de
llegar a los puntos de venta. Las pérdidas varian significativamente dependiendo de la cadena
alimentaria, llegando incluso al 45% en el caso de frutas y hortalizas, tal y como se observa en la
Figura 1.
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Figura 1. Porcentajes de los desperdicios alimentarios. Fuente: Zamora (2018).

También segun la FAO, tienen previstas medidas para la reduccién de las pérdidas y el
desperdicio de alimentos. En los Ultimos afios, se han presentado propuestas para fomentar la
economia circular como una solucién altamente sostenible. Con el objetivo de reducir el impacto
ambiental y mejorar la eficiencia en el uso de los recursos, la economia circular tiene un gran
potencial para transformar la forma en que producimos y consumimos. A medida que avanzamos
hacia un futuro mds sostenible, la economia circular se perfila como una alternativa clave para
lograr un modelo econdmico mas justo, resiliente y responsable.

Esta practica, tal y como se muestra en la Figura 2, ha sido ampliamente utilizada en los ultimos
afios, ya que no solo contribuye a reducir el desperdicio de alimentos, sino que también agrega
valor a dichos subproductos.
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Figura 2. Pasos para seguir para crear una Economia Circular. Fuente: Parlamento Europeo (2015).

En Espafia, es destacable la reciente iniciativa de futuro sostenible conocida como “Espafia
Circular 2030” y la estrategia denominada “Mas alimento, menos desperdicio” (ODS12). Ambas
tienen como objetivo principal la reduccién de las pérdidas y el desperdicio alimentario, asi como
la valorizacion de los alimentos destacados, al mismo tiempo que promueven técnicas de
consumo responsable y eficiente (Zamora, 2018).Los subproductos de las leguminosas pueden
ser una prometedora fuente de compuestos nutritivos y funcionales que pueden ser reutilizados
en laindustria alimentaria para obtener ingredientes que puedan ser afiadidos en la formulacién
de alimentos, obteniendo asi productos de un mayor valor afiadido (Delgado-Andrade et al.,
2016).

Abu-Reidah et al. (2017) menciona que la produccién global de habas se sitla en torno a los 4
millones de toneladas. Sin embargo, al cosechar esta legumbre hace que se genere
aproximadamente 2,8 millones de toneladas de subproducto, lo cual representa
aproximadamente el 70% de la produccidn total. Por tanto, estas vainas que suelen desecharse
y no consumirse, representan una gran cantidad de subproducto que ocasiona problemas en su
gestidon y eliminacion. No obstante, estas vainas son muy interesantes debido a su potencial para
ser reutilizadas y aprovechadas de manera beneficiosa.

El haba (Vicia faba L.), Figura 3, es una planta leguminosa cultivada perteneciente a la familia
Fabaceae, que se caracteriza por tener multiples usos. Es considerado el cuarto cultivo de
legumbres mds importante a nivel mundial (Tamrat et al., 2019). Existen entre 130y 240 especies
de Vicia en total y se cultivan mas de 40 debido a su importancia econdmica (El-Bok et al., 2014).

Figura 3. Vicia Faba L.



En cuanto a su composicion nutricional, la vaina del haba presenta un contenido considerable
de proteinas, alrededor del 14% (p/p), mientras que su contenido en grasa es bajo,
aproximadamente del 1% (p/p). También contienen cantidades apreciables de micronutrientes
y compuestos bioactivos que pueden brindar beneficios para la salud, como vitamina C, vitamina
K, folato, hierro y magnesio. Estos compuestos desempefian un papel importante en numerosas
funciones del cuerpo, como el sistema inmunoldgico, la coagulacién sanguinea, la formacién de
glébulos rojos y la salud dsea. Por otra parte, Mateos-Aparicio et al. (2012), demostré que el
subproducto derivado de las habas es una fuente abundante de fibra dietética, especialmente
de fibra dietética insoluble. No obstante, el contenido de fibra dietética soluble no debe ser
subestimado. También se han identificado mas de 100 compuestos fendlicos en la vaina del haba
(Krenz et al., 2023). Entre estos compuestos se encuentran los flavonoides, como la quercetina
y el kaempferol, que poseen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Gonzalez-Gallego, et
al., 2007). Se ha demostrado que la vaina de Vicia faba es una fuente rica en compuestos
fendlicos con actividad antioxidante (Adu-Reidah, 2017), los cuales ayudan a reducir el estrés
oxidativo en células in vivo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los polifenoles mas
abundantes en los alimentos no siempre tienen la mayor actividad en el organismo. Esto se debe
a que su absorcidn es baja, se metabolizan rapidamente y se excretan con facilidad, lo cual estd
directamente relacionado con su baja actividad intrinseca (Quifiones et al., 2012).

También se han encontrado en la vaina del haba algunos carotenoides, como la luteina y la
zeaxantina, que actlan como antioxidantes. Estos compuestos protegen los tejidos oculares y
pueden reducir el riesgo de enfermedades oculares relacionadas con la edad, como la
degeneracion macular (Eisenhauer et al., 2017).

En conjunto, estos compuestos antioxidantes presentes en este subproducto ayudan a
neutralizar los radicales libres, reducir el estrés oxidativo y proteger al cuerpo contra el dafio
celular. Incorporar la vaina del haba en la dieta puede ser una forma efectiva de aprovechar
estas propiedades antioxidantes y promover una salud éptima. También tiene una amplia gama
de actividades bioldgicas como efectos antibacterianos, antialérgicos, antiinflamatorios vy
cardioprotectores (Fendri et al., 2022). En cuanto a su efecto antibacteriano, Mejri et al. (2018),
demostraron que las bacterias Gram positivas son mas sensibles que las bacterias Gram
negativas a los extractos de vainas de habas. El autor anteriormente mencionado, compard sus
resultados con otro estudio realizado en la India, donde se destacd la eficacia de estos extractos
para inhibir el crecimiento de S. aureus y E. coli.

En diversos estudios, como por ejemplo el de Loizzo et al. (2020), se han investigado las posibles
propiedades nutracéuticas que pueden tener la vaina de haba para combatir el sindrome
metabdlico, relacionado con un mayor riesgo de sufrir un infarto de miocardio o enfermedad
arterial coronaria.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que este subproducto presenta un elevado contenido en
agua que lo hace altamente perecedero, por lo que se hace necesario algun tipo de procesado
que permita estabilizarlo, pero minimizando la pérdida de compuestos nutritivos y bioactivos,
como es el caso de la liofilizacién (Barbosa-Canovas et al., 2005). El producto obtenido tras la
liofilizacion de la vaina del haba, podria triturarse y el polvo obtenido podria incorporarse en la
formulacién de otros alimentos. Los productos en polvo ya gozan de gran popularidad en la
industria alimentaria para ser utilizados como aditivo, alifio, etc. (Cuq et al., 2013).
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Con este enfoque, en este trabajo orientado en estudiar el desarrollo de un ingrediente funcional
a partir de subproductos alimentarios, se contribuye a varios objetivos de Desarrollo Sostenibles
(ODS). Nuestro enfoque promueve una economia circular y un consumo responsable (ODS12) y
contribuye a mejorar la salud y a combatir la malnutricién, iniciativas que estdn directamente
relacionadas con los ODS2 y ODS3.

2. OBIJETIVO

El objetivo del presente trabajo es caracterizar el subproducto del procesado del haba liofilizado
en polvo en los compuestos bioactivos mayoritarios y en algunas de sus propiedades funcionales,
como su actividad antioxidante y el indice glucémico estimado, relacionado con el metabolismo
de los hidratos de carbono, para valorar su potencial como ingrediente en la industria
alimentaria. También se caracterizard en los mismos compuestos y propiedades las vainas de
haba antes de liofilizar.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAS PRIMAS

En este trabajo se utilizé vaina de haba (Vicia faba L.) de la variedad Criolla, proporcionada por
un comercio del mercado de Algirds (Valencia). Las muestras se seleccionaron en funcion de
poseer similar grado de madurez y sin dafios mecanicos. Posteriormente se desgranaron y se
cortaron las partes extremas. Una parte de este lote de muestra fue destinado para caracterizar
la muestra fresca que se utilizara como control (VHF) y la otra parte se continué con el procesado
para obtener el producto liofilizado en polvo, tal y como se describe a continuacion.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. OBTENCION DE LA VAINA DE HABA LIOFILIZADA EN POLVO

Las muestras de vainas de haba seleccionadas fueron sometidas a un escaldado, durante 60
segundos y a una temperatura de 100+2°C, con el fin de desactivar las enzimas (Soltero Sanchez,
2018). Se realizaron escaldados por lotes, donde cada lote tenia un peso aproximado de 350g
para garantizar una homogeneidad en el proceso de escaldado.

Tras el escaldado se triturd la muestra para obtener un puré (Robot coupe, Blixer, 700 W, 3000
rpm). Este puré fue distribuido de manera uniforme en bandejas de aluminio con un espesor de
0,5 cm y con un peso aproximado de 239 g por bandeja. Fueron congeladas primero durante 24h



a-23°Cy posteriormente a -48°C durante 24h mas. Una vez pasado ese tiempo, las muestras se
colocaron en el liofilizador (Telstar Lioalfa-6) a 0,050 mPa, temperatura en el condensador de -
50°C, con las bandejas a 50°C, durante 6 horas. Las muestras liofilizadas, se trituraron en tandas
de 40 g hasta conseguir un polvo homogéneo (Thermomix®, Vorwerk, Espafia) a 2000 rpm
durante 20s. El producto obtenido se colocd en un tamiz de 200 um (CISA 200/50, Barcelona,
Espafia), utilizando una tamizadora (RP 200 N CISA, Barcelona, Espaia) durante 5 min. Una vez
realizado todo esto, se obtuvo la muestra liofilizada en polvo con un tamafo de particula de 200
um (VHP). Este proceso se resume en la siguiente figura (Figura 4).

Figura 4. Obtencion de la muestra de vaina de haba en polvo .

3.3.DETERMINACIONES ANALITICAS

Los experimentos fueron realizados como minimo por triplicado. Se calculé la media y la
desviacidon estandar. Con fines comparativos, los resultados se expresaron en base seca (bs).

3.3.1. Humedad

El contenido de agua (xw) de las muestras VHF se determiné mediante el método gravimétrico
de secado en estufa (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) (AOAC, 1990).

Para medir la x de las muestras liofilizadas VHP se empleé el método de valoracién volumétrica
de Karl Fischer, utilizando un equipo de valoracidon automatica (Mettler Toledo, Compact
Coulometric Titrator C10S, Worthington, USA). Los resultados, en ambos procedimientos, fueron
expresados en g de agua/100 g de muestra.

3.3.2. Clorofilas



La determinacion de las clorofilas totales (CLT) se llevd a cabo con el método clasico
espectrofotométrico de Hansmann (1973). Consistié en pesar 0,5 g de VHF 6 0,15 g de VHP y
mezclar con 4 mL de acetona. Seguidamente se agitd a temperatura ambiente durante 30 min
(oscuridad), se centrifugd a 10000rpm durante 10 min a 42C y se recogieron los sobrenadantes.
Finalmente se midié la absorbancia a dos longitudes de onda: 646 nm y 663nm
(Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron Corporation, Estados Unidos). El contenido de
clorofila se calculé mediante las ecuaciones 1-4 y los resultados se presentan como mg/100 g bs.

Cq(clorofila a) = 12.7A¢e3nm — 2.-694646nm (ec.1)

Cy(clorofila b) = 22.9463nm — 4.684446nm (ec.2)
Cr=C,—Cy (ec.3)

Contenido de clorofila (mg/100 g) = CT = % * 100 (ec.4)

Siendo:

A: absorbacia

CT: Contenido total de clorofila (mg/L)
V: volumen de acetona (L)

P: peso muestra (g)

3.3.3. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos se extrajeron y cuantificaron haciendo uso de un método convencional
(3.3.3.1) y de otro método que permite extraer, por separado, las fracciones de compuestos
fendlicos libres y ligados a las paredes celulares (3.3.3.2), tal y como se describe a continuacién.

3.3.3.1. Fenoles totales

Los compuestos fendlicos totaless (FT) e extrajeron con 9 mL de una disolucion de MeOH:H,0
(70:30) y 1 g de muestra para la VHF y 0,15g para VHP, segln trabajos anteriores (Silva-Espinoza
et al., 2021). La mezcla se mantuvo durante 30 minutos en agitacion magnética, tapadas y en
oscuridad, a 23°C. Después las muestras se traspasaron a tubos de centrifuga y se centrifugaron
(GYROZEN 123GR) a 4 2C, 1000 rpm, durante 10 minutos y se recogio el sobrenadante.

La cuantificacidn se realizé mediante el Ensayo de Folin-Ciocalteu propuesto por propuesto por
Garcia-Martinez et al. (2023). Se afiadieron en un aforado de 25 mL 250 plL de extracto, 15 mL
de agua bidestilada y 1,25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dejo reposar durante 8 min a
temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se le afiadieron 3,75 mL de una
disolucion de carbonato de sodio al 7,5% (p/v) y se enrasé a 25 mL con agua bidestilada. Se
mantuvo en oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 horas. Para la preparacién del blanco



se le afiadieron las mismas cantidades y disoluciones, excepto el extracto, en este caso se le
afiadié 250 pL de agua bidestilada. Finalmente se midid la absorbancia de las muestras a 765 nm
(Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron Corporation, Estados Unidos) . Los resultados se
expresaron en mg acido gélico (AG)/ 100 g bs.

3.3.3.2. Fracciones de compuestos fendlicos libres y ligados

El principal objetivo de las extracciones fendlicas fue para ver como varia la actividad
antioxidante de los diferentes compuestos fendlicos. Se utilizé el método de Alu’datt et al. (2017)
y modificaciones de Camacho et al. (2022). Las extracciones fendlicas que se realizaron
constaban de 4 etapas continuas. Las primeras dos etapas consistian en extraer los fenoles libres,
mientras que las dos siguientes se enfocaban en extraer los fenoles ligados.

En la primera etapa, se tomaron aproximadamente 2,5 g de VHF y 1g de VHP y se afiadieron 25
mL de metanol (MeOH) a una temperatura de 30°C durante 1 hora y con agitacidén constante
(600rpm). Después, se filtro la mezcla a vacio utilizando papel Whatman para obtener el filtrado,
que se denominé F30. Estos filtrados se conservaron en frascos herméticos a -40°C hasta su
analisis. Los residuos resultantes de la primera filtracién se utilizaron en la segunda etapa de
extraccion. Se les afiadieron 25 mL de MeOH a una temperatura de 60°C durante 1 hora y con
agitacién (600rpm). Luego, se realizd una nueva filtracidon para obtener el filtrado, al cual se le
denomind F60. Se conservaron en frascos herméticos a -40°C hasta su analisis. A continuacion,
se procedid a la extracciéon de los fenoles ligados. Se tomoé el residuo que quedd de la segunda
filtracion y se le afiadieron 25 mL de hidréxido de sodio (NaOH, 0.1N). Se dejé esta mezcla
agitandose durante 24 horas a una temperatura de 30°C. Se realizd una filtracién a vacio
utilizando el papel de filtro y el sobrenadante obtenido se mezclé nuevamente con 25 mL de
MeOH durante 1 hora a 30°C. Una vez realizado esto, se obtuvo la tercera muestra, denominada
FB . Finalmente, la cuarta etapa consistié en tomar los residuos de la tercera etapa y afiadirles
25 mL de acido clorhidrico (HCI, 0,1N). Se dejo esta mezcla agitandose durante 24 horas a una
temperatura de 30°C. Se obtuvo el filtrado al que se le afiadieron 25 mL de MeOH durante 1 hora
a 30°C, y de esta manera se obtuvo la muestra 4, denominada FA. Estas muestras también se
conservaron en frascos herméticos a -40°C hasta su analisis.

Para la cuantificacion de los fenoles totales de cada una de las fracciones se empled el ensayo
de Folin-Ciocalteu descrito en 3.3.3.1. Los resultados se expresaron en mg AG/ 100 g bs.

3.3.4. Carotenoides totales

Para la determinacidn de carotenoides totales (CT), se siguié el método de AOAC (1996) y se
extrajeron con el disolvente de Hexano:Acetona:Etanol (50:25:25).Se pesaron 1 g de VHF 6 0,3
g de VHP y se le afadié 9 mL de disolvente de extraccion (Hexano:Acetona:Etanol). Se agitaron
magneticamente durante 30 min, en oscuridad y a una temperatura ambiente. Seguidamente se
centrifugd a 10000rpm/10min/4°C y se tomd el sobrenadante. Por cada 100 mL de
sobrenadante, se afiadié 10 mL de agua destilada.



Para la cuantificacion de los carotenoides totales, se midid la absorbancia a 446 nm
(Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron Corporation, Estados Unidos) y los resultados se
expresaron como mg B-acaroteno/100 g bs.

3.3.5. Vitamina C: Acido ascérbico y dehidroascérbico

El método consistio en la reduccién del acido dehidroascorbico (DHAA) a acido ascérbico (AA)
empleando con el reactivo DL-ditiotreitol (DTT), segun Sanchez-Mata et al. (2000) y Sanchez-
Moreno et al. (2003) y determinacién por HPLC segun Garcia-Martinez et al. (2023).

En primer lugar se extrajo el AA tomando 1g VHF 0 0,5 g VHP, con 2 mL de disolucién de DTT
(20 g/L) y se homogeneizé manualmente. La muestra se mantuvo durante 2 horas en oscuridad
y a temperatura ambiente, se homogeneizé de nuevo y se dejo reposar 3 minutos en oscuridad
antes de ser filtrarla con un filtro de membrana de 0,45 micrometros en viales de HPLC.

Se empled el equipo de HPLC (Jasco, Italia), que constaba de una bomba ternaria (Jasco PU-1580
HPLC pumb), un generador de gradiente (LG-1580-02 Ternary Gradiente Unit) y un detector
(Photo Diode Array Detector, Jasco, Italia). Se utilizé acido oxalico 0,1% como fase movil, una
columna KromaPhase 100 C18 de 5 um (4,6 X 25 mm) a un flujo de 1 mL/miny a 25 2C. Una vez
filtrada la muestra, se inyectaron 20 pL y la identificacidn se realizé a una longitud de onda de
243 nm. Los resultados se expresaron en mg AA/100 g bs.

3.3.6. Actividad Antioxidante

Utilizando los extractos obtenidos en el analisis de compuestos fendlicos totales y en el analisis
de carotenoides totales, se evalué la actividad antioxidante (AAO) de la fraccién hidrofilica y
lipofilica de las muestras utilizando los métodos FRAP y DPPH, respectivamente. También se
evalud la AAO en cada una de las fracciones fendlicas obtenidas.

3.3.6.1. FRAP

El principio basico del método FRAP radica en la capacidad de los antioxidantes para reducir el
ion férrico a su estado ferroso, tal y como se observa en la Figura 5. En este estado, el ién forma
un complejo coloreado con el compuesto 2,4,6-Tripiridil-s-Triazina (TPTZ).
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Figura 5. Mecanismo de la reaccion. Fuente: Claudia Delgadillo Puga.



Se siguid el método descrito por Benzie y Strain (1996), con modificaciones de Garcia-Martinez
et al., (2023). El analisis de las muestras se realizé con 30 uL de extracto, al que se afiadieron 30
puL de agua bidestiladay 900 pL de reactivo FRAP. Se realizé un blanco de la misma manera
sustituyendo el extracto por agua bidestilada. Las mezclas se mantuvieron en un bafio a 372C
durante 30 minutos, comprobando siempre la temperatura. Después de ese tiempo, se leyd la
absorbancia a 593 nm (Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron Corporation, Estados
Unidos). Los resultados se expresaron como mmol de Trolox / 100 g bs.

3.3.6.2. DPPH

El método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), se basa en la capacidad de captacién de radicales
libres que tienen los compuestos antioxidantes presentes en la matriz de un alimento (Sanchez-
Moreno et al., 2003). EI DPPH « es un radical libre que presenta una coloracién violeta intensa, y
cuando se expone a sustancias antioxidantes, se reduce a DPPH-H y se decolora. La medida de
la decoloracidn se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de la muestra tal y como se
muestra en la Figura 6.
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Figura 6. . Reaccion de decoloracion por el DPPH. Fuente: WAIVAM-E

Se siguid la metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995), modificada por Garcia-
Martinez et al., (2023). Se mezclaron 3,9 mL de disolucién metandlica de DPPH con 100 uL de
extracto o de disolvente de extraccion (blanco). Se leyéd la absorbancia a 515 nm
(Espectrofotometro UVvisible Thermo Electron Corporation, Estados Unidos) a tiempo cero, lo
que se denomind Aconiror Y POsteriormente cada 5 minutos hasta que se obtuvo un valor
constante. En este caso la lectura de absorbancia se estabilizéd a los 10 min. Este valor se
denomind Apyestra- LOS resultados se expresaron en mmol trolox/100g bs.

Para calcular el %DPPH, se siguio la siguiente ecuacion:

(Abs control—Abs muestra)

% DPPH =

x 100 (ec.5)

Abs control

Siendo:
Abs control: absorbancia sin muestra a tiempo cero minutos.

Abs muestra: absorbancia a tiempo 10 minutos.



3.3.7. indice glucémico estimado (IGE)

Se realizd una digestidn in vitro segin Loachamin (2015) con algunas modificaciones (Camacho
et al., 2023). Se pesaron 2 g de VHF y 1 g de VHP respectivamente, y se agitaron con 20 mL de
tampodn fosfato. Seguidamente se ajusté el pH a 1,5 y se afiadieron 5 mL de solucion de pepsina
(P7125-100G, Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos). La mezcla se incubé durante 30 min a
37°C. Se volvid a reajustar el pH a un valor de 6,9 utilizando NaOH 6N y se afiadié 1 mL de solucién
alfa-amilasa pancredtica porcina (A3176-500U, Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos). La
mezcla se pasé a membranas de dialisis y se colocaron en un vaso de precipitados de vidrio con
225 mL de tampdn fosfato, y se incubaron durante 120 min a 37 °C. Cada 15 min se retiraron
alicuotas de 1 mL de dializado. El contenido de azucares de las alicuotas se determiné mediante
el método DNS.

Para la obtencién del resultado se realizaron los calculos mediante la ecuaciéon 6 para la
obtencidn del indice de hidrélisis, donde “A muestra” equivale al drea bajo la curva de la
respuesta glucémica (cantidad de glucosa dializada en funcién del tiempo) de la muestra
analizada, y, “A control” representa la misma area con glucosa. Se empled la ecuacién 7 descrita
por Granfeldt et al. (2006), para el indice glucémico estimado.

Indice de Hidrolisis (IH) = (w*lom (ec. 6)
A control
indice glucémico estimado (IGE) = 0,862 * IH + 8,198 (ec.7)

4. ANALISIS ESTADISTICO

Para poder evaluar las diferencias significativas entre las muestras, se realizaron analisis de
varianza simple (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Para ello se utilizé el
programa Statgraphics Centurion XVIII bajo licencia de la Universitat Politecnica de Valéncia.

5. RESULTADOS

5.1. EVALUACION DE LA HUMEDAD Y DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS

Se determiné la humedad de la vaina de haba fresca utilizada como materia prima control, y del
producto seco en polvo, obtenido mediante el proceso de liofilizaciéon descrito en el apartado
3.2.1. Los valores obtenidos de humedad fueron de 89,36% para VHF y aproximadamente 3,3%
para VHP. Kalili et al. (2022) reportd valores similares de humedad (87.31 £ 0.25%) para muestras
de vainas de haba de origen marroqui. El control de la humedad de los productos deshidratados
es importante para asegurar su estabilidad. Como era de esperar la liofilizacidon disminuyo
significativamente (p<0.05) el contenido en agua del producto, obteniéndose humedades del
orden de las aconsejadas por otros autores para asegurar su estabilidad y la conservacion de la
mayoria de sus caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y organolépticas (Barbosa-Canovas et
al., (2005).
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En relacién con los compuestos bioactivos, los resultados de CLT, FT, y CT se muestran en la Tabla
1y el contenido en DHHA y AA en la Figura 7.

Tabla 1. Clorofilas totales (CLT), fenoles totales (FT), carotenoides totales (CT) de las muestras de vaina de haba
frescas (VHF) y liofilizadas (VHP). Resultados expresados en mg bioactivo/100 g muestra (base seca)

Muestra | CLT FT CT
VHF 120 £ 7¢ 4101 + 1104 73+4°
VHP 79 £ 8% 5191 + 98P 50+3¢
Por columnas, valores con distinta letra (a-b) en superindice presentan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

La clorofila es el pigmento natural que proporciona el color caracteristico verde a las plantas y se
puede presentar de diferentes maneras, pero las mds comunes son la clorofila a y b. Pueden
tener una funcién beneficiosa para la salud ya que tienen alta actividad antioxidante,
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas (Ebrahimi et al., 2023, Pérez-Porto et al.,
2016). Ademas Ebrahimi et al. (2023) también reporté que se encuentran altos niveles de
clorofila en muchos subproductos alimentarios que se desechan, como por ejemplo en los tallos,
hojas, pulpas y cascaras de frutas y hortalizas, pudiéndose utilizar como una fuente de este
compuesto bioactivo. En este caso, VHF presenté 120 mg/100g bs, mientras que VHP 79
mg/100g bs. Se observd una disminucidn significativa (p<0,05) del 34% debido al procesado
para la obtencidn de VHP. Las clorofilas son moléculas relativamente inestables, pueden
degradarse por varios factores, como por ejemplo, la luz, el pH, la temperatura, la accidn
enzimdtica y la presencia de oxigeno durante la manipulacidon de las muestras (Gandul Rojas,
1992).

En la Tabla 1, observamos que VHF present6 4101+110 mg AG/100 g bs (440 mg GAE/100g base
hdameda), un valor muy similar al descrito por Kalili (2022), que menciona que el contenido de
fenoles totales en las vainas de haba oscila entre 480 y 1400 mg AG/100g en base himeda (bh).
Loizzo et al., (2020) evidencio que la cantidad de FT del haba depende principalmente del estado
de madurez de la planta. El secado por liofilizacidn aumenté significativamente (p<0,05) un 27%
el contenido en FT, obteniéndose en VHP 5191+98 mg AG/100 g bs. El hecho de que VHP tuviera
mayor contenido en FT que VHF puede justificarse asumiendo una mayor extraccién de estos
compuestos en el producto liofilizado, debido a que la mayor porosidad de éste proporciona una
mejor eficacia del disolvente de extraccion (Michalczyk, MacUra, & Matuszak, 2009). Los fenoles,
entre otras funciones, son componentes estructurales de las paredes celulares, otorgan
propiedades colorantes y aromatizantes a los vegetales. Ademas, existen estudios cientificos que
comprueban que los fenoles tienen varios beneficios en el organismo humano. Se ha
demostrado su capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antitrombética y antimicrobiana Aryal
et al. (2019).

En la Tabla 2, se muestra el contenido en fenoles totales obtenidos en cada fraccion fendlica de
VHF y de VHP.
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Tabla 2. Contenido total de fenoles (FT) en las fracciones fendlicas obtenidas de VHF y VHP expresados en mg dcido

gdlico/100g (base seca).
Muestra | F30 F60 FB FA 2Fracciones
VHF 3197 + 11944 639 + 3708 499 + 687 | 361+ 16°F | 4696
VHP 3047 +232%4 | 1056 +230°4 | 247 +£3°4 | 110 4134 | 4460

Por filas, letras diferentes (a-c) en minuscula y superindice muestran diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre las distintas fracciones fendlicas segun el factor fraccion. Por columnas letras diferentes (A-B) en
superindice indican diferencias significativas (p<0,05) para cada fraccion fendlica segun el factor muestra.

Tanto para VHF como para VHP, se observd que predominaron los fenoles libres (F30 y F60)
frente a los ligados (FB y FA). Estos resultados resultan consistentes con otros estudios que
muestran que la mayoria de los fenoles en frutas y vegetales se encuentran en forma libre (Sun
et al,, 2002; Alu’datt et al., 2017). En ambas muestras se observaron diferencias significativas en
el contenido en fenoles libres entre las extracciones realizadas a 30y 60 2C (p < 0,05), siendo F30
la fraccién donde mas compuestos fendlicos se extraen (en torno a un 80% y 66% del total antes
y después de liofilizar la vaina del haba, respectivamente). Resultados similares han sido
descritos por diferentes autores (Alu’datt et al., 2017; Camacho et al., 2022).

Respecto a la obtencidn de los fenoles ligados, en ambas muestras no se observaron diferencias
significativas entre ambas fracciones fenélicas (p>0,05), extrayéndose similar cantidad de fenoles
con la extraccién basica que con la acida. Por lo general, en el método convencional de
cuantizacion de FT (Tabla 1) se obtuvo un contenido fendlico comparable al obtenido en la suma
de todas las fracciones de fenoles.

Para analizar el posible efecto de la liofilizacion en el contenido fendlico de cada fraccion se
realizaron ANOVAs para cada fraccién, segun el factor tipo de muestra (VHF y VHP). Respecto a
la comparacidn entre cada fraccion fendlica entre ambas muestras, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) entre los FT cuantificados en ambas muestras en la
fraccién F30. Sin embargo, fijdndonos en los resultados de la fraccion F60, se obtuvo mayor
(p<0,05) contenido fenélico en VHP que en VHF, permitiendo la liofilizacién una mayor extraccion
de estos compuestos en este caso. En cuanto a la cuantificacidn de los fenoles ligados, tanto los
extraidos con NaOH como con HCL, se observd una disminucidn significativa con el procesado
(p<0,05).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles de origen natural que se sintetizan en plantas, algas
y bacterias fotosintéticas. Algunos de estos tienen la capacidad de actuar como provitamina A,
sobre todo el B-caroteno (Carranco Jauregui et al., 2011). Son abundantes en las plantas que
tienen alto contenido en clorofila, estando presentes en todos los tejidos fotosintéticos, junto a
ellas (Meléndez-Martinez et al., 2004). En este sentido, dentro de las leguminosas, se descubrid
gue las vainas de guisante y de judia verde pueden ser una buena fuente de carotenoides y que
podrian utilizarse como ingredientes funcionales (Nartea et al., 2023). Los carotenoides también
tienen capacidades antioxidantes. Asi, distintos estudios epidemiolégicos han demostrado que
pueden ser preventivos contra el cancer y enfermedades cardiovasculares (Ascaso, 2000) . Pero
hay que tener en cuenta que los carotenoides pueden perder esta actividad antioxidante debido
a que se oxidan en presencia de concentraciones altas de oxigeno (Carranco Jauregui et al.,
2011). Para las vainas de haba, VHF present6 73+4 mg 3-caroteno/100g bs, y VHP 50+3 mg 3-
caroteno/100g bs. Loizzo et al. (2020) reporto valores de aproximadamente 150 mg 3-caroteno
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/100 g de vaina haba (bs). Segun Lu et al. (2018b), explica que el contenido de los fitoquimicos
puede variar segun la variedad, el estado de maduracién de las plantas y las partes del haba. El
disolvente y la técnica de extraccién empleada también puede afectar a la cuantificacién de los
compuestos bioactivos. Respecto al proceso de obtencién del producto en polvo, ocasiond
pérdidas significativas(p<0,05) de este compuesto del 32%%. La inestabilidad de los carotenoides
se debe a que son compuestos muy insaturados, degradandose principalmente debido a
procesos oxidativos, ya sean no enzimaticos o debidos a enzimas como las lipoxigenasas. Asi, los
factores que influyen en la degradacién de carotenoides son la estructura quimica del
carotenoide, la exposicidn a la luz, actividad del agua y la temperatura durante el manejo del
producto (Meléndez-Martinez et al., 2004). Se ha comprobado que los procesos de oxidacién
son mas acusados cuando se pierde la integridad celular, de forma que en alimentos vegetales
triturados, la pérdida de compartimentacion celular pone en contacto sustancias que pueden
modificar estructuralmente, e incluso destruir los pigmentos. Otros estudios consideran que el
escaldado industrial de los alimentos también puede producir pérdidas de carotenoides, si bien
la inactivacion enzimatica que produce previene pérdidas posteriores durante el procesado y
almacenamiento (Rodriguez-Amaya, 1999). Por otra parte, se han observado pérdidas de
carotenoides del orden de 15-30% debido a reacciones de isomerizacion, conversién de trans-[3-
caroteno en su isdmero cis, en vegetales procesados (Gandul Rojas, 1992). Meléndez-Martinez
et al. (2004) explico en su trabajo que la proporcion de isdmeros aumenta con las elevadas
temperaturas de deshidratacion y los bajos niveles de humedad en productos secos.

La Vitamina C se puede presentar de dos maneras, en estados reducido (AA) y en su estado
oxidado (DHHA) (Cisternas et al., 2014), teniendo ambos estados accién vitaminica en nuestro
organismo. Los beneficios que abarca el consumo de Vitamina C son interesantes, ya que pueden
influir en la protecciéon contra las deficiencias del sistema inmunitario, las enfermedades
cardiovasculares, los problemas de salud prenatales, las enfermedades de los ojos y el
envejecimiento (Kathleen, 2008). Las cantidades recomendables de ingesta diaria de Vitamina C
son aproximadamente de 90 mg en hombres adultos y 75 mg en mujeres adultas. Ademas, si no
se llega por lo menos alos 10 mg de vitamina C diarios hay grandes riesgos de contraer escorbuto
(National Insitutes of Health, 2019).

El contenido en Vitamina C de VHF y VHP se muestra en la siguiente figura (Figura 7).
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Figura 7.Contenido de Vitamina C de la vaina de haba fresca (VHF) y de la vaina de haba liofilizada en polvo (VHP) en
su forma reducida (dcido ascorbico, AA) y en su forma oxidada (dcido dehidroascérbico, DHHA), expresado en mg/100g
de muestra en base seca. Las letras a-b indican diferencias significativas (p<0,05) el contenido en AA entre las muestras

y las letras A-B indican diferencias significativas (p<0,05) el contenido en DHHA entre las muestras

Se obtuvieron valores de vitamina C de 507,95 mg/100 g bs en VHF y 356,69 en VHP mg/100 g
bs. Renna et al. (2020) analizaron el contenido en acido ascérbico en diferentes genotipos de
vainas de haba fresca, con un valor medio que oscila entre 30 - 58 mg/100g (bh), siendo nuestro
valor de 35 mg/100g expresado en bh. Se observa que predomina el estado oxidado frente al
reducido tanto en VHF como en VHP. Los valores de DHHA en las muestras fueron de 47318
mg/100g bs en VHF y 327+16 mg/100g bs en VHP, produciéndose pérdidas significativas debido
al procesado (31%, p<0,05). El contenido de AA de VHF fue de 35+15 mg/100g bs. El secado por
liofilizacién no ocasiond pérdidas (p>0,05) de AA, observandose un contenido de AA en VHP de
3049 mg/100g bs.

5.2.EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La AAA de un alimento depende de la concentracion de sus compuestos bioactivos, como las
vitaminas, compuestos fendlicos o carotenoides. Ya que dicha actividad es debida a reacciones
sinérgicas entre distintos compuestos, es recomendable emplear mas de un método para medir
correctamente dicha actividad (Thaipong et al., 2006). En la Figura 8 se encuentran los valores
medios de la AAQ, por los dos métodos utilizados, FRAP y DPPH, con su desviacién estandar, de
las diferentes muestras analizadas, VHF y VHP. Dentro de cada método se han analizado las
extracciones hidrofilicas, que corresponden a las extracciones de los fenoles totales y las
extracciones lipofilicas, que corresponden a los carotenoides totales.
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Figura 8. Actividad antioxidante de las muestras de la vaina de haba fresca (VHF) y de la vaina de haba liofilizada en
polvo (VHP) analizada mediante dos métodos (FRAPy DPPH). La fraccion hidrofilica (Hidro) corresponde a la extraccion
fendlica y la lipofilica (Lipo) corresponde a la extraccion de los carotenoides totales. Para cada método de andlisis y
para cada extraccion, las letras a-b indican diferencias significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante entre las

muestras.

En este trabajo, en general para ambos métodos de medicién utilizados, se observé que la AAO
proporcionada por la fraccién hidrosoluble fue mayor que la liposoluble, esto concuerda con el
mayor contenido en compuesto fendlicos que carotenoides, tal y como se ha mostrado en la
Tabla 2, y también se ha observado por otros autores en diferentes tipos de vegetales (Pérez-
Jiménez et al., 2008).

Con el método FRAP se midio la capacidad de los compuestos antioxidantes de las muestras para
reducir el ion férrico a ferroso. En el caso de la extraccion hidrofilica , se observé que la AAO de
VHF (30,8+1,7 mmol de Trolox/100g bs) fue estadisticamente menor (p<0,05) que la de VHP
(38,24+0,3 mmol de Trolox/100g bs). Una posible explicacidn es que en las muestras liofilizadas,
se extrajeran mds compuestos antioxidantes, en este caso fenoles, tal y como hemos explicado
en el apartado 5.1. En cuanto a la AAO del extracto lipofilico medido mediante FRAP, destacé
gue la VHP no presentd actividad antioxidante. La muestra fresca si que reporté un valor de
1,140,7 mmol de Trolox/100g bs. La disminucién de la AAO en este caso parece debido a la
disminucion de los carotenoides debido al proceso de liofilizacién, tal y como se mostré en la
Tabla 1.

Respecto a la AAO de la parte hidrofilica analizada por el método DPPH, sucedié algo parecido a
lo comentado en el método FRAP. Se observd que VHF reportd un valor de AAO estadisticamente
menor (p<0,05) que VHP (8,96+0,12 mmol de Trolox/100g bs y 13,6+0,4mmol de Trolox/100g
bs, respectivamente). En este caso, la liofilizacion ocasiond un aumento de AAO del 34% respecto
a la VHF. Respecto a la parte lipofilica, se produjo una pérdida del 31% de la AAO del producto
liofilizado.
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En la Tabla 3, se muestran la AAO medida por los métodos FRAP y DPPH de las distintas
fracciones fenélicas obtenidas de VHF y VHP.

Tabla 3. Actividad antioxidante medida por los métodos FRAP y DPPH, de las fracciones fendlicas obtenidas a partir
de la vaina de haba fresca (VHF) y la vaina de haba en polvo (VHP). Los resultados se expresan en mmol de
Trolox/100g en base seca.

Método | Muestra F30 F60 FB FA YFracciones

FRAP VHF 11,9 + 0,624 6,7 + 0,34 0cA 0¢A 18,6
VHP 34 + 298 13,5+ 0,7°2 | 0,44 4+ 0,13°B 0cA 47,94

DPPH VHF 2,99 + 0,094 | 3,35+ 0,14%4 | 1,65+ 0,154 1,9 + 0,9¢4 9,89
VHP 10,2 + 0,598 6,0 + 0,58 1,12 + 0,088 | 1,57 + 0,17¢B 18,89

Para cada método de andlisis FRAP é DPPH, por filas, letras a-c en minuscula y superindice muestran diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las distintas fracciones fendlicas segun el factor fraccion. Para cada
método de analisis FRAP 6 DPPH, por columnas letras A-B en superindice indican diferencias significativas (p<0,05)
para cada fraccién fendlica segun el factor muestra.

Para ambos métodos se observé que la AAO de las fracciones de fenoles libres fue mayor
(p<0,05) que la de fenoles ligados. En el método FRAP las fracciones de fenoles ligados no
presentaron actividad antioxidante. En general la AAO de F30 fue mayor (p<0,05) que F60,
mostrando que la mayor cantidad de fenoles libres que aportan AAO en este caso, son extraidos
en la primera etapa de extraccién a 302C. En el método DPPH ocurrié algo muy parecido, en el
caso de las fracciones de los fenoles ligados no se observaron diferencias significativas entre la
fraccién extraida con NaOH y HCI.

Al igual que se hizo en el caso de las fracciones fendlicas para ver el efecto de la liofilizacion,
realizaron ANOVAs para la AAO de cada fraccion, segun el factor tipo de muestra (VHF y VHP).
Los valores obtenidos de AAO son comparables a la tendencia observada en la Figura 8. Asi,
comparando los resultados de AAO entre VHF y VHP, tanto en el método FRAP como en el
método DPPH, la muestra liofilizada presenté mayor (p<0,05) AAO en las fracciones de fenoles
libres F30 y F60 que VHF. En cuanto a la AAO de las fracciones de los fenoles ligados, la muestra
VFH presenté mayor AAO (p<0,05) que VHP, lo cual tiene sentido al ser la muestra fresca la que
mayor contenido fendlico ligado presenté (Tabla 2).

5.3. EVALUACION DEL iNDICE GLUCEMICO ESTIMADO

En la Figura 9 se observa la curva de la respuesta glucémica de las muestras de VHF y VHP
respecto a la del control de glucosa, para ver cudl fue su comportamiento en cuanto a la
absorcién de carbohidratos. Ademds se calculé el indice de hidrélisis, necesario para calcular el
IGE, utilizando las ecuaciones 3 y 4, respectivamente, descritas en el apartado 3.3.6.
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Figura 9. Curva de la respuesta glucémica de las muestras de vaina de haba fresca (VHF) y de la vaina de haba

liofilizada (VHP), frente al control de glucosa (CG).

El indice glucémico (IG) se ve influenciado por la velocidad de digestién y absorcién de los
carbohidratos en el sistema gastrointestinal. Los carbohidratos que se absorben rapidamente
tienen un IG alto, mientras que aquellos que se absorben lentamente generan respuestas
glucémicas mas estables, y por lo tanto, tienen un IG bajo (Ludwig, 2002).

Un producto alimenticio que posea un alto indice glucémico indica que sus glicidos son
absorbidos y procesados metabdlicamente velozmente. Para considerar a un alimento de alto
IG, su IG debe ser igual o mayor a 70, como por ejemplo el puré de patata (IG: 80), mientras que
un IG medio varia de 55 a 70 (platano IG: 62, pan blanco IG: 69). Por su parte, los |G bajos son
aquellos que no alcanzan el valor de 55 (uva IG: 45, tomate IG: 38, pomelo IG: 26) (Murillo,
2012). Cuanto menor sea el indice glucémico, menor sera el aumento de glucosa en sangre y
segregacion de insulina (Manuzza, et al., 2018). Di Cairano et al. (2020) reporté valores de 47,69
IG para la harina de guisante y 48,74 para la harina de lentejas.

Para la vaina de haba fresca y en polvo se pudo observar que los valores obtenidos de indice
glucémico estimado fueron de 16,16 para la VHF y 21,73 para VHP. Comparandolos con los
valores de otros alimentos anteriormente mencionados, se puede afirmar que ambas muestras
presentaron un valor bajo de IG. El bajo |G de la vaina del haba indica que sus carbohidratos se
absorben de forma lenta vy, por tanto, su consumo puede ser una herramienta para ayudar en el
control del nivel de glucosa postprandial, que resulta especialmente indicado para personas que
padecen enfermedades como la diabetes mellitus tipo Il o el sobrepeso. Arteaga Llona et al.,
(2006) menciond que los alimentos con IG bajo son mejores para la salud. Segun la FAO
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidn, 2001), los alimentos
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gue tienen un bajo IG son recomendados para personas que padecen enfermedades no
transmisibles, como diabetes, obesidad y sobrepeso.

6. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, el subproducto liofilizado de vaina de haba en polvo
es un residuo con una buena composicién en compuestos bioactivos (vitamina C en forma de
acido dehidroascérbico, clorofilas, polifenoles y carotenoides) con propiedades antioxidantes.
Respecto a la actividad antioxidante, se observd que la fraccién hidrofilica presentd una actividad
mucho mayor que la fraccidn lipofilica. Ademas, la fraccion de fenoles libres fue la que mayor
actividad antioxidante aportd frente a la fraccién de los compuestos fendlicos ligados a otras
estructuras celulares. Asimismo, su bajo indice glucémico estimado le confiere una cierta
capacidad para la regulacién de la glucosa postprandial y lo hace especialmente indicado para
personas que padecen obesidad y diabetes.

En este sentido este subproducto del procesado del haba en polvo muestra un valor funcional
prometedor que podria ser utilizado como ingrediente en la industria agroalimentaria. Con su
valorizacién para su empleo en alimentacién humana, se estaria impulsando la proteccion del
medio ambiente y el desarrollo econdmico, al mismo tiempo que se contribuiria a una
alimentacién saludable y sostenible.
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