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ANALISIS DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES PRESENTES EN HABA (Vicia
faba L.) PARA SU CONSUMO HORTICOLA.

RESUMEN

Las enfermedades cronicas constituyen la primera causa de muerte en Chile y la
evidencia actual demuestra que este tipo de patologias estad asociada a dafio de tipo
oxidativo. Por ello, los compuestos antioxidantes han tomado un papel primordial en
nuestra alimentacion.

El presente estudio se efectud con el objeto de evaluar la composicion y concentracion
de compuestos antioxidantes presentes en tres cultivares de haba (Vicia faba L.) para
consumo horticola y determinar, en funcion de la humedad del grano, la variacion en la
concentracion y composicion de estos compuestos en tres estados de humedad. Para
ello, se realiz6 un ensayo entre Junio y Diciembre del afio 2010 en la Estacién
Experimental Antumapu, el cual contd con nueve tratamientos, que contemplaron la
evaluacion de tres cultivares de habas (Luz de Otofio, Verde Bonita y Aguadulce)
cosechadas en tres estados de madurez de los granos (medidos en funcién del porcentaje
de humedad). Al alcanzar la humedad requerida en los granos, segun el tratamiento, se
evaluaron los solidos solubles, color de la testa, taninos totales y fenoles de bajo peso
molecular.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) y en
aquellos casos en que se obtuvo diferencias significativas, se realizd una prueba de
comparacion multiple de Tukey.

De acuerdo a los principales resultados se puede sefialar que el contenido de solidos
solubles aument6 a medida que disminuy6 la humedad en los granos de los tres
cultivares evaluados, obteniendo el cultivar Aguadulce (10,2 °Brix) el mayor contenido
durante el estado de menor humedad. Respecto a los pardmetros de color a”, b", C"y h°
en los cultivares Verde Bonita y Aguadulce no presentaron cambios a medida que
disminuy6 la humedad, en cambio en el cultivar Luz de Otofio los granos se volvieron
menos verdes y mas opacos. La concentracion de taninos totales fue diferente para cada
cultivar y cada estado de humedad del grano, destacandose el cultivar Verde Bonita
entre los 74-65% de humedad que presentd la mayor concentracién en mg L™ de (-)-
epicatequina. Los tres cultivares de haba evaluados presentaron compuestos fenolicos
de bajo peso molecular, existiendo diferencias entre cultivares solo a nivel de
concentracion, dado que la composicion fue la misma. Ademas se observo un descenso
de estos compuestos a medida que disminuyo la humedad de los granos.

Palabras clave

Compuestos Fendlicos, taninos, Vicia faba



ANALYSIS OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS IN FABA BEAN (Vicia fabalL.)
INTENDED FOR HORTICULTURE CONSUMPTION.

ABSTRACT

Chronic diseases are the main cause of death in Chile, and the actual evidence shows
that this type of pathologies are associated with oxidative damage, for this reason the
antioxidant compounds have an important role in our diet.

This study was performed with the purpose to evaluate the composition and
concentration of antioxidant compounds presents in three cultivars of Faba bean (Vicia
faba L.), “Luz de Otofio”, “Aguadulce” y “Verde Bonita” for horticultural consumption,
and to determine, depending on the moisture of the grain, the variation in concentration
and composition of low molecular weight phenols and tannins, for three maturity stages.
The assay was conducted between June and December of 2010 in “Antumapu”
Experimental Station, which consisted of nine treatments, that contemplated the
evaluation of three cultivars of beans harvested in three stages of maturity of the grains
(measured depending on the percentage of moisture). When required moisture level in
grains was reached, according to the treatment, soluble solids, color of the grain, total
tannins and low molecular weight phenols were evaluated.

Results were analyzed with analysis of variance (ANOVA), and Tukey’s multiple range
test was used to establish differences among treatments.

It is possible to indicate that the soluble solids content increases as the moisture level in
grains decreases in the three cultivars evaluated and the cultivar “Aguadulce” obtained
the highest content (10.2 °Brix), in the state of lower moisture. The color parameters a,
b, C" and he in cultivars “Verde Bonita” and “Aguadulce” had no change as moisture
level decreased, whereas in “Luz de Otofio” grains became less green and more opaque.

Total concentration of tannins was different for each cultivar and each grain moisture
level, highlighting “Verde Bonita” between 74-65% humidity, which presented the
highest concentration of (-)-epicatechin expressed in mg L™. The three faba bean
cultivars evaluated presented low molecular weight phenolic compounds, showing
differences between cultivars only in terms of concentration, and not in composition. A
decrease of these compounds was observed as grain moisture decreased.

Key words

Phenolic compounds, tannins, Vicia faba



INTRODUCCION

En Chile al igual que la mayoria de los paises desarrollados, las enfermedades cronicas
constituyen la primera causa de muerte. En contraste con las enfermedades infecciosas,
las enfermedades crénicas dependen de diversos factores y entre ellos la alimentacion,
es uno de los factores més significativos (Rosso, 2001).

En la actualidad gran parte de la sociedad chilena se ha ido alejando de su cultura
gastronémica para ir adoptando patrones de alimentacion, basados en gran ingesta de
grasa, azUcar y proteina animal, lo que ha contribuido al aumento de patologias
relacionadas con la nutricion, entre ellos: obesidad, sindromes metabolicos como la
diabetes, enfermedades cardiovasculares e hipertension arterial (Carvajal y Ortega,
2001). Sumado a lo anterior, los alimentos que tradicionalmente se han consumido estan
siendo objeto de investigacion debido a la evidencia de que una alimentacion sana es
uno de los pilares de la salud. De este modo, tanto a nivel nacional como internacional
se llevan a cabo numerosos estudios tendientes a buscar propiedades y compuestos
fitoquimicos que estan en los alimentos y que benefician de manera importante la salud
del ser humano. Una muestra de esta afirmacion, es el descubrimiento del rol esencial
para la salud humana, que tienen los antioxidantes presentes en diversos alimentos,
estos compuestos contribuyen en el control de reacciones oxidativas y ofrecen
proteccidn in vivo contra los radicales libres productores del dafio oxidativo (Leighton et
al., 1997).

Los radicales libres son especies quimicas, que, en su estructura atbmica presentan uno
0 mas electrones desapareados en el orbital externo, por lo que su configuracién
espacial es inestable, y por lo tanto son muy reactivos, provocando dafio celular
oxidativo. Este hecho se debe a que interactian con las principales biomoléculas del
organismo tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Venereo, 2002), causando
algunas enfermedades degenerativas irreversibles (Carvajal y Ortega, 2001). Entre las
numerosas patologias asociadas a estrés oxidativo, estan las dos principales causas de
muerte en paises desarrollados, tales como la arteriosclerosis y el cancer. Lo mismo
ocurre con las complicaciones de otras condiciones patoldgicas como artritis,
nefropatias y el proceso bioldgico del envejecimiento, que se aceleran en funcion de la
magnitud del estrés oxidativo al que estan sometidos organismos de muy diferentes
especies (Sohal y Weindruch, 1996).

El sistema de defensa antioxidante de diferentes organismos estad constituido por un
grupo de sustancias que, al estar presentes retrasan o previenen significativamente la
oxidacion e impiden que otras moléculas se unan al oxigeno al reaccionar e interactuar
mas rapido con los radicales libres (Venereo, 2002). Estas defensas antioxidantes en los
organismos aerdbicos son de tipo enzimatico y no enzimatico. La primera defensa
antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo enzimatico siendo, la catalasa, la
superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa las enzimas mas importantes. La
segunda barrera antioxidante de tipo no enzimatica esta dada por compuestos
antioxidantes que actGan tanto a nivel celular como extracelular. Esta segunda defensa
antioxidante estd formada por distintos compuestos, endogenos y exdgenos. A
diferencia de las enzimas antioxidantes, las sustancias antioxidantes se modifican al



reaccionar con los radicales libres y necesitan ser reemplazados puesto que se consumen
en el proceso. Algunas sustancias de origen enddgeno son glutation, urato, ubiquinol y
proteinas plasmaticas, las cuales son reemplazadas por sintesis. Si son de origen
exogeno, es decir, provenientes de la dieta, para ser reemplazadas necesitan ser
nuevamente ingeridas en ésta. Algunos de estos compuestos antioxidantes estan bien
establecidos como por ejemplo: vitamina C, vitamina E y carotenoides, y otros
particularmente estudiados en la actualidad como los polifenoles (Leighton et al., 1999).

Los compuestos fenolicos proceden del metabolismo secundario de las plantas
superiores, es decir, los hidratos de carbono fotosintetizados por las plantas son
posteriormente degradados para producir la energia que necesitan, pero una pequefia
parte de ellos se utiliza para sintetizar un gran nimero de compuestos entre los que se
encuentran los compuestos fenolicos, que tienen a los acidos acético y siquimico como
principales precursores (Ribereau-Gayon, 1968, citado por Pefia, 1998). Este gran grupo
de compuestos estan presentes ampliamente en la naturaleza y se caracterizan por
poseer anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilos. En su mayoria son potentes
antioxidantes necesarios para el funcionamiento de las células vegetales, encontrandose
en frutas, verduras, leguminosas y en bebidas como té y vino (Kinsella et al., 1993).

Dentro de los compuestos fendlicos, los flavonoides: flavonoles y flavanoles (taninos
condensados) constituyen uno de los grupos mas comunes, ampliamente distribuidos y
con un alto potencial antioxidante (Cortés, 2000). Sin embargo, el organismo humano
no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacion (Matinez-Florez, 2002).

Diversos estudios como los de Carratu y Sanzini, (2005) han demostrado la existencia
de taninos presentes en la testa de algunas leguminosas. Estos compuestos le confieren
actividad antioxidante a los granos y un papel importante en su sistema de defensa
frente a dafio causado por factores ambientales tales como la luz, el oxigeno, los
radicales libres e iones metalicos. Estos compuestos han recibido especial atencién
debido a que su consumo produce una serie de beneficios para la salud, entre ellos:
detoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema inmune, disminucion de la
agregacion plaquetaria, modulacion del metabolismo hormonal, reduccién de la presion
arterial y una actividad antibacteriana y antiviral (Carratu y Sanzini, 2005). Amarowicz
et al. (2004) sefialan que los taninos tienen un potencial anticancerigeno,
antimutagenico y propiedades antimicrobianas y Hagerman et al. (1998) afirman que los
taninos sonl5 a 30 veces mas eficaces en la extincion de radicales peroxilo que los
fenoles simples. Por lo tanto, segun estos autores los taninos deben ser considerados
como antioxidantes biologicos importantes.

Los granos de leguminosas cumplen un rol primordial para la nutricién humana, puesto
que se caracterizan por un elevado contenido proteico, ademas son una excelente fuente
de hidratos de carbono de digestion y asimilacion lenta, fibra soluble, micronutrientes
como vitaminas y minerales (calcio, hierro, magnesio, fosforo y zinc), y algunos
componentes bioactivos minoritarios como acido folico, ascorbico, fitico y pantoténico,
inhibidores de proteasas y saponinas, junto con un bajo contenido en grasa (Olmedilla et
al., 2010). Es asi como Aykroyd et al. (1982) indican que el ser humano, para lograr
una dieta balanceada, requiere una ingesta diaria de al menos 50 g de semilla de
leguminosas. Este grupo de plantas constituyen la principal fuente proteica en muchos
paises en desarrollo, en especial entre los grupos poblacionales mas pobres, que



obtienen las proteinas y la energia de fuentes vegetales, por lo que son clave en la
seguridad nutricional de grandes grupos humanos (Olmedilla et al., 2010).

Amarowicz y Ronald (2008) indican que la capacidad antioxidante de las leguminosas
de grano depende de la diversidad bioldgica de la especie; y por lo tanto, la variabilidad
en el contenido de compuestos fenolicos a nivel de genotipos podria ser Gtil al momento
de seleccionar aquellos que presenten un alto porcentaje de estos compuestos en sus
granos. Este hecho podria adquirir mayor importancia cuando se utilicen estos granos en
la fabricacion de alimentos funcionales y promover la salud de los consumidores.

Estudios realizados en haba (Vicia faba L.) para consumo en grano seco, indican la
presencia de un perfil polifendlico diferente entre los cotiledones y la testa de las
semillas estudiadas (Bartolomé et al., 1997 citado por Troszynska y Ciska, 2002;
Amarowicz et al., 2004) existiendo, ademas, variaciones en el contenido de taninos en
funcién del color de la testa (Elias et al., 1979). Este hecho estaria asociado a una alta
actividad antioxidante en el grano; sin embargo, esta caracteristica no se ha medido en
haba para consumo de grano verde, en donde los granos presentan entre un 70-74% de
humedad vy la testa presenta un color verde, ya que el color final se manifiesta una vez
que la semilla llega a su madurez fisioldgica.

Estudios preliminares llevados a cabo en la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad de Chile, indican la presencia de taninos y polifenoles como la quercetina y
procianidinas en granos enteros cosechados en verde'; sin embargo, este estudio se
realiz6 con muestras de habas cosechadas en un solo estado de madurez, no existiendo
antecedentes de cdmo varian estos compuestos en granos cosechados en distintos
estados de madurez.

Cabe destacar que en nuestro pais, el inicio de las labores de cosecha en haba esta
determinado béasicamente por inspeccion visual, considerando longitud de vainas,
tamafio y sabor de los granos, dureza (grado tenderométrico) mas que por su aporte
nutricional (Faiguenbaum, 2003) o como un potencial alimento funcional o
antioxidante.

Segun Baginsky (2008), dependiendo del estado de desarrollo en que se encuentre el
grano y su contenido de humedad, sus atributos van variando, como por ejemplo, granos
cosechados con una humedad inferior a la 6ptima (menor al 70% de humedad)
manifiestan cambios en el dulzor (menor porcentaje de agua) y un aumento en la dureza
de la testa, lo que provoca un menor nivel de aceptabilidad por parte del consumidor. En
este sentido muchas veces en Chile se privilegia el rendimiento méas que la calidad del
grano, cosechandose granos sobre maduros.

En Chile, a diferencia de lo que ocurre a nivel mundial, el haba se cultiva
principalmente como una especie horticola aprovechando sus semillas inmaduras las
que pueden ser consumidas en fresco o para la elaboracion de producto congelado; s6lo
una muy pequefia superficie se destina para grano seco, principalmente para
alimentacion animal. Durante mucho tiempo este cultivo fue considerado como una
hortaliza secundaria; no obstante su importancia ha ido en aumento observandose una
superficie promedio de 2.300 hectareas (ODEPA, 2011). A inicios de la década de los
90 el cultivo tuvo un alza importante en el aumento de su superficie debido a la entrada

! Pefia, A. Dr. Ing. Agrénomo. Profesor asistente Universidad de Chile. 2010 (Comunicacion personal).



al mercado del producto congelado, observandose que, en promedio, cerca del 30% de
la superficie total de destina a este producto, tanto para consumo interno como para
exportacion. Este hecho ademés, le ha otorgado al cultivo un mayor nivel de
tecnificacion (Faiguenbaum, 2003).

Dentro del grupo de las leguminosas de grano sembradas a nivel nacional el haba es una
buena opcion de cultivo otofial e invernal para la rotacion horticola, puesto que segun
Nadal et al., (2005) es una especie que se adapta bien a climas frescos con alta humedad
relativa y de bajas temperaturas; ademas presenta una buena adaptacion a suelos poco
favorables (bajo contenido de materia organica principalmente) y su notable capacidad
de asociarse simbidticamente a la bacteria del género Rhizobium, fijando nitrogeno
atmosférico. Todo esto proporciona una importante alternativa en variadas zonas de
nuestro pais.

Frente a este escenario y tal como se indicara anteriormente, en Chile no se ha
determinado como podria afectarse la calidad funcional de los granos, en funcion de su
madurez de cosecha®. Existe muy poca informacién disponible en la literatura con
respecto a los diferentes compuestos fendlicos presentes en habas para consumo de
grano seco Yy practicamente ninguna informacion respecto a su consumo horticola.
Tampoco hay estudios que determinen como varian estas caracteristicas en funcién de
los genotipos utilizados.

Por lo tanto, en base a los antecedentes antes descritos se ha planteado la siguiente
hipétesis.

“Baginsky, C. Dr. Ing. Agrénomo. Profesor asistente Universidad de Chile. 2010 (Comunicacién
personal).



Hipotesis

Existe variabilidad entre cultivares de haba en la composicion y concentracion de
compuestos fendlicos en granos cosechados al estado inmaduro (consumo horticola),
acentuéndose esta variabilidad segun el estado de desarrollo del grano.

Objetivos

Evaluar la composicion y concentracion de compuestos fenolicos presentes en tres
cultivares de haba para consumo horticola.

Determinar, en funcion de la madurez del grano, la concentracion y composicion de
fenoles de bajo peso molecular y taninos, en haba para consumo horticola.

Determinar los cambios en color y sélidos solubles de tres cultivares de haba, en
funcion del contenido de humedad del grano.



MATERIALES Y METODO

Materiales

e Ubicacion

El presente estudio se realizo entre los meses de Junio a Diciembre del afio 2010, en la
Estacion Experimental Antumapu, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrondmicas
de la Universidad de Chile, ubicada en la comuna de La Pintana, Santiago de Chile (33°
34' Latitud Sur y 70° 38' Latitud Oeste). Sus suelos pertenecen a la serie cartogréfica
Santiago y se caracterizan por ser de origen aluvial, ligeramente profundos, de textura
franco arenosa, con un buen drenaje y una pendiente que fluctua entre 0 y 1% (CIREN,
1996).

e Clima

El sector presenta un clima de tipo templado mesotermal estenotérmico mediterraneo
semiarido cuyo régimen térmico se caracteriza por temperaturas que varian, en
promedio, entre una maxima en Enero de 28,2 °C y una minima en Julio de 4,4 °C. Con
un periodo libre de heladas de 231 dias. El régimen hidrico observa una precipitacion
media anual de 419 mm, un déficit hidrico de 997 mm y un periodo seco de ocho meses.
Por la ubicacion del distrito el régimen térmico se caracteriza por veranos Secos Yy
calurosos e inviernos frios (Atlas Agroclimatologico de Chile, 1990).

e Cultivares

En el estudio se utilizaron cultivares de Vicia faba L. pertenecientes a la variedad
botanica Major, siendo esta la mas utilizada para consumo horticola a nivel mundial
(Faiguenbaum, 2003). Se evaluaron tres cultivares: Luz de Otofio y Aguadulce de
habito de crecimiento indeterminado procedentes del mercado chileno y el cultivar
Verde Bonita de habito de crecimiento determinado, proveniente del Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera, Alameda del Obispo (IFAPA), Cordoba,
Espana.



Metodologia

Tratamientos y disefio del experimento

El ensayo, llevado a cabo en campo, conto con nueve tratamientos, que contemplaron la
evaluacion de tres cultivares de habas cosechadas en tres estados de madurez de los
granos (medidos en funcion del % de humedad). En el Cuadro 1, se presenta un
resumen de ellos. Los tratamientos fueron dispuestos en un disefio experimental de
Parcelas Divididas al Azar con Arreglo Factorial. Cada tratamiento quedo conformado
por cinco repeticiones; sin embargo en las evaluaciones sélo se consideraron tres
repeticiones, porque el cultivo, durante su desarrollo, sufri6 un ataque severo de
Fusarium solani (Mart.) Sacc., afectando el crecimiento y la produccion de vainas,
motivo por el cual esas repeticiones no fueron consideradas.

Cuadro 1. Cultivares y estados de desarrollo en los tratamientos evaluados

Tratamiento Cultivar Estado de desarrollo N° de Fecha
(% de humedad) Cosecha

T: Luz de Otofio 70 - 74 Ci 04 Noviembre
T, Luz de Otofio 65 — 69 C, 11 Noviembre
T3 Luz de Otofio 60 — 64 Cs 15 Noviembre
T4 Verde Bonita 70 - 74 Ci 04 Noviembre
Ts Verde Bonita 65 — 69 C, 11 Noviembre
Te Verde Bonita 60 — 64 Cs 15 Noviembre
T, Aguadulce 70-74 C: 04 Noviembre
Ts Aguadulce 65— 69 Cz 11 Noviembre
To Aguadulce 60 — 64 Cs 15 Noviembre

Se estableci6 una parcela principal de 567 m? donde cada unidad experimental presenté
una superficie de 36 m? para el caso de los cultivares indeterminados y de 22,5 m? para
el cultivar determinado. Cada unidad experimental consté con 12 hileras de 5 metros de
largo para los cultivares indeterminados y 9 hileras de 5 metros de largo para el cultivar
determinado; la distancia entre y sobre hilera para cada cultivar se presenta en el Cuadro
2. Ademas en la Figura 1 se puede observar un esquema de la distribucion del ensayo en
terreno.



Cuadro 2. Cultivares evaluados en los tratamientos, distancias entre y sobre hileras por

unidad experimental y densidad de plantas por hectarea.

Distancia sobre  Distancia Densidad de poblacion
Cultivar hilera entre hilera (Plantas ha)
cm
Luz de otofio 28 60 58.100
Agua dulce 25 60 66.400
Verde Bonita 10 50 200.000

1m
~as i

an]
[Vt

Luz de Otofio

Aguadulce

Figura 1. Distribucion y ubicacion espacial de los tratamientos en terreno. Cq: 75-80%

HO; C,: 70-74% H°; C3: 65-69% H°; R: repeticion.

Establecimiento de los tratamientos:

1.

Una vez que las plantas llegaron al estado de inicio de floracién se monitoreo
visualmente el avance en el desarrollo de las estructuras reproductivas en los nudos
superiores. Una vez que las flores de las inflorescencias del cuarto nudo se
encontraron totalmente abiertas, se marcd el nudo méas proximo a ella con el
objetivo de identificarla. Por cada unidad experimental se marcé un total de 50
inflorescencias, ubicadas en el eje central de las plantas.

Con el objetivo de determinar la humedad requerida para cada tratamiento, se
muestrearon en forma periodica 10 vainas por unidad experimental al inicio del



llenado de granos y luego cada dos dias cuando la humedad se encontraba cercana a
la requerida, segln tratamiento.

3. El porcentaje de humedad se evalud en funcion del peso fresco y peso seco de los
granos. Al cosechar los granos se registré su peso fresco y posterior a esto fueron
puestos en estufa con aire forzado a 70 °C por 48 horas para medir su peso seco
(Apéndice 1). El porcentaje de humedad se calculd en funcion de la siguiente
formula:

% Humedad = [(Peso fresco — Peso seco)/Peso fresco)]* 100

Evaluaciones

Al alcanzar la humedad requerida en los granos segun el tratamiento, se cosecharon 15
vainas por unidad experimental, seleccionando la de mayor tamafio dentro de cada
inflorescencia. Las vainas se repartieron en partes iguales para cada evaluacion: 5
vainas para medicion de color, 5 para sélidos solubles y 5 para el analisis de taninos y
fenoles de bajo peso molecular.

Las vainas fueron cosechadas desde las 8:30 - 10:00 am y se trasportaron
inmediatamente en una cdmara de frio al laboratorio donde se evaluo6:

Sélidos solubles por refractometria: Estos se determinaron a los granos con un
refractometro marca Atago (escala de 0-30°), y los resultados se expresaron en grados
Brix segun Sepulveda, (1998).

Color: Se utiliz6 el sistema CIELab (Comission Internationale de L Eclairage),
utilizando las coordenadas L~ (luminosidad), a (intensidad de verde a rojo), b’
(intensidad de amarillo a azul), con una fuente luminica Dgs y angulo de observador de
2° (Sepulveda, 1998). Para ello se utilizd un colorimetro triestimulo marca Minolta,
modelo CR300. Ademas se calculd h° (tono), que fue calculado como el arcotangente de
(b/a") en grados, C* (croma), que fue calculado mediante la expresion [(a>+ b)Y
(McGuire, 1992) y la diferencia de color total AE” = [(AL")? + (Aa’)? + (Ab )*]*? (Pérez-
Magarifio and Gonzélez-Sanjosé, 2003). En el Anexo Il, se muestra la representacién
del sélido de color para el espacio de color L™, a" y b".

Contenido de taninos totales y fenoles de bajo peso molecular: Para la evaluacion de
ambos parametros, las muestras fueron previamente acondicionadas, segun el siguiente
protocolo:

1. Se desgranaron las cinco vainas provenientes de cada unidad experimental y se
seleccionaron al azar 10 g de granos enteros.

2. Los granos seleccionados fueron triturados con una licuadora de mano marca
Braun modelo Minipimer MR-4000, en 100 mL de solucién hidroalcohdlica
(Metanol/agua, 80:20 v/v).



3. Se ajustd el pH de la solucion a 3,6.

4. La solucion debidamente homogenizada se traspasd a un matraz erlenmeyer de
250 mL de capacidad, tapado y protegido de la luz en su exterior con papel
aluminio y se agito por 2 horas con un agitador magnético.

5. Terminada la agitacion, se separo la fase sélida de la liquida mediante un tamiz
y las partes solidas se maceraron nuevamente con un total de 2 extracciones.

6. Las fases liquidas recogidas en ambas oportunidades se homogenizaron y se
traspasaron a tubos Falcon de 50 mL y se llevaron a centrifugacion por 20
minutos a 3500 revoluciones por minuto.

7. Lasolucion final se filtrd al vacio utilizando filtros de celulosa de 0,45 pm.

8. La solucion obtenida fue utilizada para la medicion espectrofotométrica y
HPLC.

Los taninos totales fueron medidos en un espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo
UV-1700 de acuerdo al siguiente protocolo descrito por Mercurio et al. (2007).

1. Preparacion de la muestra: En un tubo Falcon de 15 mL se agregd 1 mL de
extracto de la muestra mas 3 mL de la solucion de metilcelulosa al 0.04% p/v; se
agitd y dejo reposar durante 3 minutos. Posteriormente se agregaron 2 mL de
solucion saturada de sulfato de amonio (43,47 g en 100 mL de agua desionizada)
y se llevd al volumen final (10 mL) con agua desionizada.

2. Se mezcld y dejé reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd
por 20 minutos a 3.500 revoluciones por minuto.

3. Preparacion de la muestra control: Se repitieron los pasos anteriores omitiendo
la adicion de metilcelulosa a la solucion contenedora de taninos.

4. Se midié la absorbancia a 280 nm de la muestra tratamiento y de la muestra
control.

La cuantificacion se realizo utilizando una curva de calibracion con (-)-epicatequina,
dando como resultados valores en mg (-)-epicatequina L™ equivalente.

Fenoles de bajo peso molecular Se determind mediante tecnicas de individualizacion
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD) (Pefia et al., 1999), utilizando
un cromatografo marca Agilent modelo 1100 serie con: un desgasificador Agilent
modelo G1379A, una bomba cuaternaria Agilent modelo G1311A, un detector de
diodos alineados (DAD) Agilent modelo G1315B y un Inyector (Autosampler) modelo
G1313A, usando una columna Nova-Pak (Waters) Cig, 4 um, 3,9 (D.1.) x 300 mm. Para
la extraccion se utilizd el método propuesto y modificado por Pefia (1998)°. Los
compuestos fenolicos fueron posteriormente identificados mediante su espectro de
absorcion y tiempo de retencion. La cuantificacion de los compuestos fendlicos, se

*Pefia, A. Dr. Ing. Agrénomo. Profesor asistente Universidad de Chile. 2010 (Comunicacion personal)



realiz6 determinando la concentracion de cada uno y compardndola con una curva de
calibracion.

Ademaés, vy, a partir de datos climéticos registrados por la Estacién Meteoroldgica La
Platina, INIA, se calculé la acumulacion de dias grados requeridos para alcanzar las
diferentes etapas de desarrollo, mediante la formula propuesta por Arnold (1980),
utilizando para ello los registros de temperatura y considerando una temperatura umbral
del crecimiento para el haba de 0 °C (Patrick and Stoddard, 2010). Se cont6 ademas con
el registro de precipitaciones y presencia de heladas durante la temporada en estudio
(Apéndice I1).

Tmax + Tmin
U.c.= 2 -0=C

U.C. = Unidades Caldricas

T° méx = Temperatura maxima diaria

T°min = Temperatura minima diaria

0°C = Temperatura umbral de crecimiento para el haba (Patrick and Stoddard,
2010)

Manejo del cultivo

Preparacién del suelo. La preparacion del suelo se inici6 mediante una aradura y
culmind con dos rastrajes, dejando el suelo con un nivel de mullimiento éptimo para la
siembra.

Fertilizacion. Las dosis necesarias de fosforo (P) y potasio (K) para el cultivo se
determinaron a través de un analisis de suelo (Anexo 1). La dosis de nitrogeno (N) se
determino en funcion del anélisis de suelo, pero, ademas considerando que un 75% de la
demanda bruta del nutriente es aportado por la fijacion simbidtica. Durante el Gltimo
rastraje se incorporé al voleo el equivalente a 60 kg ha™ de P,Os y K,O en forma de
superfosfato triple y muriato de potasio, respectivamente. Del mismo modo se aplicaron
75 kg ha™ de N, utilizandose urea como fertilizante. Esta aplicacion se realizé en base a
un rendimiento esperado de 15 ton ha™.

Siembra. Previo a la siembra y con el objetivo de optimizar la fijacion de nitrogeno las
semillas fueron inoculadas con Rhizobium leguminosarum bv. viciae (250 g de
inoculante y 40 g de adherente por cada 50 kg de semilla).

La siembra se llevé a cabo en forma manual el dia 10 de Junio de 2010, depositandose
una semilla por golpe a una profundidad de 4-6 cm aproximadamente. En funciéon de la
distancia entre y sobre hilera a la cual fueron depositadas las semillas (Cuadro 2), las



densidades fueron de 21.164, 39.682 y 19.047 plantas ha™ para Aguadulce, Verde
Bonita y Luz de Otofio, respectivamente.

Riego. El sistema de riego fue por surcos y su frecuencia fue determinada en funcion de
la humedad del suelo, la que se monitoreo con un barreno midiendo entre 20 y 30 cm de
profundidad (nivel donde se concentra la mayor proporcion de raices).

En total se realizaron cinco riegos, los que se llevaron a cabo entre los meses de
septiembre a octubre, periodo durante el cual el abastecimiento hidrico por parte de las
precipitaciones fue practicamente nulo (Apéndice II).

Control de malezas. Las malezas fueron controladas en forma quimica y mecanico-
manual. El tratamiento herbicida contemplé dos productos de pre-emergencia
correspondientes a Pendimenthalin y Linuron en dosis de 3 L ha®y 1 L ha™ de los
productos comerciales, respectivamente. Esta aplicacion se realizo al dia siguiente de la
siembra y permitid tener el cultivo limpio durante los primeros estados de desarrollo.
Durante el periodo posterior y en forma periddica las malezas fueron controladas con
azadon y/o en forma manual. De esta forma el cultivo se mantuvo libre de malezas
durante todo su desarrollo. Las principales especies presentes fueron: Cynodon dactylon
(Chépica), Brassica sp. (Brasicas), Sorghum halepense (Maicillo), Urtica urens
(Ortiga), Convolvulus arvensis L. (Correhuela).

Plagas y enfermedades. Se efectuaron cuatro aplicaciones de producto quimicos al
cultivo, dos correspondientes a Rovral en dosis de 60 g ha™ en 300 L ha™ para controlar
Botrytis fabae (Mancha chocolatada).

Ademas se aplicaron los insecticidas Lorsban 4E (7 Septiembre) en dosis de 1 L ha™y
Mospilan (22 Septiembre) en dosis de 70 g ha™ en 100 L ha™ contra el minador de las
chacras (Liriomyza huidobrensis) y el pulgén del haba (Aphis fabae), respectivamente.
Todas las aplicaciones se realizaron en forma manual con motobomba de espalda.
Durante su desarrollo el cultivo sufrié un ataque de Fusarium solani (Mart.) Sacc. que
comprometié los dos altimos bloques del ensayo, no existiendo control curativo para
este agente patdgeno.



Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA) con el
fin de detectar posibles diferencias entre los tratamientos. En aquellos casos en que se
obtuvieron diferencias significativas, se realizé una prueba de de comparacion mdaltiple
de Tukey, con un nivel de significancia menor o igual al 5% (p < 0,05). Cuando se
presentaron interacciones entre los factores se analizaron las diferencias entre las
humedades para cada cultivar por separado. En cada cultivar para analizar la incidencia
de cada humedad en las variedades se evalué cuando fue de interés para el estudio. Los
analisis se realizaron con el programa estadistico STATGRAPHICS plus version 5.1.



RESULTADOS

Condiciones climaticas de crecimiento

El cultivo fue establecido entre los meses de Junio y Noviembre del 2010, y durante la
etapa vegetativa se desarrollé con temperaturas promedio de 8,3 °C, lo que esta dentro
del rango dptimo para esta etapa de crecimiento en la especie. Las temperaturas méas
bajas se registraron en el mes de Julio (temperaturas entre -0,4 y -2,3 °C), en tanto que
las heladas se concentraron entre los meses de Junio y Agosto, coincidiendo estos
eventos durante la etapa vegetativa (Apéndice Il). Posteriormente durante la etapa
reproductiva las temperaturas ascendieron, observandose un promedio de 14,3 °C
durante este estado de desarrollo, temperatura considerada Optima para esta especie. Las
plantas finalmente acumularon en promedio un total de 1.737,5 unidades caldricas,
correspondiendo 729 al desarrollo de la etapa vegetativa y 1.008,5 a la reproductiva.

Los antecedentes entregados anteriormente estarian indicando que el cultivo crecio en
Optimas condiciones climéticas segun lo indicado por Faiguenbaum, (2003) y
Confalone, (2008)

Composicion quimica de los granos

Los distintos compuestos quimicos fueron evaluados en granos de haba provenientes de
vainas ubicadas en el cuarto nudo reproductivo del eje principal. Este hecho obedece a
que, los primeros nudos, que son de mayor produccién, normalmente absciden sus
flores por diferentes razones (luz, competencia por nutrientes, entre otros) (Monterroso
and Wien, 1990).

Contenido de sélidos solubles

Los soélidos solubles estan constituidos principalmente por azucares, acidos organicos,
vitaminas, aminoacidos e iones, presentes en el jugo celular de frutas y hortalizas.
Como los azucares ocupan la mayor parte de los solidos solubles (90-95%) estos
reflejan un valor bastante aproximado y atil como indice de contenido de sélidos
solubles (Berger, 1991).

En la Figura 2 se puede observar la variacion en el contenido de sélidos solubles en los
cultivares, Luz de Otofio, Verde Bonita y Aguadulce, en los distintos estados de
humedad de los granos. Los datos numéricos se presentan en el Apéndice IlI.



Sélidos solubles
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Figura 2. Contenido de sélidos solubles medidos en porcentaje de sacarosa en los
cultivares Luz de Otofio, Aguadulce y Verde Bonita a medida que disminuye la

humedad de los granos (Letras mindsculas distintas indican diferencia significativa entre
humedades para un mismo cultivar, letras mayusculas distintas indican diferencia significativa entre
cultivares para una misma humedad, p < 0,05).

Se puede apreciar que el contenido de solidos solubles aumentd a medida que
disminuyé la humedad en los granos de los tres cultivares evaluados, sin embargo sélo
se observaron diferencias significativas en el cultivar Luz de Otofio cuando presentd la
mayor humedad en sus granos (75-80% de humedad). Este cultivar present6 un alza
sustancial entre el primer y segundo estado de humedad (75% de aumento), llegando
finalmente a un contenido de sélidos solubles de 9,2 °Brix (Figura 2, Apéndice II1).

Ademaés se puede observar que existen diferencias en el contenido de sélidos solubles
entre los cultivares Aguadulce y Luz de Otofio, siendo estas diferencias significativas
solo durante el primer estado de humedad de los granos (75-80%).

Los cultivares Aguadulce y Verde Bonita no presentaron diferencias en la acumulacion
de sélidos solubles a medida que disminuyd la humedad de los granos, observandose
que la acumulacion fue bastante uniforme en los tres estados de madurez. Se debe
destacar que Aguadulce presentd valores mas altos que Verde Bonita en todos los
estados de humedad evaluados, llegando a lograr un méaximo de 10,2 °Brix durante el
estado de menor humedad (65-69%), equivalente a un 31% mayor que Verde Bonita
que presento 7,8 °Brix (Figura 2, Apéndice IlI).



Taninos Totales

El pardametro taninos totales, otorga informacion acerca de la concentracion global de
taninos condensados presentes. Estdn presentes en frutos inmaduros y poseen una
capacidad para unirse a macromoléculas como hidratos de carbono y proteinas
(Venegas, 2010). Representan una compleja familia compuesta por las diferentes formas
isoméricas de la (+)-catequina y sus polimeros que reciben el nombre de taninos
condensados y corresponden a cadenas de diferente nimero de unidades de los diversos
flavanoles mondmeros mediante enlaces C4-Cg 0 C4-Cg (Zamora, 2003).

En la Figura 3 se presentan los resultados de la concentracion de taninos totales
pertenecientes a los tres cultivares que fueron evaluados en este ensayo.

Taninos totales
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Figura 3. Variacion de los taninos totales medidos en mg L™ de (-)-epicatequina en los

tres cultivares evaluados a medida que disminuyd la humedad de los granos (Letras
minlsculas distintas indican diferencia significativa entre humedades para un mismo cultivar, letras
mayusculas distintas indican diferencia significativa entre cultivares para una misma humedad, seguin
test de Tukey (p< 0,05)).

En los cultivares Luz de Otofio y Aguadulce, el contenido de taninos totales presentd un
descenso a medida que disminuyo la humedad de los granos, siendo mucho mas notorio
en el cultivar Aguadulce, en donde se observaron diferencias entre los tres estados de
humedad, llegando finalmente a presentar en el Gltimo estado de humedad (65-69%) un
tercio de lo que poseia inicialmente, obteniendo el valor mas bajo de los tres cultivares,
equivalente a 50 mg L™ (-)-epicatequina en comparacion a los valores de 201 y 572 mg
L™ (-)-epicatequina de los cultivares Luz de Otofio y Verde Bonita, respectivamente
(Apeéndice V). Se puede observar que en el cultivar Luz de Otofio el descenso en el
contenido de taninos totales fue significativo s6lo cuando los granos pasaron de 75-80%
a 70-74% de humedad, manteniéndose constante a partir de este Gltimo estado.



Como se puede apreciar en la Figura 3, Verde Bonita presentd un comportamiento
distinto al de los otros cultivares, puesto que en el segundo estado de humedad (70-
74%), el nivel de taninos aumento6 3,5 veces respecto al valor inicial (ascendi6 de 351 a
1212 mg L™ (-)-epicatequina) para posteriormente alcanzar un valor de 572 mg L™
durante el menor estado de humedad de los granos.

Al comparar el contenido de taninos totales entre los cultivares, se observaron
diferencias en concentracion en los tres estados de humedad. Durante los primeros dos
estados, 75-80% a 70-74% de humedad, los cultivares Aguadulce y Luz de Otofio
no presentaron diferencias entre si, en cambio presentaron diferencias con respecto al
cultivar Verde Bonita. En el segundo estado de humedad, este porcentaje aumentd a
favor de Verde Bonita, el cual alcanzé el contenido de (-)-epicatequina mas alto
registrado en el estudio.

Durante el estado de menor humedad de los granos, los tres cultivares presentaron
diferencias entre si.

Anélisis individualizado de compuestos fendlicos.

Para el andlisis de compuestos fenolicos de bajo peso molecular, se analizaron muestras
de extractos de granos segun su porcentaje de humedad. Los compuestos fendlicos
estudiados fueron posteriormente identificados mediante la comparacion de su espectro
UV vy tiempo de retencion con su respectivo estandar. Como se puede observar en los
cromatogramas obtenidos para cada cultivar (Figuras 4, 5y 6), los compuestos fendlicos
identificados en los granos fueron del tipo flavonoide, pertenecientes a las familias de
los flavanoles y los flavonoles. Dentro del grupo de los flavanoles los compuestos
observados fueron: prodelfinidinas, procianidinas, (+)-catequina y (-)-epicatequina, y
dentro del grupo de los flavonoles se encontraron: quercetina y miricetina.

En las Figuras 4, 5 y 6 se presentan los patrones cromatograficos obtenidos para cada
cultivar durante una humedad determinada.



Cromatograma Luz de Otofio
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Figura 4. Cromatograma patrén (280 nm) de un extracto de granos de haba del cultivar

Luz de Otofio a 75-80% de humedad. Los compuestos identificados en las muestras analizadas
en orden a su tiempo de aparicion en el cromatograma es el siguiente: (1) prodelfinidina; (2-7)
procianidina; (8,9) prodelfinidina; (10) (+)-catequina; (11) procianidina;(12) (-)-epicatequina; (13-17)
quercetina; (18) miricetina.

Como muestra la Figura 4 en el cultivar Luz de Otofio a 75-80% de humedad fue
posible identificar 18 compuestos de los cuales 12 correspondieron al grupo de los
flavanoles (prodelfinidinas, procianidinas, (+)-catequina y (-)-epicatequina) y 6 al grupo
de los flavonoles (quercetina y miricetina).

Para el cultivar Verde Bonita a 70-74% de humedad, fue posible identificar 18
compuestos de los cuales 13 correspondieron al grupo de los flavanoles
(prodelfinidinas, procianidinas, (+)-catequina y (-)-epicatequina) y 5 al grupo de los
flavonoles (quercetina y miricetina) (Figura 5).

Por ultimo, en el caso del cultivar Aguadulce, se identificaron 19 compuestos de los
cuales 10 correspondieron al grupo de los flavanoles (prodelfinidinas, procianidinas,
(+)-catequina y (-)-epicatequina) y 9 al grupo de los flavonoles (quercetina y miricetina)
(Figura 6).



Cromatograma Verde Bonita
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Figura 5. Cromatograma patrén (280 nm) de un extracto de granos de haba del cultivar
Verde Bonita a 70-74% humedad. Los compuestos identificados en las muestras analizadas en
orden a su tiempo de aparicién en el cromatograma es el siguiente: (1-3) prodelfinidina; (4,5)
procianidina; (6) prodelfinidina; (7,8) procianidina; (9,10) prodelfinidina; (11) (+)-catequina; (12)
procianidina; (13) (-)-epicatequina; (14-16) quercetina; (17,18) miricetina.

Cromatograma Aguadulce
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Figura 6. Cromatograma patrén (280 nm) de un extracto de granos de haba del cultivar

Aguadulce a 75-80% de humedad. Los compuestos identificados en las muestras analizadas en
orden a su tiempo de aparicion en el cromatograma es el siguiente: (1,2) prodelfiniding;(3,4)
procianidina; (5) prodelfinidina; (6) procianidina; (7) prodelfinidina; (8) (+)-catequina; (9)
procianidina; (10) (-)-epicatequina; (11-13) quercetina; (14-19) miricetina.

Del analisis de compuestos fenélicos de bajo peso molecular, se pudo apreciar que para
los tres cultivares, los compuestos pertenecientes a la familias de los flavanoles y los
flavonoles, se encontraron en distintas concentraciones, dado que existieron estas
diferencias en el ndmero de compuestos pormenorizados identificados en los
cormatogramas de cada cultivar estudiado. En el Cuadros 3 se presentan los compuestos
pormenorizados de cada familia fendlica cuantificada en las muestras en estudio.



Cuadro 3. Concentracion promedio (mg kg™), + desviacion estandar de los compuestos
fendlicos de bajo peso molecular encontrados en los tres cultivares evaluados.

75-80% H 70-74% H 65-69% H
Compuesto Concentracién mg kg™
Prodelfinidinas Luz de Otofio 70,0+7,1 Ba' 347+0,7 Bb 214+15 Bc
Verde Bonita 1150+11,1Aa 57,629 Ab 445x45 Ab
Aguadulce 995+76 Aa 362+29Bb 229+25 Bc
Procianidinas  Luzde Otofio 178+12 Ba 204+12 Ba 182+15 Aa
Verde Bonita  13,3+1,3 Cc 36,712 Aa 17,715 Ab
Aguadulce 290+14 Aa 8505 Cb 10,3+1,0 Bb
(+)-Catequina  Luz de Otofio 0,0+0,0 Cc 2,8+0,2 Cb 95+0,6 Aa
Verde Bonita 17,6+15 Aa 9,0+x0,6 Ab 3,5+0,3 Bc
Aguadulce 105+0,9 Ba 44+0,3 Bb 1,1+£0,1 Cc
(-)-Epicatequina Luz de Otofio 2,3x0,2 Ca 3,6+0,2 Bb 35+0,1 Ab
Verde Bonita 7,0+£0,3 Aa 55+0,6 Ab 2,4+0,1 Bc
Aguadulce 50x+0,3 Ba 40+04 Bb 35+0,1 Ab
Quercetina Luz de Otofio 3,1+0,1 Ba N.D. N.D.
Verde Bonita 6,2+0,3 Aa 2,2+0,2 Ab 15+£0,1 Ac
Aguadulce 1,7£0,2 Ca N.D. N.D.
Miricetina Luz de Otofio 10,1+ 0,5 Ca 2,1+0,2 Bb 0,0+0,0 Bc
Verde Bonita 17,0+1,2 Ba 6,4+0,4 Ab 6,3+0,1 Ab
Aguadulce 202+1,7 Aa 0,3+0,0 Bb N.D.

Letras minGsculas distintas indican diferencia significativa entre humedades para un mismo cultivar;
letras mayusculas distintas dentro de un mismo compuesto, indican diferencia significativa entre
cultivares para una misma humedad, segun test de Tukey (p < 0,05), N.D: No detectado.

En relacion al andlisis individualizado de compuestos fenolicos de bajo peso molecular,
en el Cuadro 3, se puede observar que los compuestos pormenorizados mas abundantes
fueron las procianidinas y las prodelfinidinas, destacandose estas Ultimas por estar en
concentraciones superiores a los 21 mg kg™ durante todo el estudio en los tres cultivares
evaluados. Se observd una disminucion en la concentracion de estos compuestos a
medida que la humedad de los granos descendia (Cuadro 3). Se observaron diferencias
significativas para el cultivar Luz de Otofio y Aguadulce, en el contenido de
prodelfinidinas, entre los tres estados de humedad de los granos, en donde estos
compuestos disminuyeron en 48 y 76 mg kg™ respectivamente, entre el primer y el
ultimo estado de humedad. En el cultivar Verde Bonita esta diminucion se obtuvo
cuando la humedad descendi6 del 75-80%, correspondiendo a 57,4 mg kg™.



La concentracion de procianidinas fue diferente para cada estado de humedad dentro de
cada cultivar, observandose un comportamiento distinto a medida que disminuia la
humedad de los granos.

En cuanto a los flavonoles, quercetina y miricetina, la concentracion de estos
compuestos disminuyo junto con la pérdida de humedad en los granos. En los cultivares
Aguadulce y Luz de Otofio, la quercetina no se detectd en los dos ultimos estados de
humedad (70-74% y 65-69%). Este mismo comportamiento se observé en la miricetina
pero solo durante el ultimo estado de humedad (65-69%).

Con respecto a los compuestos (-)-epicatequina y (+)-catequina, en los cultivares Verde
Bonita y Aguadulce, su concentracion disminuy6 a medida que lo hizo la humedad de
los granos, siendo esta disminucion significativa, en el caso del compuesto (+)-
catequina, para los tres cultivares evaluados. En el cultivar Luz de Otofio se observo un
aumento de estos compuestos a medida que el grano presenté menor humedad.

En cuanto a las diferencias entre cultivares para cada estado de humedad (Cuadro 3), se
observaron diferencias en la concentracién de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular. Durante el estado de mayor humedad en los granos existieron diferencias
para todos los compuestos en los tres cultivares, salvo para el caso de las prodelfinidinas
en donde los cultivares Verde Bonita y Aguadulce presentaron una acumulacion similar.

Para el segundo estado de humedad, el cultivar Verde Bonita presentd diferencias con
los otros cultivares en la concentracion de los compuestos prodelfinidinas, (-)-
epicatequina, miricetina y quercetina. En el caso de los compuestos (+)-catequina y
procianidinas se obtuvieron diferencias entre los tres cultivares evaluados.

En el estado de menor humedad de los granos, es donde mas se aprecian las diferencias
entre los cultivares en la concentracion de estos compuestos, no observandose un
comportamiento similar con los otros estados de humedad de los granos.



Variacién del color en los granos

Mediante las coordenadas L", a" y b" se puede definir un color correctamente dentro del
sistema CIELab, el cual define un espacio cromatico en coordenadas rectangulares. Los
tres ejes representan las graduaciones entre colores opuestos, asi L~ corresponde a la
claridad (flucttia entre el blanco y el negro) y a” y b” a la cromaticidad; concretamente,
a define el componente rojo/verde y b” el amarillo/azul. Estas coordenadas son una
expresion numérica que representa la proporcion relativa de cada uno de los colores,
base necesaria para reproducir un color concreto (Zamora, 2003). C” representa la
saturacion o intensidad del color, es decir, la cercania del color al gris o al matiz puro y
h° define el angulo de tono (McGuire, 1992).

En el Cuadro 4 se puede observar la variacion de la luminosidad de los granos de los
tres cultivares evaluados.

Cuadro 4. Variacion de la luminosidad de los granos en los tres cultivares en relacion a
la humedad de cosecha.

Humedad

Coordenadas Cultivar 75-80% 70-74% 65-69%

Luz de Otofio 70,0 + 1,8 Ab* 73,7+ 1,3 Aa 744+ 1,4 Aa
L Verde Bonita 66,5+ 1,8 Ab 70,4 + 25 Aab 72,0+0,6 Aa
Aguadulce 67,6 +15Ab 70,0+0,1 Ab 72,6 £0,9 Aa

*Letras mindsculas distintas en una misma fila indican diferencia estadisticamente significativa entre
humedades para un mismo cultivar (p< 0,05), Letras mayusculas distintas en una misma columna indican
diferencia estadisticamente significativa entre cultivares para una misma humedad (p< 0,05),  desviacion
estandar. EI parametro de color L” corresponde a la luminosidad del grano y varia entre 0 (negro) y 100
(blanco).

En los tres cultivares, a medida que disminuy6 la humedad de los granos, los valores de
luminosidad aumentaron, siendo estas diferencias significativas para los tres cultivares
entre el primer y ultimo estado de humedad.

El cultivar Verde Bonita, fue el que presentd el mayor aumento en la luminosidad
(8,3%) entre el primer y ultimo estado de humedad del grano, en tanto que los otros dos
cultivares presentaron una luminosidad similar en cada estado de desarrollo, obteniendo
Luz de Otofio y Aguadulce un aumento en la luminosidad de un 6,2% y un 7,3
respectivamente.

En cuanto a los componentes de color a’, b”, C"y h? en los cultivares Verde Bonita y
Aguadulce, no presentaron cambios significativos a medida que disminuyé la humedad
de sus granos.

En la Figura 7 se observa la variacion de los parametros de color a, by C” en el
cultivar Luz de Otofio, puesto que fue el Unico cultivar que presentd diferencias
significativas en estos parametros de color a medida que disminuyo la humedad de sus
granos.
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Figura 7. Variacion de los parémetros de color a’, b"y C™ en el cultivar Luz de Otofio
evaluados a medida que disminuye la humedad de los granos (Letras mindsculas distintas
indican diferencia significativa entre humedades para el mismo cultivar, p < 0,05).

Los valores negativos de a" indican la contribucién de colores verdes en la testa de los
granos. Se pudo verificar una disminucidn significativa en el cultivar Luz de Otofio al
avanzar la deshidratacion de sus granos (Apéndice V); Observandose una pérdida en la
coloracion verde de los granos (reduccion de un 20% en el valor de a, entre el estado de
mayor y menor humedad).

Los valores positivos de b~ indican coloraciones amarillas y los negativos coloraciones
en azul, obteniéndose valores de este componente positivos durante todas las
mediciones. La disminucién significativa del parametro b’entre el primer y segundo
estado de madurez de los granos en Luz de Otofio correspondi6 a una pérdida de colores
amarillos en la testa.

La disminucién de C” refleja un color mas opaco, el aumento significa que el color se
hizo mas intenso. Se puede apreciar que en el cultivar Luz de Otofio el color se hace
mas opaco a medida que disminuyd la humedad de los granos, siendo esta significativa
entre el primer y segundo estado de humedad, obteniendo un grano un 9% mas opaco
cuando la humedad fue inferior al 75%.

Entre los cultivares Luz de Otofio y Verde Bonita se apreciaron diferencias durante el
estado de mayor humedad de los granos (75-80% humedad), estas diferencias fueron
significativas en los parametros b” y C™ (Apéndice V), presentando el cultivar Luz de
Otofio un color més intenso y amarillo en la testa de sus granos que el cultivar Verde
Bonita. Posterior a este estado de humedad, no se apreciaron diferencias entre los
cultivares a medida que disminuyo la humedad de los granos para ningun parametro de
color.



En general, el ojo humano es capaz de distinguir dos colores cuando la diferencia de
color total (4E”) entre dos muestras es > 1 (Negueruela et al., 1995; Ayala et al., 1997;
Gonnet, 1998; citado por Pérez-Magarifio and Gonzéalez-Sanjosé, 2003). En el Cuadro 5
se puede observar el valor de la diferencia total de color perceptible al ojo humano.

Cuadro 5. Valor de la diferencia total de color (4£*) perceptible al ojo humano en los
tres cultivares evaluados.

Hy/H,' Ha/Hs Ha/Hs
Luz de Otofio 6,0 1,2 59
Verde Bonita 4,1 1,7 5,8
Aguadulce 2,3 2,8 5,2

YH,: 75-80%; Ha: 70-74%; Ha: 65-69%.

Como muestra el Cuadro 6, segun el ojo humano, se observo una diferencia de color en
la testa entre todos los estados de madurez de los granos en los tres cultivares evaluados
a medida que disminuy6 la humedad. Esta diferencia en color fue mayor entre el primer
y el dltimo estado de madurez de los granos (Hi/H3), en tanto que los cambios menos
perceptibles, al 0ojo humano, en el color de la testa de los granos, se produjeron entre el
segundo y tercer estado de madurez en los tres cultivares (H,/H3). Cabe destacar que en
el cultivar Luz de Otofio, existio una alta diferencia entre el color de la testa del primer
estado de humedad con el segundo y tercero, siendo estas diferencias las mas altas de
los tres cultivares.



DISCUSION

Las leguminosas de grano son claves en la seguridad nutricional de grandes grupos de
poblacién. Su ingesta se ha incrementado en los ultimos afios debido a una mayor
conciencia por parte de la sociedad por consumir dietas vegetales sanas y equilibradas
(Martinez et al., 2003). A pesar de esto, su consumo aun no es masivo, pudiendo este
hecho ser atribuible a un grado insuficiente de innovacion para el desarrollo de
productos que se adapten a la vida actual (Olmedilla et al., 2010). Ademas, existen
pocos estudios relacionados con el potencial nutricional de este grupo de plantas en
términos de compuestos antioxidantes en sus granos, sobre todo en productos para
consumo horticola.

Para que un alimento sea incorporado a la dieta diaria es importante que cumpla con
ciertas condiciones que poseen los consumidores para considerarlo un aporte, dentro de
estos requisitos estan el color, el sabor, la textura y actualmente que presente
propiedades antioxidantes, es decir, que tengan un efecto directo en la salud como por
ejemplo la prevencion de enfermedades degenerativas y cronicas (Shao et al. 2003;
Alén-Ruiz et al. 2009). Debido a las caracteristicas anteriores, las leguminosas, debieran
incorporarse a la dieta regular por las propiedades benéficas que su consumo otorga,
tanto desde el punto de vista nutricional como funcional.

El sabor de un alimento es esencial para que las personas lo consuman regularmente,
este parametro esta dado fundamentalmente por los solidos solubles, los fenoles y
compuestos aromaticos presentes (Berger, 1991).

En el presente estudio las concentraciones promedio de los sélidos solubles aumentaron
a medida que avanz6 la maduracién en los granos de los tres cultivares evaluados
(Figura 2). Este comportamiento fue diferente a lo observado por Fontecilla (1985), el
cual, al evaluar los solidos solubles como posibles indices de madurez en arveja verde
(Pisum sativum L.), observo que el contenido de estos aumentd desde los estados
iniciales de formacion del grano, hasta el estado de cosecha de arveja verde (70-75%
H), pero después de este nivel de humedad, tendié a bajar, debido a la conversion de los
azlcares en almidén. En los tres cultivares evaluados en el presente ensayo, existié un
aumento progresivo de los solidos solubles en diferentes magnitudes hasta la ultima
cosecha realizada (65-69% H), no observandose en este estado una disminucién en el
contenido de estos compuestos aunque los granos en este caso presentaban un estado de
madurez mas avanzado que la determinada por Fontecilla (1985). A pesar que el estudio
de Fontecilla (1985) se realizd en una especie diferente, es el que ofrece una buena
comparacion con los resultados de este ensayo debido a que no hay estudios al respecto
en haba, especialmente en Chile, lo cual hace mas importante este trabajo.

Se pudo observar ademas, que los tres cultivares, para el mismo nivel de humedad,
presentaron distintos valores en el contenido de solidos solubles, es decir, existiria
variabilidad genética con respecto a este parametro, sobre todo lo observado en el
cultivar Aguadulce (de ahi su nombre comercial), que durante todo el estudio presentd
el contenido maés alto de sélidos solubles. La razén de este hecho podria estar asociada a
lo indicado por Hidalgo (2003) en relacién a que las condiciones climaticas particulares
de cada afio y las técnicas de cultivo permiten que la maduraciéon y la cinética de
acumulacién de azucares sean distintas para cada especie y cultivar. Ademas hay que



destacar que las condiciones climaticas presentes durante el desarrollo del cultivo
fueron dptimas para la especie (Apéndice 1), segun lo indicado por Confalone (2008).

El color es el primer atributo que el consumidor percibe en un alimento, el cual puede
variar considerablemente, dependiendo de las condiciones edafoclimaticas y de manejo
en las que fue producido (Sdenz, 1989). El rango de variacién de color que un
consumidor acepte para un alimento determinado, depende de la idea preconcebida que
posee acerca de como debe ser o parecer. Este es un indice util para determinar calidad
general y puede influenciar a los consumidores incluso en atributos tales como el sabor
(Sepulveda, 1998).

En el estudio, se observd que para los tres cultivares, a medida que descendié la
humedad de los granos el color de la testa cambié frente a esta disminucion. A medida
que los granos presentaron mayor humedad, el grado de oscuridad de la testa también
fue mayor. EIl cultivar Luz de Otofio se torn6 menos verde y mas opaco cuando la
humedad de sus granos disminuyé del 75-80%. Sin embargo en los cultivares Verde
Bonita y Aguadulce no se apreciaron cambios en las tonalidades verdes, amarillas y en
la cromaticidad, lo que indica que el cambio de cada parametro de color fue dependiente
del cultivar, lo que es reafirmado por Crepon et al. (2009) y Nasar-abbas et al. (2009),
quienes indican que la gama de colores de la testa de las semillas de los diferentes
cultivares de habas varia ampliamente. Lancaster et al. (1997) plantean que la expresién
del color del pigmento esta influenciado por factores fisicos caracteristicos de cada
cultivar.

Sin embargo, se pudo apreciar una tendencia en el cultivar Verde Bonita en donde las
tonalidades de los granos se fueron tornando més verdes e intensas a medida que
disminuyd la humedad. EI cultivar Aguadulce en cambio, presenté un color mas estable
dentro de todos los parametros analizados, no presenté cambios en las tonalidades
verdes y amarillas, solo una disminucién de C, que reflejé un color levente mas opaco
a medida que se fueron deshidratando sus granos. Faiguenbaum (2003) al respecto
expone que los granos, una vez que sobrepasan la madurez 6ptima para su consumo,
van adquiriendo un color mas opaco y que se tornan habitualmente de un color crema o
verde grisaceo, al estado de madurez horticola (70-74% humedad). Esto se puede deber
a la degradacion de la clorofila y el enmascaramiento de otros pigmentos presentes o la
sintesis de nuevos pigmentos (Berger, 1989).

Estos cambios de color son perceptible al ojo humano, lo cual es considerable ya que
Crespon et al. (2009) indica que para consumo horticola el color de la testa de la semilla
de haba es importante para su comercializacion.

Otro aspecto de gran importancia en los ultimos tiempos y que se prioriza en los
alimentos, es la presencia de compuestos que le confieran propiedades benéficas para la
salud. Entre estos compuestos, estan los taninos y compuestos fendlicos como
responsables de las propiedades antioxidantes.

Los compuestos fendlicos identificados en los granos de haba fueron del tipo
flavonoide, pertenecientes a las familias de los flavanoles y los flavonoles, lo que
concuerda con lo expuesto por Amarowicz et al. (2008), quienes encontraron que los
compuestos fendlicos dominantes presentes en semillas de leguminosas son los
flavonoides, flavonas y procianidinas y que estos compuestos dependen de la diversidad
bioldgica de la planta.



En el ensayo se observaron diferentes comportamientos en la concentracion de los
compuestos fendlicos, dependiendo del cultivar y del estado de humedad del grano. Por
ejemplo, la variacién en la concentracion de procianidinas fue diferente para cada
cultivar, la concentracion de prodelfinidinas, quercetina, miricetina, (-)-epicatequina y
(+)-catequina disminuy6 a medida que también lo hizo el contenido de humedad, con
excepcion del cultivar Luz de Otofio que presentd un aumento en el contenido de (-)-
epicatequina y (+)-catequina. Ademas, se pudo observar que existieron diferencias
de concentracion entre los cultivares dentro de cada porcentaje de humedad. En los tres
cultivares evaluados, los compuestos mas abundantes fueron las prodelfinidinas, sin
embargo, estudios llevados a cabo por Nasar-abbas et al. (2009) determinaron la
presencia minoritaria de prodelfinidinas existiendo por tanto variabilidad genética en
Vicia faba L. en el contenido de compuestos fenolicos. Este hecho fue avalado por
Bekkara et al. (1998) quienes estudiaron dos cultivares de Vicia faba L., donde un perfil
correspondié principalmente a derivados de la (+)-catequina, de los taninos
condensados y de las flavonas; en tanto que en el otro cultivar se encontraron acidos
fenolicos, flavonoles, flavonas, flavononoles y dihidroflavonoles, todo esto medido en
grano seco.

Las disminuciones observadas en los compuestos fendlicos anteriormente
mencionados, pueden deberse a su polimerizacion, dando lugar a polimeros insolubles y
de alto peso molecular. También puede ser atribuido a la degradacion oxidativa de los
compuestos fenolicos, debido a una sobre maduracion de los granos en el tercer estado
de humedad. Sin embargo, esta Ultima caracteristica no es la mas estudiada y no se tiene
claro como ocurre, los productos que arroja y cuéles son las proteinas participantes en
este proceso (Zhao et al., 2010). Estudios llevados a cabo en lentejas, demuestran que el
pardeamiento en las semillas almacenadas, es el resultado de la polimerizacion de
compuestos fendlicos de bajo peso molecular, a productos de alto peso molecular
(Duefias et al., 2005).

Es bastante comin en el mercado chileno destinado a la industria de los congelados,
donde se cosecha de una sola vez, que se cosechen en forma tardia los granos esperando
mayores rendimientos, debido que las plantas florecen desde los nudos inferiores hacia
los superiores, por lo que la madurez de los granos ocurre en forma diferida. El
problema surge debido a que la cosecha en esta etapa contiene en su mayoria granos de
habas sobre maduros, con humedades en torno a los 65-69%, lo cual produce un
endurecimiento del grano de haba (Faiguenbaum, 2003). Ademas, esta sobre madurez
también puede producir una disminucion de los compuestos fendlicos debido a lo
anteriormente citado, y que se pudo observar en el presente estudio, lo cual puede
afectar su calidad, debido a la disminucion de compuestos que pueden ser beneficiosos
para la salud humana.

Las fluctuaciones observadas en las concentraciones de los compuestos fendlicos en los
distintos estados de madurez de los granos, también podrian estar relacionadas con los
factores climaticos a los cuales estuvieron sometidos los granos, los cuales influyen en
las concentraciones de estos compuestos y la velocidad con que estos cambios ocurren
durante la maduracion de los frutos (Winkler, 1965). Por tanto, las condiciones
climaticas podrian incidir directamente en la concentracion de polifenoles que se
acumulan en la planta, ya que la fenilalaninamonioliasa (PAL) es la enzima que
participa y conduce, a partir de la fenilalanina, la sintesis de compuestos fenolicos
(Pefia, 1999). Esta enzima se caracteriza por su sensibilidad a la temperatura y
luminosidad (Haslam, 1998; Cortés, 2000); ademas, inciden en su acumulacion factores



edéficos, hidricos, labores agrondmicas y factores propios de la variedad (Diaz y Gaete,
1985). A esto se le suma que las plantas de Vicia faba L. pueden responder en forma
diferente al mismo factor ambiental en los distintos periodos de desarrollo (Wang,
1960).

El cultivar Verde Bonita, cosechado con un contenido de humedad de 75-80%, presentd
la mayor concentracion de Quercetina (Cuadro 3), dato relevante, pues hay
investigaciones que han demostrado que este flavonoide, es el que ha mostrado mayor
efectividad en su funcion antioxidante y experimentos “in vitro” han confirmado el
papel protector de la quercetina, inhibiendo en humanos las células cancerigenas del
colon, gldndula mamaria, ovario, region gastrointestinal y en la leucemia. (Martinez-
Flérez et al., 2002).

Otros compuestos de importancia observados en este estudio es la presencia de taninos
condensados, los que ejercen efectos benéficos, tanto para la salud de las personas como
para la planta. En este sentido los taninos presentes en el haba, son buenos donantes de
electrones y podrian terminar la reaccion en cadena de radicales mediante la conversion
de los radicales libres a productos mas estables (Amarowicz et al., 2000). Los taninos
son 15-30 veces mas eficaces en la inhibicion de los radicales peroxilo que los
fenoles simples (Cheynier, 2000). Por su parte Nasar-Abbas et al. (2009) afirman que
los taninos constituyen la mayor proporcion fenélica del haba, o que concuerda con el
estudio realizado. Ademas fue posible observar que esta concentracion disminuye
durante la pérdida de humedad de los granos en los cultivares Aguadulce y Luz de
Otofio. Esta disminucion podria ser atribuible a la fuerte actividad antioxidante de los
taninos, ya que estudios realizados por Amarowicz et al. (2000) comprobaron que existe
una pérdida de taninos por oxidacion en granos de haba.

Estudios realizados por Amarowicz et al. (2004) demostraron que existe una correlacion
positiva entre la cantidad de taninos y la astringencia en habas. Si bien es cierto es
benéfico el alto contenido de taninos que presentaron los granos del cultivar Verde
Bonita (durante el segundo estado de humedad registro el mayor contenido del estudio),
este puede provocar problemas de astringencia haciéndola menos palatable y por lo
tanto menos aceptada para su consumo. Esto se debe a que las propiedades
organolépticas que influyen en la aceptabilidad de un alimento, en este caso una
hortaliza, se encuentran la percepcion de astringencia y amargor, las que dependen de la
concentracion tanica de estos, entre otros factores (Zamora, 2003). Por lo que seria
importante realizar estudios futuros de como influyen estos compuestos fenolicos en la
aceptabilidad de las habas cosechadas a diferentes contenidos de humedad.

Hay que indicar, que en el caso del haba para consumo horticola, los granos pasan por
diferentes procesos culinario-tecnoldgicos antes de su consumo, es decir deben pasar
por un proceso de coccidén previo a ser ingeridos, lo cual podria incidir en la
degradacion de este tipo de compuestos. Sin embargo, resultados obtenidos por
Troszynska y Ciska (2002) en Pisum sativum L., indican que los taninos condensados
que posee la cubierta de la semilla, se pueden considerar como estables al calor y ser
empleados eficazmente en los sistemas alimentarios. Por lo tanto habria que llevar a
cabo futuros estudios en los cultivares de haba evaluados y determinar si los
compuestos obtenidos en este estudio son igualmente establ



CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones de este estudio y por los resultados obtenidos, las
conclusiones son las siguientes:

En los tres cultivares el contenido de solidos solubles aumenta a medida que disminuye
la humedad, siendo diferente la acumulacion para cada cultivar y existiendo una
marcada diferencia entre los cultivares Aguadulce y Luz de Otofio, durante el estado de
mayor humedad de los granos (75-80%).

Los componentes de colora’, b’, C"y h° en los cultivares VVerde Bonita y Aguadulce no
cambian a medida que disminuye la humedad de sus granos, en cambio en el cultivar
Luz de Otofio los granos se vuelven menos verdes y mas opacos. Los tres cultivares
presentan un aumento en la luminosidad del color de la testa a medida que disminuye la
humedad.

Se observo una diferencia de color al ojo humano en la testa entre todos los estados de
humedad de los granos en los tres cultivares evaluados.

La variacion en la concentracién de los taninos totales es diferente segin cada cultivar y
cada estado de madurez del grano, observandose que la mayor concentracion de estos
compuestos se presenta en el cultivar Verde Bonita a un contenido de humedad de 70-
74% (consumo horticola).

La concentracién mas alta de compuestos fendlicos de bajo peso molecular encontrados
en los tres cultivares pertenecen a la familia de los flavanoles, particularmente las
prodelfinidinas, siendo el cultivar Verde Bonita durante el primer estado de madurez del
grano el que present6 la mayor concentracion.

En forma general, en los cultivares Luz de Otofio, Verde Bonita y Aguadulce, al estado
de humedad de 75-80%, se presentan las mayores concentraciones de compuestos
fenolicos de bajo peso molecular, no obstante las diferencias se denotan solo a nivel de
concentracion de estos compuestos, no en su composicion.
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APENDICES

Apéndice |I. Registro de las humedades requeridas por cada tratamiento

Tratamiento Peso fresco  Pesoseco 9% Humedad Humedad Cosecha

T1R1 50,10 11,40 77,2
T1R2 50,40 12,60 75,0 77,3
T1R3 50,40 10,30 79,6
T2R1 50,10 15,90 68,3
T2R2 50,30 14,76 70,7 70,0
T2R3 50,40 14,56 71,1
T3R1 50,64 17,53 65,4
T3R2 50,33 17,55 65,1 65,7
T3R3 50,59 16,90 66,6
T4R1 50,60 11,40 77,5
T4R2 50,60 11,60 77,1 78,0
T4R3 50,30 10,40 79,3
T5R1 50,40 13,64 72,9
T5R2 50,70 12,90 74,6 74,1
T5R3 50,32 12,73 74,7
T6R1 50,00 15,40 69,2
T6R2 50,48 15,50 69,3 69,0
T6R3 50,67 15,90 68,6
T7R1 50,40 11,80 76,6
T7R2 50,30 10,70 78,7 78,1
T7R3 50,70 10,60 79,1
T8R1 50,00 14,46 71,1
T8R2 50,20 15,02 70,1 71,9
T8R3 50,60 12,84 74,6
T9R1 50,40 17,32 65,6
TI9R2 50,76 16,83 66,8 66,8

TI9R3 50,27 16,18 67,8




Apendice I1. Promedio semanal de los datos climéaticos muestreados durante todo el
ensayo (temporada 2010).

Fecha Precipitacion Temperatura
(mm) ()
N° de
Sem Acum max min med heladas U.C.
10-17 Jun 8 8 143 31 87 3 692 )
18-25 Jun 67 75 144 26 85 1 68,0
26 Jun - 3 Jul 0 75 173 -05 84 6 67,1
4-11 Jul 16 91 146 13 8,0 1 63,6
12-19 Jul 0 91 13,2 -23 55 8 439
Fase
20-27 Jul 9 100 126 -04 61 4 488 ™| vegetativa
28 Jul - 4 Ago 7 107 125 -05 6,0 6 47,8
5-12 Ago 1 108 152 1,6 8,4 3 67,1
13-20 Ago 0 108 18,2 3,1 10,7 1 85,3
21-28 Ago 1 109 186 36 111 0 88,9
29 Ago - 5 Sep 14 123 165 34 99 0 79,6 <
6-13 Sep 2 125 204 44 124 0 99,3
14-21 Sep 0 125 226 4,1 133 0 106,5
22-29 Sep 7 132 195 31 113 0 90,3
30 Sep - 7 Oct 0 132 20,7 45 126 0 100,6 Fase
8-15 Oct 0 132 211 7,0 141 0 1125 Reproductiva
16-23 Oct 0 132 250 7,1 161 0 128,5
24-31 Oct 10 142 234 4,7 14,0 0 112,3
1-8 Nov 34 176 256 7,5 16,6 0 132,6
9-15 Nov 0 176 275 86 18,0 0 126,1

Sem = Semanal, Acum =Acumulada
Fuente: Desarrollado por el autor en base a los datos obtenidos de la Estacion Meteoroldgica La Platina,
Santiago, Regién Metropolitana. 2010



Apendice I11. Contenido de sélidos solubles en los tres cultivares evaluados a medida
que disminuye la humedad de los granos.

Cultivar Humedad
75-80% 70-74% 65-69%
°Brix
Luz de Otofo 4,8 +0,3 Bb! 8,4+0,2 Aa 9,2+0,5 Aa
Verde Bonita 6,4+ 0,2 ABa 6,6 £0,4 Aa 7,8+0,3 Aa
Aguadulce 7,6 0,2 Aa 8,4+0,6 Aa 10,2 + 0,3 Aa

ILetras minusculas distintas en una misma fila indican diferencia estadisticamente significativa entre
humedades para un mismo cultivar, letras mayusculas distintas en una misma columna indican diferencia
estadisticamente significativa entre cultivares para una misma humedad (p < 0,05), =+ desviacion
estandar.



Apéndice V. Variacion de los taninos totales durante las tres cosechas realizadas.

Humedad
Cultivar
75-80% 70-74% 65-69%
mg L (-)epicatequina
Luz de Otofio 501,8 + 45,4 Aa* 163,5+7,8 Bb 201,7+21,8 Ab
Verde Bonita 351,3 + 33,5 Bb 1211,8 £ 94,8 Aa 572,2+14,9 Bb
Aguadulce 555,7 + 34,6 Aa 4247+ 31,9 Bb 50,1+1,4 Cc

ILetras minGsculas distintas indican diferencia significativa entre humedades para un mismo cultivar,
letras mayusculas distintas indican diferencia significativa entre cultivares para una misma humedad (p <
0,05),  +desviacién estandar.



Apeéndice V. Variacion del color de los granos en relacion a la humedad de cosecha.

Humedad
Coordenadas Cultivar 75-80% 70-74% 65-69%0
Luz de Otofio  69,8+1,8 Ab'  73,7+13 Aa 744+ 14 Aa
Verde Bonita 66,5+ 1,8 Ab 70,4 +25 Aab 719+0,6 Aa
L" Aguadulce 67,6+15 Ab 69,9+0,1 Ab 72,6 +0,9 Aa
Luz de Otofio  -15,6 £0,6 Ab -13,9+0,2 Aab -13,0+1,0 Aa
Verde Bonita -139+1,2 Aa -145+1,3 Aa -149+1,1 Aa
a Aguadulce -155+0,6 Aa -15,0+0,8 Aa -150+0,5 Aa
Luz de Otofio 35,6 +0,6 Aa 32,6 +0,3 Ab 329+0,7 Ab
Verde Bonita 31,0+1,7 Ba 32,3+1,3 Aa 33,1+1,8 Aa
b’ Aguadulce 33,8+0,6 Aa 33,6 +0,9 Aa 33,2+£0,3 Aa
Luz de Otofio 385+0,5 Aa 35,2+0,4 Ab 354+04 Ab
Verde Bonita 339+18 Ba 353+1,2 Aa 36,2+18 Aa
C* Aguadulce 372+09 ABa 36905 Aa 36,3+0,5 Aa
Luz de Otofio  113,6 £0,3 Aa 113,3+0,4 Aa 1115+1,7 Aa
Verde Bonita 114,2+0,1 Aa 113,8+0,4 Aa 1144+ 0,1 Aa
h° Aguadulce 1142+ 0,3 Aa 1144 +0,6 Aa 113,7+£0,6 Aa

Letras minGsculas distintas indican diferencia significativa entre humedades para un mismo cultivar,
letras mayusculas distintas indican diferencia significativa entre cultivares para una misma humedad (p <

0,05),

+ desviacién estandar.



ANEXOS

Anexo |. Anélisis de suelo realizado en la temporada 2010 en la Estacion Experimental
Antumapu.

Andlisis de Fertilidad

Mediciones Valores
pH 8
Conductividad Electrica (dS/ m) 1,8
Materia Organica( % ) 2
Nitrogeno (mg/ kg) 19
Fosforo  (mg/kg) 75
Potasio  (mg/ kg) 154

Fuente: Laboratorio de diagnostico nutricional, INIA



Anexo |1. Representacion del sélido de color para el espacio de color L, a", b", C"y he.
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