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RESUMEN

El consumo de oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs) ha adquirido importancia reciente-
mente porque se consideran prebidticos; se ha reportado que pueden ayudar a prevenir enfermedades
intestinales, estimulan el sistema inmune, mejoran la digestion de la lactosa y la absorcion de minerales,
y ademas ayudan en la prevencion del cancer de colon. El objetivo de este trabajo fue cuantificar por cro-
matografia de liquidos de alto rendimiento con detector de indice de refraccion (HPLC-IR) el contenido
de oligosacaridos en semillas de siete leguminosas silvestres actualmente consumidas, o con potencial
de ser consumidas previo tratamiento (Acacia pennatula (Schlecht. & Cham) Benth, Enterolobium cyclo-
carpum (Jacq.) Griseb, Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth, Lupi-
nus elegans Kunth, Lupinus montanus Kunth y Lupinus rotundiflorus MLE. Jones). El analisis proximal
mostr6 un alto contenido de proteinas, especialmente en las especies de Lupinus. El contenido total de
a-galactosidos oscilo de 18,6 mg g™ (A. pennatula) a 88,1 mg g™ (P. dulce). Con excepcion de E. cyclocar-
pum donde la rafinosa (49,0 mg g?) fue el principal, mientras que los oligosacaridos mas abundantes en
el resto de las leguminosas analizadas fueron estaquiosa y verbascosa. Estos valores indican que pueden
ser considerados una fuente importante de oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs).
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ABSTRACT

The consumption of raffinose family oligosaccharides (RFO) has recently gained importance due
to the fact that they are considered prebiotic; it have been reported to prevent intestinal diseases,
stimulate the immune system, improve lactose digestion and minerals absorption, and also prevent
colon cancer. The aim of this work was to quantify the oligosaccharide content of seven different
types of wild legumes seeds that are currently consumed or could potentialy be consumed after pro-
cessing (Acacia pennatula (Schlecht. & Cham) Benth, Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb, Leu-
caena leucocephala (Lam.) de Wit, Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth, Lupinus elegans Kunth, Lupinus
montanus Kunth y Lupinus rotundiflorus M.E. Jones), by high performance liquid chromatography
with refractive index detection (HPLC-RI). The proximate analysis showed a high content of protein,
especially in Lupinus species. The total a-galactoside content ranged from 18.6 mg g™ (A. pennatula)
to 88.1 mg g™ (P. dulce). With the exception of E. cyclocarpum, in which raffinose content (49.0 mg g™)
was the highest stachyose and verbascose were the dominant oligosaccharides found in the legume
species analyzed. These values indicate that these species can be significant source of raffinose family
oligosaccharides (RFOs).
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INTRODUCCION

Las semillas de las leguminosas contienen con-
centracion alta de proteina (15 a 45%), aceites (7 a
20%), fibra cruda (3 a 15%) y carbohidratos (25 a
60%). Estas especies se utilizan en la alimentacién
humana y animal como fuente de proteina vege-
tal, ademas que son también fuente importante
de oligosacaridos. Estos carbohidratos tienen
peso molecular bajo, estan formados por residuos
de a-D-galactopiranosil, unidos por el enlace «
(1-6)-galactosidico al C6 de la molécula de gluco-
sa que forma parte de la sacarosa. Estos compues-
tos en las plantas funcionan como carbohidratos
de reserva, transporte y adaptacion al estrés am-
biental como la sequia (Pollock et al., 1999).

Los oligosacaridos son resistentes a la hidro-
lisis por glucosidasas de la mucosa del intestino
delgado de los monogastricos, que carecen de la
enzima a-1,6-galactosidasa, por lo que a su paso
por el colon son fermentados selectivamente por
bacterias tales como lactobacilos y bifidobacte-
rias. El acetato, propionato y butirato son los tres
principales dcidos grasos volatiles de cadena cor-
ta (AGCC) producidos durante la fermentacion
bacteriana de carbohidratos, y se encuentran
estrechamente relacionados con los efectos be-
néficos que se atribuyen al consumo de la fibra
dietética. El butirato es el mas abundante y se le
atribuyen propiedades anticancerigenas (Cam-
pos-Vega et al., 2012; Ploger et al., 2012). Entre
otros productos de la fermentacién también se
generan el L-lactato, CO, y el hidrégeno (Satya et
al., 2010).

Algunos estudios han mostrado que los oli-
gosacaridos consumidos en dosis recomendadas
de 1 hasta 11 g dia® (Roberfroid, 2002), producen
cambios en la composicion y en la actividad de
la microbiota intestinal (actividad prebiotica)
(Lisowski et al., 2003; Watson y Preedy, 2010),
al estimular el desarrollo de un ntimero especi-
fico de bacterias del colon (Bouhnik et al., 2004;
Villaluenga et al., 2004), como las acido lacticas.
Estos cambios brindan un beneficio a la salud del
consumidor (Roberfroid, 2005; Gibson y Rober-
froid, 2008), como el control de infecciones intes-
tinales, inmuno estimulacion, mejor digestion de
la lactosa, incremento de la absorcion de minera-
les y prevencion de cancer de colon (Lee y Salmi-
nen, 2009; Sungsoo y Finocchiaro, 2010).

Su potencial efecto benéfico sobre la salud se
obtiene al ser consumidos en alimentos naturales
o procesados, formando parte de una dieta
variada, en forma regular y a niveles efectivos
(American Dietetic Association, 2004).

En algunas regiones tropicales de México se
consumen semillas tostadas de parota (Enterolo-
bium cyclocarpum) por habitantes de estas regio-

nes. Ademas se emplean las semillas de Leucae-
na leucocephala como botana (snacks), también
molidas en la preparacion de salsas y moles; y el
consumo de la cubierta carnosa del fruto del gua-
muchil (Pithecellobium dulce) (Fraile et al., 2007).
Asimismo se tienen algunos informes sobre el
consumo regular de harina de vainas o semillas
del huizache (Acacia pennatula) por habitantes de
algunas zonas rurales semiaridas; sin embargo el
principal uso de ésta es como forraje para peque-
fnos rumiantes (Purata et al., 1999).

Por otra parte, las especies de Lupinus son re-
conocidas por su alto valor nutricional. Existen
algunas variedades domesticadas que son utiliza-
das en Australia y en diversos paises de Europa
y Sudameérica en la alimentaciéon humana o ani-
mal (Morales et al., 2006). Son leguminosas que
poseen cantidades importantes de oligosacaridos
(Muzquiz et al., 1999; Martinez-Villaluenga et al.,
2004), especialmente Lupinus luteus (con 95-123
mg g") (Martinez-Villaluenga et al., 2005).

Sin embargo, las especies silvestres tienen un
alto potencial para el consumo, y han despertado
interés desde el punto de vista nutricional, tanto
en Europa (Pastor-Cavada et al., 2009) como en
Meéxico (Ruiz y Sotelo, 2001). En algunos estudios
se han cuantificado niveles altos de oligosacari-
dos en especies mexicanas, tales como 52,45 mg
g en Lupinus mexicanus a 88,2 mg g en Lupinus
campestris (Ruiz-Lopez et al., 2000; Jimenez-Mar-
tinez et al., 2010).

Estas leguminosas pueden ser consumidas
previo tratamiento, como remojo, cocciéon con
ebullicion, presion o con microondas, asi como el
tostado, la extrusion, la eliminacién de la testa y
en menor medida la fermentacién y la radiacion
(Greco y Bruno, 2008).

Debido a lo anterior, el objetivo de este estu-
dio fue determinar el contenido de oligosacaridos
presentes en leguminosas silvestres, que son de
consumo popular o con potencial de consumo,
que pudieran ser consideradas una fuente rica de
oligosacaridos con propiedades prebioticas.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron vainas con semillas maduras
de leguminosas silvestres, durante la primave-
ra-otono del 2008, en diferentes localidades del
estado de Jalisco, México (Tabla 1). Los especi-
menes se depositaron en el “Herbario” del Ins-
tituto de Botanica de la Universidad de Guada-
lajara (IBUG), México. Los ntiimeros de registro
de los especimenes recolectados fueron A. penna-
tula 14266, E. cyclocarpum 186978, L. leucocephala
136178, P. dulce 34312 y tres especies de lupinos,
L. elegans 188815, L. montanus 184177 y L. rotun-
diflorus178851.
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Table 1. Date and locations of collection of wild legume species in Jalisco, México, during

spring-summer 2008.

Tabla 1. Fechas y localidades de colecta de las especies de las leguminosas silvestres en Jalisco, Mé-

xico, durante la primavera-verano 2008.

Especie Colecta

(mes/afio, Localidad
estacion)

Acacia pennatula (Schlecht. & Cham) Benth.  06/2008 Cerro La Piedrera, Mpio. Zapopan
verano 20°46' N; 103°20' O

Enterolobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb. 07/2008 El Tuito, Mpio. Cabocorrientes
verano 20°19' N; 105°20' O

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 05/2008 Bosque San Isidro, Mpio. de Zapopan
primavera 20°46' N; 103°22' O

Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. 05/2008 Rio Blanco, Mpio. Zapopan
primavera 20°37' N; 103°27' O

Lupinus elegans Kunth 12/2008 Sierra de Quila, Mpio. Tecolotlan
otofio 20°17" N; 104°04' O

Lupinus montanus Kunth 11/2008 Nevado de Colima, Mpio. Tonila
otofio 19°34' N; 103°36' O

Lupinus rotundiflorus MLE. Jones 04/2008 Mpio. de Talpa de Allende
primavera 20°22' N; 104°55' O
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Mpio: municipio

Las semillas se separaron de las vainas y seca-
ron en una estufa de aire forzado a una tempera-
tura de 60°C durante 48 h, y una vez deshidrata-
das se molieron (molino marca IKA modelo M20
S3), durante 10 segundos, usando un tamiz que
proporciona un tamano de particula menor a 1
mm de didmetro. Se determind a cada especie por
separado y en triplicado materia seca (MS), pro-
teina cruda (PC) mediante el método Kjeldahl,
extracto etéreo (EE) por el método Soxhlet, fibra
cruda (FC) por hidrdlisis 4cida-alcalina, cenizas
(C) por combustion en mufla a 600° C, y carbohi-
dratos totales calculados por diferencia, en base a
las técnicas descritas por la AOAC (2005).

El aislamiento y purificacién de los oligosa-
caridos se realizo a partir del extracto de 100 g
de harina de semilla. El método consistié en dos
extracciones de 200 mL con etanol al 50% (v:v) a
temperatura de 40°C por 12 h (Ekvall et al., 2007).
El extracto obtenido se llevo a ebullicion bajo re-
flujo por 10 min. Se eliminaron los sélidos pre-
cipitados por centrifugacion, luego fue concen-
trado al vacio (hasta un volumen de 20 mL) para
posteriormente precipitar los oligosacaridos con
200 mL de etanol al 100%. Estos oligosacaridos
fueron separados por centrifugacion y los restos
de etanol se eliminaron mediante vacio.

En el proceso de purificacién la muestra fue
resuspendida en 20 mL de agua y se filtro a tra-
vés de 300 mL de una mezcla 1:1 (p/p) de tierra
de diatomeas y carbon activado, y se utilizé 250

mL de etanol al 6% (v:v) para eliminar la sacarosa
(Martinez-Villaluenga et al., 2004). Los oligosa-
caridos se recuperaron con 500 mL de etanol al
70% (v/v). Finalmente se hizo eluir por una co-
lumna de intercambio catiénico DOWEX 50WX8
(Sigma-Aldich, St. Louis, Missouri, USA) de 15 x
2,5 cm d.i., y se utilizé agua como solvente (Gu-
lewicz et al., 2000).

La evaluacion cualitativa de los oligosacari-
dos se hizo mediante cromatografia de capa fina
(CCF), sobre una placa de gel de silice (Merck 60
F,.,); la fase movil fue acetato de etilo-n-propa-
nol-acido acético-agua (4:2:2:1 v/v). La placa fue
revelada con orcinol (Sigma-Aldrich) y se utiliza-
ron estandares de sacarosa, rafinosa, verbascosa
(Fluka) y estaquiosa (Sigma-Aldrich) como refe-
rencia (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Para la separacion y cuantificacion de los REO
extraidos, se inyectd por triplicado 20 uL de cada
una de las muestras, previamente filtradas a tra-
vés de una membrana de nylon de 0,45 um (Milli-
pore, Billerica, Massachusetts, USA), a un croma-
tografo de liquidos (HPLC) (Shimadzu, modelo
VP, Shimadzu Scientific Instruments, Inc. Colum-
bia, Maryland, USA) equipado con un detector de
indice de refraccion de la misma marca, modelo
RID-10A. Se utiliz6 una columna Hi-PlexNa (Agi-
let Technologies Inc., Palo Alto, California, USA)
de 7,7 mm x 30 cm y 10 pum, con su correspon-
diente guarda columna. El analisis se desarrolld
a temperatura de 70°C. Como solvente de elucién
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se utilizo agua grado HPLC, a un flujo de 0,3 mL
min™.

Los compuestos fueron identificados en base
a su tiempo de retencion en comparaciéon con
estandares comerciales de rafinosa, verbascosa
(Fluka) y estaquiosa (Sigma-Aldrich), y la cuan-
tificacion se realizo en base al 4rea de los picos
de cada compuesto. La calibracion se desarroll6
mediante la inyeccién de los estandares externos,
con tres repeticiones para cada una de las diferen-
tes concentraciones en un intervalo de 0,05-5 mg;
en todas las curvas de calibraciéon se obtuvo una
correlacion mayor de R?=0,998.

Se realizo un analisis de varianza (ANDEVA)
de una via para comparar las diferencias de los
oligosacaridos entre especies asi como la prueba
de comparacién de medias SNK (Student-New-
man-Keuls), con un nivel de confianza de 95%,
para lo cual se utilizo6 el paquete SPSS (2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis de la composicién
quimica en las siete especies de leguminosas es-
tudiadas se presentan en la Tabla 2.

Destacan los altos niveles de proteina cruda
en las especies de Lupinus, con valores de 40,27 y
44,60%, en L. rotundiflorus y L. elegans, respectiva-
mente, valores ligeramente inferiores a los repor-
tados por Ruiz y Sotelo (2001) de 42,82 y 45,41%,
respectivamente, para estas especies, pero supe-
riores a las reportadas en otras especies silvestres
de México (L. campestris con 39,7% y L. barkeri
con 37,07% (Jiménez-Martinez et al., 2010; Gue-
mes-Vera et al., 2012), mientras que en P. dulce se
obtuvo el menor valor con 19,64%. En relacion al
contenido de carbohidratos totales (Tabla 2) se
observé el valor mas alto en E. cyclocarpum con
63,1%, y el mas bajo en L. montanus con 23,04%.
Los contenidos de proteinas y carbohidratos de-

terminados en el presente estudio coinciden con
los resultados de Hedley (2001), respecto a que
las semillas de leguminosas se caracterizan por
tener niveles altos de proteinas (20-30%) y de car-
bohidratos (50-65%), excepto la soya y los lupi-
nos, que tienen altos contenidos de proteinas (35-
45%) y una menor proporcion de carbohidratos
(30-40%), debido a que no almacenan almidoén
como fuente de energia.

Los valores de grasa (Tabla 2) de 2,8% en E. cy-
clocarpum a 10,84% en P. dulce fueron superiores
a los reportados en otras leguminosas (Ritchey et
al., 1976), con valores de 1,0 a 5,0%.

El mayor contenido de a-galactésidos totales
(Tabla 3) lo presentd P. dulce con 88,1 mg g7, se-
guido de E. cyclocarpum con 85,0 mg g7, sin dife-
rencia significativa entre estas (p > 0,05) y al final
L. leucocephala con 38,8 mg g™'. Estos valores estan
en el rango reportado de otras leguminosas de
consumo humano, que flucttia de 31 a 145 mg g*
(Rupérez, 1998; Hwa y Byung-Kee, 2006), a excep-
cion de A. pennatula, que presentd 18,6 mg g' de
oligosacaridos totales. En el caso de los lupinos, el
total de a-galactdsidos coincidi6 con lo reportado
para otras especies mexicanas (Ruiz-Lopez et al.,
2000; Jiménez-Martinez et al., 2010).

En las especies de leguminosas analizadas en
este trabajo no se observd una relacién directa
entre el contenido de carbohidratos totales con
respecto al contenido de oligosacaridos, por lo
que podria existir presencia mayoritaria de otros
grupos de carbohidratos.

Se observo una variacién de la composiciéon de
RFO individuales (Tabla 3), con una diferencia
estadistica (p < 0,05) en E. cyclocarpum, que reveld
el mayor contenido de rafinosa en relacién al res-
to de las especies, con 49,0 mg g, valor superior
a otras leguminosas de consumo humano, tales
como lentejas (Lens culinaris), guisante (Pisum sa-
tivum), frijol comun (Phaseolus vulgaris), cacahua-

Table 2. Chemical composition of seven legume species seeds (% dry basis, n = 3) collected in Jalis-

co, Mexico, during spring-summer 2008.

Tabla 2. Composicion quimica proximal de semillas de siete especies de leguminosas (% en base
seca, n = 3) colectadas en Jalisco, México, durante la primavera-verano de 2008.

Especie Materia Proteina Extracto Fibra  Cenizas Carbohidratos
seca (N x 6,25) etéreo cruda totales
%
Acacia pennatula 93,75 26,70 2,73 12,71 3,37 48,24
Enterolobium cyclocarpum 73,00 26,30 2,80 4,90 2,90 63,10
Leucaena leucocephala 93,37 26,12 8,20 10,50 4,03 44,52
Pithecellobium dulce 90,38 19,64 10,84 7,65 2,84 49,41
Lupinus elegans 94,80 44 60 5,80 12,91 4,20 27,30
Lupinus montanus 91,80 40,66 9,64 14,53 3,93 23,04
Lupinus rotundiflorus 94,54 40,27 5,50 15,11 4,01 32,56
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te (Arachis hypogaea) (Ali y Muzquiz, 1998), frijol
lima (Phaseolus limensis) y gandul (Cajanus cajan)
(Ekvall et al., 2007). Mientras que L. leucocephala
mostré un contenido importante de 18,0 mg g7,
similar a las especies de leguminosas menciona-
das, en tanto que A. pennatula presentd la menor
cantidad de rafinosa y estaquiosa (1,45 y 3,53 mg
g, respectivamente).

Estadisticamente (p < 0,05) P. dulce fue la espe-
cie con la mayor cantidad de estaquiosa (70,6 mg
g') en comparacion al resto de las especies estu-
diadas (Tabla 3), valor superior a las leguminosas
comestibles arriba mencionadas.

Las especies de Lupinus mostraron el mayor
contenido de verbascosa (Tabla 3), L. elegans (37,2
mg g, L. rotundiflorus (29,57 mg g™) y L. montanus
(12,44 mg g'), con diferencias estadisticas entre
ellas, superior a otras leguminosas de grano (Kuo
et al.,, 1988; Rupérez,1998; Ali y Muzquiz, 1998;
Hwa y Byung-Kee, 2006) y similar a los lupinos
comestibles (Muzquiz et al., 1999; Martinez-Vi-
llaluenga et al., 2005) y silvestres (Ruiz-Lopez et
al., 2000; Jiménez-Martinez et al., 2010).

Debido a las diferencias en el contenido de
oligosacaridos entre las especies evaluadas, se es-
tima que seria importante realizar estudios para
evaluar la influencia de los diferentes factores
bidticos y abidticos sobre el contenido de estos
compuestos. Ademas deberian ser probados en
modelos animales, y fundamentar con ello su
propuesta como ingredientes funcionales para
consumo humano y animal.

CONCLUSIONES

Las semillas de estas siete leguminosas sil-
vestres estudiadas pueden ser consideradas una
fuente importante de oligosacaridos de la fami-
lia de la rafinosa, y podrian ser utilizadas, previo
tratamiento, como alternativas nutricionales por
su alto contenido de proteina, especialmente las
especies de lupinos con valor superior al 40%.
Cabe senalar que al ser sometidas a un tratamien-
to es importante evaluar los cambios que pueden
ocurrir en la composicion nutrimental, asi como
evaluar su biodisponibilidad.

Por su elevado contenido de oligosacaridos to-
tales, las semillas de Pithecellobium dulce (88,11 mg
g?) y de Enterolobium cyclocarpum (85,00 mg g)
podrian ser sometidas a extraccién y purificacion,
para evaluar su actividad prebidtica.
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