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RESUMEN

El guaje (Leucaena spp.) es una planta de vaina y semillas comestibles, un recurso ancestral subutilizado por
los pueblos mesoamericanos. El valor nutricional y nutracéutico del guaje se desconoce pese a su consumo
vigente en las poblaciones rurales. El objetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de minerales, compo-
nentes nutricionales y antioxidantes para contribuir a la revalorizacién alimentaria del guaje rojo (L. esculenta
Benth.) y verde (L. leucocephala Lam.). Los contenidos de antocianinas, flavonoides, fenoles totales, taninos
y actividad antioxidante se cuantificaron, asi como la composiciéon proximal y mineral. Las semillas de guaje
rojo superaron a las de guaje verde en los contenidos de N, Mg, Mn, P y Zn; en contraste, las semillas de guaje
verde presentaron niveles mayores de Na y de Fe. El contenido de fibra cruda fue 10.55 y 10.07 % en guaje rojo
y verde, respectivamente, mientras que el de proteina fue 33.12 % en guaje rojo y 31.7 % en el verde. El alto
contenido de compuestos fendlicos fue mayor en las semillas frescas de guaje rojo (1,088.70 mg equivalentes
de acido galico [EAG]-100 g p. f.) que en las verdes (969.09 mg EAG-100 g p. f.), pero las tltimas presen-
taron mayor cantidad de taninos. La elevada actividad secuestradora de radicales libres (97.22 a 98.11 %)
obtenida por el método ABTS (4cido 2,2’-azino-bis(3-etilben-zotiazolin)-6-sulfénico), puede estar asociada
al contenido de compuestos fendlicos. En conclusion, las semillas de guaje podrian considerarse un alimento
funcional, principalmente las de guaje rojo debido a su calidad nutricional y mayor actividad antioxidante.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Flavonoides, fenoles totales, taninos, proteina, minerales.

NUTRITIONAL COMPONENTS AND ANTIOXIDANTS OF TWO SPECIES OF GUAJE
(Leucaena spp.): AN UNDERUTILIZED TRADITIONAL RESOURCE

ABSTRACT

The guaje (Leucaena spp.), aleguminous plant with edible seeds, is a traditional resource underutilized by Mesoamerican
peoples. The nutritional and nutraceutical value of the guaje is unknown despite being consumed by rural people today in
mainly central and southern Mexico. The aim of this study was to assess the mineral, nutritional and antioxidant contents
of the red guaje (L. esculenta Benth.) and green guaje (L. leucocephala Lam.) in order to contribute to a reevaluation of
their food properties. Their anthocyanin, flavonoid, total phenol, and tannin contents, as well as their antioxidant activity
and proximate and mineral composition, were quantified. Red guaje seeds outperformed green guaje ones in N, Mg, Mn,
P and Zn contents; by contrast, green guaje seeds had higher Na and Fe levels. Crude fiber content was 10.55 and 10.07
% in red and green guaje, respectively, while protein content was 33.12 % and 31.7 %, respectively. The high content of
phenolic compounds was greater in the fresh red guaje seeds (1,088.70 mg gallic acid equivalents [GAE]-100 g* FW) than
in the green ones (969.09 mg GAE-100 g FW), but the latter had a greater amount of tannins. The high free radical scav-
enging activity (97.22 to 98.11 %) obtained by the ABTS (2.2 ‘-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline)-6-sulfonic acid) method
may be associated with the content of phenolic compounds. In conclusion, guaje seeds could be considered as a functional
food, but mainly the red guaje ones due to their nutritional quality and higher antioxidant activity.

ADDITIONAL KEYWORDS: Flavonoids, total phenols, tannins, protein, minerals.
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INTRODUCCION

Una dieta elevada en alimentos de origen animal y grasas sa-
turadas incrementa el riesgo de enfermedades cardiovascula-
res y de algunos tipos de cancer (Pierart y Rozowzky, 2006),
lo que ha generado el interés de promover el consumo de pro-
teinas de origen vegetal (Pamplona-Roger, 2006; Espin et al.,
2007). Las leguminosas, al igual que los cereales, frutas y hor-
talizas tienen componentes que promueven la salud, ademas
del valor nutricional que poseen (Shetti et al., 2009).

En algunos paises de América y Africa, el consumo de le-
guminosas, en particular de frijol (Phaseolus vulgaris L.),
ha contribuido a mejorar la mala nutriciéon de sus habitan-
tes (Reynoso-Camacho et al., 2006; Audu y Aremu, 2011;
Duarte-Martino et al., 2012), debido al alto contenido de
proteina, vitaminas, minerales y fibra, ya que son alimentos
de facil consumo para la poblacion de bajos recursos (Duar-
te-Martino et al., 2012). Otra alternativa para tal situacion
podrian ser aquellas especies subutilizadas como Leucae-
na spp.; sin embargo, su potencial nutricio y nutracéutico
no han sido estudiados. Diferentes especies de Leucaena se
consumen desde épocas remotas en el México prehispanico
(Basurto, 2011); después de mas de 500 afios, aun son un
recurso alimentario vigente por su alto contenido en vitami-
na A, proteina, fibra (Zarate, 1987) y 4cidos grasos (palmi-
tico, estedrico, behénico, lignocérico, oleico y linoleico). Las
especies de Leucaena se conocen cominmente como leucae-
na, tantan, guaje o huaje segtin la especie y la region del pais
donde se consumen (Parrota, 1992; Martinez, 1994). Las es-
pecies se encuentran ampliamente distribuidas en el centro
y sur de México, particularmente en la peninsula de Yucatan
y en el Itsmo de Tehuantepec (Zarate, 1999; Grether et al.,
2006). Las semillas frescas de guaje son de suma importan-
cia en regiones suburbanas y rurales del pais, se consumen
crudas o cocidas en platillos tradicionales dependiendo
de su frescura o madurez y forman parte de la identidad
cultural de algunas entidades (Guerrero y Oaxaca). La ca-
lidad nutricia y el contenido de nutracéuticos asociados a
la actividad antioxidante de Leucaena se desconocen, pero
otras leguminosas como el frijol son fuente importante de
componentes nutricionales (proteinas, carbohidratos, fibra,
vitaminas y algunos minerales) (Reynoso-Camacho et al.,
2006; Duarte-Martino et al., 2012), por lo que han llamado
la atencién como un alimento funcional-nutracéutico, debi-
do a la gran variedad de fitoquimicos (compuestos fenoli-
cos, flavonoides, taninos y acidos grasos insaturados).

Actualmente, el consumidor prefiere alimentos nutracéuti-
cos o funcionales porque previenen algunas enfermedades
degenerativas y mantienen la buena salud, lo que ha oca-
sionado gran interés de los investigadores para estudiar el
contenido de fitoquimicos con actividad antioxidante en
granos y leguminosas (Salinas-Moreno et al., 2012). Se han
incrementado las evidencias epidemioldgicas y farmacolo-
gicas de las propiedades nutracéuticas de compuestos biolo-
gicamente activos presentes en las plantas comestibles, con-

INTRODUCTION

A diet high in foods of animal origin and saturated fats in-
creases the risk of cardiovascular diseases and some cancers
(Pierart and Rozowzky, 2006), which has generated inter-
est in promoting the consumption of plant-derived proteins
(Pamplona-Roger, 2006; Espin et al., 2007). Legumes, like
cereals, fruits and vegetables, have health-promoting com-
pounds and nutritional value (Shetti et al., 2009).

In some countries of the Americas and Africa, consumption
of legumes, particularly of common bean (Phaseolus vulgar-
is L.), has helped to improve the poor nutrition of their in-
habitants (Reynoso-Camacho et al., 2006; Audu and Aremu,
2011; Duarte-Martino et al., 2012), due to the high protein,
vitamin, mineral and fiber contents, and the fact they are
affordable foods for people with low incomes (Duarte-Mar-
tino et al., 2012). Another way of coping with the problem
of poor nutrition could be to make better use of underuti-
lized species like Leucaena spp.; however, its nutritional and
nutraceutical potential has not been studied. Different spe-
cies of Leucaena have been consumed since ancient times
in prehispanic Mexico (Basurto, 2011); after more than 500
years, they are still consumed today due to their high con-
tent of vitamin A, protein, fiber (Zarate, 1987) and fatty ac-
ids (palmitic, stearic, behenic, lignoceric, oleic and linoleic).
Leucaena species are commonly known as leucaena, tantan,
guaje or huaje depending on the species and region of the
country where they are consumed (Parrota, 1992; Martinez,
1994). The species are widely distributed in central and
southern Mexico, particularly on the Yucatan Peninsula and
the Isthmus of Tehuantepec (Zarate, 1999; Grether et al.,
2006.). Fresh guaje seeds are of utmost importance in sub-
urban and rural regions of the country, they are eaten raw
or cooked in traditional dishes depending on their fresh-
ness or maturity and they are part of the cultural identity of
some states (Guerrero and Oaxaca). The nutritional quality
and nutraceutical content associated with the antioxidant
activity of Leucaena are unknown, but other legumes such
as common bean are important sources of nutritional com-
ponents (proteins, carbohydrates, fiber, vitamins and some
minerals) (Reynoso-Camacho et al., 2006; Duarte-Martino
et al., 2012); therefore, they have drawn attention as a func-
tional nutraceutical food, due to the wide variety of phyto-
chemicals (phenolic compounds, flavonoids, tannins and
unsaturated fatty acids) present in them.

Currently, consumers prefer nutraceutical or functional
foods because they prevent some degenerative diseases and
maintain good health, which has generated great interest
among researchers to study the content of phytochemicals
with antioxidant activity in grains and legumes (Salinas-
Moreno et al. 2012). Epidemiological and pharmacologi-
cal evidence of the nutraceutical properties of biologically
active compounds present in edible plants has increased,
contributing to the prevention and reduction of heart di-
sease, diabetes, hypertension, Alzheimer’s disease and ar-
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tribuyendo a la prevencion y reduccion de padecimientos
cardiacos, diabetes, hipertension, Alzheimer y arterioescle-
rosis, entre otros de origen oxidativo (Tachakittirungrod et
al., 2007; Chaturvedi et al., 2011; Kaisoon et al., 2011; Chew
et al., 2011). En México existe una gran riqueza productiva
y diversidad vegetal, por tanto, es recomendable ampliar las
investigaciones de la calidad nutricia y nutracéutica de ali-
mentos autdctonos que contribuyan a la conservacion de la
identidad cultural del pais y a la generacion de disponibi-
lidad comercial de especies de cultivo rural como el guaje.
Con base en lo antes sefialado, el objetivo del presente estu-
dio fue evaluar el contenido de minerales, los componentes
nutricionales y antioxidantes para contribuir a la revalori-
zacién alimentaria de las especies de guaje rojo (L. esculenta
Benth.) y guaje verde (L. leucocephala Lam.).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las vainas de guaje rojo y verde, sin alteraciones morfo-
logicas y patoldgicas visibles, se obtuvieron en el mercado
municipal de la ciudad de Iguala de la Independencia, Gue-
rrero, México. Las semillas se desprendieron de la vaina, se
lavaron en agua corriente y, posteriormente, se enjuagaron
con agua destilada.

Cuantificacion de minerales

Las semillas se molieron en un molino Thomas-Wiley Mill
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA). La harina se
mantuvo en congelacion a -20 °C, para analisis posteriores.
La harina de las semillas frescas de guaje rojo (0.5 g) y verde
(0.5 g) se sometid separadamente a una digestion humeda
con una mezcla didcida (H,SO:HCIO,, 4:1 v/v) y peréxido
de hidrégeno. La determinacién de Al, B, Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, N y Zn se realizd en un espectrofotometro de
emision atomica de plasma por induccion acoplada (ICP-
AES) VARIAN modelo Liberty II (USA). El contenido de N
se determind por el método colorimétrico mediante la di-
gestion en micro-kjeldahl, descrito por Alcantar y Sandoval
(1999).

Analisis proximal

Las semillas se secaron en una estufa a 55 °C y se molieron
en molino Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific, Swedes-
boro, NJ, USA). Los porcentajes de humedad, lipidos, fibra
cruda y ceniza se determinaron mediante los métodos des-
critos por la AOAC (1998). El contenido de acidos grasos se
calculd a partir de la siguiente féormula:

AG = 0.8(FC)
Donde:

AG = Acidos grasos (%)
FC = Fibra cruda (%)

teriosclerosis, among others of oxidative origin (Tachakit-
tirungrod et al., 2007; Chaturvedi et al., 2011; Kaisoon et
al., 2011; Chew et al., 2011). In Mexico there is great plant
richness and diversity; it is therefore advisable to conduct
further studies on the nutritional and nutraceutical quali-
ty of indigenous foods that contribute to the preservation
of the country’s cultural identity and the marketing of rural
crop species such as guaje. Based on the above, the aim of
this study was to evaluate the mineral, nutritional and anti-
oxidant contents of the red guaje (L. esculenta Benth.) and
green guaje (L. leucocephala Lam.) species in order to con-
tribute to the revaluation of their food properties.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Red and green guaje pods, without visible morphological
and pathological changes, were obtained in the municipal
market of the city of Iguala de la Independencia, Guerrero,
Mexico. The seeds were removed from the pod, washed in
running water and then rinsed with distilled water.

Quantification of minerals

The seeds were ground in a Thomas-Wiley Mill (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ, USA). The flour was kept fro-
zen at -20 °C for later analysis. The flour of the fresh red
and green guaje seeds (0.5 g each) was separately subjected
to wet digestion with a diacid mixture (H,SO:HCIO,, 4:1
v/v) and hydrogen peroxide. Determination of Al, B, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, P, N and Zn was performed using a Va-
rian Liberty II inductively coupled plasma atomic emission
spectrophotometer (USA). The N content was determined
by the colorimetric method using micro-Kjeldahl digestion,
as described by Alcantar and Sandoval (1999).

Proximate analysis

The seeds were dried in an oven at 55 °C and ground in a
Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ,
USA). The moisture, lipid, crude fiber and ash percentages
were determined using the methods described by the AOAC
(1998). The fatty acid content was calculated from the fo-
llowing formula:

FA = 0.8(CF)

Where:

FA= Fatty acids (%)
CF = Crude fiber (%)

Total carbohydrate content was calculated with the formula
used by Audu and Aremu (2011):

TC=100 - (CP + L + A)
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El contenido de carbohidratos totales se calculé mediante la
férmula utilizada por Audu y Aremu (2011):

CT=100-(PC+ L+ Q)

Donde:

CT = Carbohidratos totales (%)
PC = Proteina cruda (%)

L = Lipidos (%)

C = Cenizas (%)

Cuantificacion de fitoquimicos
Preparacion de extracto metandlico.

Se mezcld 1 g de semilla fresca molida con 10 mL de MeOH
acuoso al 80 % (v/v). La mezcla se homogeneizé mediante
agitacion en un vortex, se sonicé por 15 min a temperatura
ambiente, se dejo reposar durante 24 h, y posteriormente se
centrifugd por 10 min a 1,409 x g, para usarse en la cuantifi-
cacion de los fitoquimicos.

Cuantificacion de fenoles

Se tomaron 0.5 mL de extracto metanoélico y se agregaron
0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (0.2 N) y 4 mL de una
solucién de Na,CO, (0.7 M). La mezcla se incubé a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad durante 2 h. Se tomaron
lecturas de la mezcla en un espectrofotometro Genesys 10s
(Thermoscientific, Florida, USA), para determinar la absor-
bancia a una longitud de onda de 765 nm. La concentracion
de fenoles se calculd a partir de una curva estandar prepa-
rada a base de acido galico. El contenido total de fenodlicos
en el extracto se expresd en mg equivalentes de acido galico
por 100 g de peso fresco de la muestra (mg EAG-100 g* p. f.)
segun el método modificado de Waterman y Mole (1994).

Cuantificacion de flavonoides

Se prepar6 una mezcla con 0.5 mL de extracto metandlico,
1.5 mL de etanol al 95 % (v/v), 0.1 mL de solucién de AICI,
al 10 % (p/v), 0.1 mL de solucion de CH,COOK (1 M) y 2.8
mL de agua destilada. La mezcla se incub6 por 30 min. Pos-
teriormente, la absorbancia se determind a una longitud de
onda de 415 nm. Los flavonoides se cuantificaron a partir de
una curva estandar a base de flavona quercetina (Chang et
al., 2002). Los resultados se expresaron en mg equivalentes
de quercetina por 100 g de peso fresco de la muestra (mg
EQ-100 g' p. f.).

Cuantificacion de antocianinas

Se colocaron 200 uL de extracto metandlico en dos tubos de
ensayo; en el primero se adicionaron 1.8 mL de una solucién
amortiguadora de pH = 1.0 (HCI/KCI) y en el segundo
tubo se agregaron 1.8 mL de una solucion amortiguadora
de pH = 4.5 (CH,COOH/CH,COONa3H,0). La absorban-

Where:

TC = Total carbohydrates (%)
CP = Crude protein (%)

L = Lipids (%)

C = Ash (%)

Quantification of phytochemicals
Preparation of methanol extract

1 g of fresh ground seed was mixed with 10 mL of 80 % aqueous
MeOH (v/v). The mixture was homogenized by stirring in a
vortex mixer, sonicated for 15 min at room temperature, left to
stand for 24 h and subsequently centrifuged for 10 min at 1,409
x g for use in the quantification of the phytochemicals.

Quantification of phenols

0.5 mL of methanol extract were taken and 0.5 mL of Folin-
Ciocalteu reagent (0.2 N) and 4 mL of a Na,CO, solution (0.7
M) were added. The mixture was incubated at room tempe-
rature in the dark for 2 h. Mixture readings were taken on a
Genesys 10s spectrophotometer (Thermoscientific, Florida,
USA) to determine the absorbance at a wavelength of 765
nm. The phenol concentration was calculated on the basis
of a standard curve of gallic acid. The total phenolic content
in the extract was expressed as mg gallic acid equivalents per
100 g fresh weight of sample (mg GAE 100 g' FW) by the
modified method of Waterman and Mole (1994).

Quantification of flavonoids

A mixture with 0.5 mL of methanol extract, 1.5 mL of 95 %
ethanol (v/v), 0.1 mL of 10 % AICI, solution (w/v), 0.1 mL
of CH,COOK solution (1 M) and 2.8 mL of distilled water
was prepared. The mixture was incubated for 30 min. Sub-
sequently, the absorbance was determined at a wavelength
of 415 nm. Flavonoids were quantified on the basis of a stan-
dard curve of flavonol quercetin (Chang et al. 2002). The
results were expressed as mg quercetin equivalents per 100 g
fresh weight of sample (mg QE-100 g' FW).

Quantification of anthocyanins

200 uL of methanol extract were placed in two test tubes; in
the first, 1.8 mL of a buffer solution of pH = 1.0 (HCI/KCI)
were added, and in the second tube, 1.8 mL of a buffer solu-
tion of pH = 4.5 (CH,COOH/CH,COONa3H,0) were added.
The absorbance of the mixture in each tube was measured at
wavelengths of 510 and 700 nm. The total absorbance (T ) of
the sample was calculated using the following equation:

- [(A

Ta = [(Asw - A700) pH = 1.0] 510 A700) pH:445]

The concentration of anthocyanins (mg-liter') was calcula-
ted with the following equation:
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cia de la mezcla de cada tubo se midi6 a longitudes de onda
de 510 y 700 nm. La absorbancia total (A ) de la muestra se
calculd a partir de la siguiente ecuacion:

At = [(Asm - A700) pH = 1.0] - [(Asm - A7oo) pH:445]

La concentracién de antocianinas (mg-litro!) se calcul6 con
la siguiente ecuacion:

antocianinas = (At « PM « FD » 1000) / (¢ + 1)

Donde:

A, = Absorbancia total

PM = Peso molecular (449.2 g-mol™”) del estandar
(cianidina-3-glucdsido)

FD = Factor de dilucién (1)

¢ = Absortividad molar del estandar (26,900)

La concentracion se expres6 en mg de cianidina-3-glucési-
do por 100 g de peso fresco (mg antocianinas-100 g* p. f.),
segun lo descrito por Giusti y Wrolstad (2001).

Cuantificacion de taninos condensados

Se pesaron 200 mg de semilla fresca molida y se agregaron 10
mL de solucion del HCI en MeOH al 1 % (v/v). La mezcla se
mantuvo en agitacion constante durante 20 min. Se tomé un
1 mL de la mezcla filtrada y se agregaron 4 mL de una solu-
cién de HCl al 8 % en MeOH (v/v) y una solucién de vaini-
llina en MeOH al 4 % (v/v) en una proporcion 1:1. La mezcla
resultante se mantuvo en baiio maria a 30 °C durante 20 min;
finalmente, se midi6 la absorbancia a 500 nm. Los taninos
se cuantificaron mediante una curva estandar a base de ca-
tequina (Cardador-Martinez et al., 2011). El contenido total
de taninos se expres6 como mg equivalentes de catequina
en 100 g de peso fresco de la muestra (mg EC-100 g p. f.).

Cuantificacion de la capacidad inhibidora de radicales libres
Método ABTS

El radical ABTS* se obtuvo siguiendo la metodologia des-
crita por Re et al. (1999). Para ello, se agregaron 6.61 mg
de K.S,0,a una solucién de 10 mL (7 mM) de ABTS (4cido
2,2’-azino-bis(3-etilben-zotiazolin)-6-sulfénico), para lo-
grar una concentracion 2.45 mM. La mezcla reposé a tem-
peratura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Posterior-
mente, se tomd 1 mL de la solucion de ABTS*y se agrego
el volumen necesario de etanol anhidro hasta obtener en
la mezcla una absorbancia de 0.7 + 0.1 a una longitud de
onda de 734 nm (mdaxima concentracion de radical ABTS™*
formado). Por otra parte, se tom6 1 mL de la solucion de
ABTS*vy se adicionaron 10 pL del extracto metandlico; la
mezcla se incub6 a baio maria a 30 °C en oscuridad por
7 min. Finalmente, se tom¢ la lectura de la absorbancia de
la mezcla a una longitud de onda de 734 nm. La actividad
antioxidante se cuantificé a través de una curva estandar a

anthocyanins = (Ta * MW * DF * 1000) / (¢ +1)

Where:

T, = Total absorbance

MW = Molecular weight (449.2 g-mol™) of tandard
(cyanidin-3-glucoside)

DF = Dilution factor (1)

€ = Molar absorptivity of the standard (26,900)

The concentration was expressed as mg of cyanidin-3-glu-
coside per 100 g fresh weight (mg anthocyanins-100 g FW),
as described by Giusti and Wrolstad (2001).

Quantification of condensed tannins

200 mg of fresh ground seed were weighed and 10 mL of
HCI solution in 1 % MeOH (v/v) were added. The mixture
was kept under constant stirring for 20 min. Then 1 mL of
the filtered mixture was taken and 4 mL of an 8 % HCI so-
lution in MeOH (v/v) and a vanillin solution in 4 % MeOH
(v/v) were added at a 1:1 ratio. The resulting mixture was
kept in a water bath at 30 °C for 20 min; finally, the absor-
bance was measured at 500 nm. Tannins were quantified
on the basis of a standard curve of catechin (Cardador-
Martinez et al. 2011). Total tannin content was expressed
as mg catechin equivalents per 100 g fresh weight of sam-
ple (mg CE-100 g FW).

Quantification of the inhibitory capacity of free radicals
ABTS method

The ABTS*radical was obtained following the methodology
described by Re et al. (1999). For this, 6.61 mg of K.S,0, were
added to a 10 mL solution (7 mM) of ABTS (2,2-azino-acid
bis (3-etilbenzotiazolin) 6-sulfonic acid) to achieve a 2.45 mM
concentration. The mixture stood at room temperature in the
dark for 16 h. Subsequently, 1 mL of the ABTS* solution was
taken and the required volume of anhydrous ethanol added
until obtaining in the mixture an absorbance of 0.7 + 0.1 at
a wavelength of 734 nm (maximum concentration of ABTS*
radical formed). On the other hand, 1 mL of the ABTS™ solu-
tion was taken and 10 uL of methanol extract were added;
the mixture was incubated in a water bath at 30 °C in the
dark for 7 min. Finally, the absorbance reading of the mix-
ture was taken at a wavelength of 734 nm. The antioxidant
activity was quantified using a standard curve based on trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid).
The results were expressed as mg trolox equivalents per 100 g
fresh weight (mg TE-100 g' FW). The inhibition percentage
of the ABTS" free radical was calculated with the formula:

Inhibition (%) = [(I- F,) / L]¥100
Where:

I = Initial absorbance of the free radical at 734 nm
F, = Final absorbance of the reaction with the sample
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base de trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico). Los resultados se expresaron en mg equiva-
lentes de trolox por cada 100 g de peso fresco (mg ET-100 g™
p- £.). El porcentaje de inhibicion del radical libre ABTS* se
calcul6 con la férmula:

Inhibicién (%) = [(A, - A,) / A]* 100

Donde:
A, = Absorbancia inicial del radical libre a 734 nm
A, = Absorbancia final de la reaccién con la muestra

Método DMPD.

El radical libre DMPD' se obtuvo acorde con la metodo-
logia descrita por Fogliano et al. (1999). Esta se basa en
afiadir 1 mL de solucién 100 mM de DMDP (diclorhidrato
de N,N-dimetil-p-fenilendiamina) a 100 mL de una solu-
cién amortiguadora (CH,COOH/C H,0,Na3H,0) para
mantener pH de 5.25 y adicionar 200 uL de una solucién
0.5 M de FeCl,6H,0; la mezcla se agit6 y se dejé repo-
sar en oscuridad. La absorbancia se ley6 a una longitud de
onda de 506 nm (A, = Absorbancia inicial). Posteriormen-
te, se tomd 1 mL de la solucidén del radical libre DMPD* y
se adicionaron 50 pL del extracto metanolico, preparado
anteriormente. La absorbancia se leyé a una longitud de
onda de 506 nm (A, = Absorbancia final) y los resultados
se expresaron en mg equivalentes de acido galico por cada
100 g de peso fresco (mg EAG-100 g p. f.). El porcentaje
de inhibicién se calculé empleando la férmula: % de inhi-
bicién = [1- (A, / A))] * 100.

Método DPPH.

Se prepard una soluciéon metanoélica al 80 % (v/v) del ra-
dical libre DPPH' (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) a una
concentracion 100 uM. La absorbancia se midié a 515 nm
(A, = Absorbancia inicial). Se tomaron 2.9 mL de esta so-
lucidén y se adicionaron 100 pL del extracto metanoélico; la
mezcla se incub6 en oscuridad a 23 °C durante 30 min. La
absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 506 nm
(A, = Absorbancia final) y los resultados se expresaron
en mg equivalentes de quercetina por cada 100 g de peso
fresco (mg EQ-100 g p. f.). El porcentaje de inhibicién se
calculé empleando la férmula: % de inhibicién = [1 - (A,
/' A))] * 100 de acuerdo con lo reportado en la metodolo-
gia de Kim et al. (2002).

Anadlisis estadistico

Los datos se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA),
prueba de comparacion de medias de Tukey (P < 0.05) y se
calculd el coeficiente de correlaciéon de Pearson mediante
el programa Statistical Analysis System (SAS, version 9.0,
2003) de acuerdo con un diseflo experimental completa-
mente al azar, donde cada muestra seleccionada se conside-
r6 como tratamiento del cual se tuvieron seis repeticiones.

DMPD method

The DMPD' free radical was obtained according to the
methodology described by Fogliano et al. (1999). This is
based on adding 1 mL of 100 mM DMDP (N, N-dimeth-
yl-p-phenylenediamine dihydrochloride) solution to 100
mL of a buffer solution (CH,COOH/C,H,O,Na3H,0) to
maintain pH 5.25 and add 200 pL of a 0.5 M solution of
FeCl;6H,0; the mixture was stirred and left to stand in
the dark. The absorbance was read at a wavelength of 506
nm (I = Initial absorbance). Subsequently, 1 mL of the
DMPD free radical solution was taken and 50 uL of meth-
anol extract, prepared earlier, were added. The absorbance
was read at a wavelength of 506 nm (F, = Final absorbance)
and the results were expressed as mg gallic acid equivalents
per 100 g fresh weight (mg GAE-100 g FW). The inhibi-
tion percentage was calculated using the formula: % inhi-
bition = [1 - (E, / I)] * 100.

DPPH method

An 80 % methanol solution (v/v) of the DPPH' (2,2-diphe-
nyl-1- picrylhydrazyl) free radical was prepared at a 100
uM concentration. The absorbance was measured at 515
nm (I, = Initial absorbance). Then 2.9 mL of this solution
were taken and 100 pL of methanol extract were added; the
mixture was incubated in the dark at 23 °C for 30 min. The
absorbance was measured at a wavelength of 506 nm (F,
= Final absorbance) and the results were expressed in mg
quercetin equivalents per 100 g fresh weight (mg QE-100
g' FW). The inhibition percentage was calculated using the
formula: % inhibition = [1 - (F, / I )] * 100 according to the
methodology described by Kim et al. (2002).

Statistical analysis

Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s comparison of means test (P < 0.05), and the Pear-
son correlation coefficient was calculated using Statistical
Analysis System (SAS, version 9.0, 2003) software in accor-
dance with a completely randomized experimental design
where each selected sample was considered as a treatment,
each of which had six replicates.

RESULTS AND DISCUSSION
Mineral content

Table 1 shows the contents of 12 minerals in the guaje seeds;
the content of seven minerals was statistically different (P <
0.05) between the red and green guajes. The red guaje seeds
exceeded the green gauje ones in N, Mg, Mn, P and Zn le-
vels; by contrast, the green guaje seeds showed higher con-
centrations of Na and Fe. Table 1 also shows some mineral
contents reported in other legumes. In this table it can be
seen that the Ca and Na contents in the guaje species were
higher than those reported for common bean, pea and dry
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RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido de minerales

En el Cuadro 1 se muestra el contenido de 12 minerales en
las semillas de guaje; el contenido de siete minerales fue es-
tadisticamente diferente (P < 0.05) entre el guaje rojo y ver-
de. Las semillas de guaje rojo superaron a las de guaje verde
en los niveles de N, Mg, Mn, P y Zn; en contraste, las semi-
llas de guaje verde presentaron mayores concentraciones de
Na y de Fe. En el Cuadro 1 también se muestran algunos
contenidos minerales reportados en otras leguminosas. En
dicho cuadro se puede observar que los contenidos de Ca
y Na en las especies de guaje fueron superiores a los repor-
tados para frijol, chicharo y haba seca. Por otra parte, los
niveles reportados de Fe, K y Mg en haba superaron a los
encontrados en el guaje rojo y verde y en chicharo. Audu y
Aremu (2011) determinaron el contenido de minerales en
harina de frijol rojo y encontraron que los niveles de Mg su-
peraron a los contenidos en seis cultivares de frijol de Brasil
y a los materiales de guaje aqui reportados.

Cabe senalar que las diferencias encontradas en las con-
centraciones de minerales en los seis cultivares de frijol
de Brasil se atribuyen a factores genéticos, condiciones
edafocliméticas y al tipo de cultivo (condiciones hidropo-
nicas) (Reynoso-Camacho et al., 2006; Duarte-Martino et
al., 2012), lo cual podria explicar algunas de las diferencias
entre las semillas de guaje rojo y verde del presente estu-
dio. Con base en los resultados, el consumo de leguminosas

bean. On the other hand, the reported levels of Fe, K and Mg
in broad bean surpassed those found in red and green gauge
and in pea. Audu and Aremu (2011) determined the mine-
ral content of red kidney bean flour and found that the Mg
levels exceeded the contents in six common bean cultivars
from Brazil and the guaje materials reported here.

It should be noted that the differences found in the mineral
concentrations in the six Brazilian common bean cultivars
are attributed to genetic factors, edapho-climatic conditions
and the type of culture (hydroponics) (Reynoso-Camacho et
al., 2006; Duarte-Martino et al., 2012), which could explain
some of the differences between the red and green guaje seeds
of the present study. Based on the results, the consumption of
legumes such as guaje seeds represents a low-cost alternative
for people to meet their mineral intake requirements.

Proximate analysis

The proximate content of red and green guaje seeds is shown in
Table 2. Red guaje seeds outperformed green guaje ones in lipid
content, while no significant differences were found in protein
and crude fiber levels. Sotelo (1997) carried out a proximate
analysis of L. leucocephala (green guaje) and reported higher
values for moisture, lipids and fibers than those found in this
study, but not for carbohydrate and crude protein levels.

Crude fiber values found in red and green guaje exceeded
those reported in red kidney bean (3.6 %) (Audu and Aremu,
2011), sorghum (2.10 %) (Giami, 1993), soybean (4.28 %)

CUADRO 1. Contenido de minerales en las semillas de guaje rojo (Leucaena esculenta), guaje verde (L. leucocephala) y otras leguminosas.
TABLE 1. Mineral content in seeds of red guaje (Leucaena esculenta), green guaje (L. leucocephala) and other legumes.

Semillas/
Mineral (mg-100 g p. f. Referencia
Seeds (mg-100g" p. f.)

N Al B Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn

g“aje verde/ ) 9973022 0.88a 5702 156.80a 0.73a 6.40a 487.90a 105.50a 0.70a 2520a 254.8a  2.10a Presente publicacion
reen guaje

Guajerojo/ 5 g1 40b  0.85a 4.80a 146.90a 09la 2.80b 501.30a 173.20b 0.90b 19.10b 345.50b 2.60b Presente publicacid
Red guaje s B .ooa .ola J0a .J1a . ola . . . . . resente pl.l 1caclion
Frijol negro/ ; )

- - - 13400 000 7.0 14640 1820 0.00 800 41500 255 MenchtyMéndez (2012)
Black bean
gi‘amham/ - - - 37.00 2.80 24400 33.00 - 500 24400 124 Menchty Méndez (2012)
Haba seca/
Dry broad - - - 48.00  0.82  8.00 1,090.00 190.00 - 11.00 39500  3.10 Gutiérrez y Matos (2011)
Frijol/
Common - - - 129.40 1.70 6.70 1,410.80 205.80 205.80 - - - Duarte-Martino et al. (2012)
bean
Frijol rojo/
Red kidney - - - 5490 070 11.50 - 820.90 - - - - Auduy Aremu (2011)
bean

“Medias con diferente letra en una misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05).
“Means with a different letter in the same column are statistically different (Tukey, P < 0.05).
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como las semillas de guaje representa una alternativa de la
ingesta de minerales a bajo costo para la poblacion.

Analisis proximal

El contenido proximal de las semillas de guajes rojo y verde se
muestra en el Cuadro 2. Las semillas de guaje rojo superaron a
las de guaje verde en el contenido de lipidos; mientras que en
los niveles de proteina y fibra cruda no se encontraron diferen-
cias significativas. Sotelo (1997) hizo el analisis proximal de L.
leucocephala (guaje verde) y reporto valores de humedad, lipi-
dos y fibra superiores a los encontrados en el presente estudio,
excepto los niveles de carbohidratos y de proteina cruda.

Los valores de fibra cruda encontrados en guaje rojo y ver-
de superaron al reportado en semilla de frijol rojo (3.6 %)
(Audu y Aremu, 2011), asi como a los contenidos en sorgo
(2.10 %) (Giami, 1993), frijol de soya (4.28 %) y haba (5.4 %)
(Apata y Ologhobo, 1994). Es importante mencionar que el
consumo de fibra disminuye los niveles de colesterol y de
azucar en sangre; no obstante, el mecanismo de accion aun
no estd elucidado (Duarte-Martino et al., 2012).

Las semillas de guaje verde presentaron niveles mayores de
carbohidratos que el guaje rojo, frijol de soya, chicharo, haba
y frijol rojo (Cuadro 2). El contenido de carbohidratos en
guaje rojo y verde coincide con el intervalo (55-65 % p. s.)
reportado para leguminosas por Reynoso-Camacho et al.

and broad bean (5.4 %) (Apata and Ologhobo, 1994). It is
important to mention that fiber consumption lowers choles-
terol and sugar levels in the blood; however, the mechanism
of action is still unknown (Duarte-Martino et al., 2012).

Green guaje seeds had higher carbohydrate levels than red
guaje, soybean, pea, broad bean and red kidney bean seeds
(Table 2). The carbohydrate content in red and green guaje
coincides with the range (55-65 % DW) reported for legu-
mes by Reynoso-Camacho et al. (2006). Some plants of this
family contain low levels of digestible carbohydrates and
a high proportion of nondigestible carbohydrates (NDC)
such as resistant starch, insoluble fiber and nondigestible
oligosaccharides (Henningson et al. 2001). NDC are asso-
ciated with a low glycemic response, low cholesterol levels
and a decrease in the risk factors for colon cancer, sugges-
ting that increased consumption of legumes with high NDC
levels could help reduce the incidence of this disease (Rey-
noso-Camacho et al., 2006).

The lipid content in both guaje species was higher than that re-
ported for common bean, pea, broad bean, except soybean, red
kidney bean and green guaje as reported by Sotelo (1997) (Ta-
ble 2). Baltes (2007) reports 2 % fat in soybean. Duarte-Marti-
no et al. (2012) consider the lipid content in common bean to
be very low (0.8-2.32 %) compared to that of other grains.

Legume seeds are rich in proteins and amino acids (Rey-

CUADRO 2. Analisis proximal de la harina de las semillas secas de guaje rojo, verde y otras leguminosas.
TABLE 2. Proximate analysis of the dry seeds of red guaje, green guaje and other legumes.

Humedad/  Cenizas/ Fibra cruda/ Carbohidratos/ Lipidos/ Acidos grasos/  Proteina
Semilla/Seed  Moisture Ash Crude fiber Carbohydrates Lipids Fattyacids  cruda/Crude Referencia / References
(%) (%) (%) (%) (%) (%) protein (%)
Guaje verde/ 2.07 4.88a" 10.07a 61.31a 2.11a 8.056 31700 bresente publicacién/
Green guaje This publication
Guaje rojo/ 2.09 5.34b 10.55a 57.89b 3.65b 8.4 33120 bresente publicacién/
Red guaje This publication
Guaje verde/ 3.70 4.10 13.70 50.10 5.60 26.60  Sotelo (1997)
Green Guaje
Frijol negro/ 10.40 3.70 18.37 61.60 1.60 14.69 2270 Mencht y Méndez (2012)
Black bean
Chicharo/ Pea 7.50 3.0 6.30 16.90 1.40 8.44 21.30 Moreiras et al. (2013)
]if;a/ Broad 11.50 3.10 6.40 55.30 2.40 5.12 2590  Gutiérrez y Matos (2011)
Erijol soya/ 8.54 4.87 9.30 30.16 19.90 7.44 3650  Menchi y Méndez (2012)
Soybean
Frijol rojo/ Red , 4.40 3.60 49.0 15.80 12.70 1530  Auduy Aremu (2011)
kidney bean
Frijol/Common .
b - 4.10 24.40 67.30 1.70 - 23.70 Duarte-Martino et al. (2012)
ean
Carbohidratos (%) = (100 - Total otros componentes). / Carbohydrates (%) = (100 — Total other components).

“Medias con diferente letra en una misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05). / “Means with a different letter in the same column are statistically different (P < 0.05).
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(2006). Algunas plantas de esta familia contienen niveles
bajos de carbohidratos digestibles y proporcion alta de car-
bohidratos no digestibles (CND) como almidén resistente,
fibra insoluble y oligosacaridos no digestibles (Henningson
et al., 2001). Los CND se asocian con una respuesta glucé-
mica baja, niveles bajos de colesterol y decremento en los
factores de riesgo de padecer cancer de colon, lo que sugiere
que el aumento en el consumo de leguminosas con niveles
elevados de CND podria ayudar a reducir la incidencia de
dicha enfermedad (Reynoso-Camacho et al., 2006).

El contenido de lipidos en ambas especies de guaje fue supe-
rior al reportado para frijol, chicharo, haba, excepto frijol de
soya, frijol rojo y al guaje verde sefialado por Sotelo (1997)
(Cuadro 2). Baltes (2007) reporta 2 % de grasa en el frijol de
soya. Duarte-Martino et al. (2012) consideran que el conte-
nido de lipidos en frijol es muy bajo (0.8-2.32 %) comparado
con el de otros granos.

Las semillas de las leguminosas son ricas en proteinas y ami-
noacidos (Reynoso-Camacho et al., 2006), aunque carecen o
contienen concentraciones muy bajas de aminoacidos azu-
frados (Audu y Aremu, 2011; Duarte-Martino et al, 2012)
y triptéfano (la metionina y el triptéfano son aminoéacidos
esenciales indispensables en la dieta humana). Los niveles
de proteinas encontrados en guaje rojo y verde superan a
los observados en chicharo y en haba seca (Cuadro 2), pero
son similares a los reportados en seis cultivares de frijol (15-
35 %) cosechados en Brasil (Duarte-Martino et al., 2012).
Oakes y Skov (1967) reportaron un contenido inferior de
proteina (14.0-16.2 %) en ramas y vainas de Leucaena sp.
usadas como forraje para vacas y cabras, también fue menor
a lo encontrado por Sotelo (1997) en semillas de la especie
L. leucocephala. Debido a que se desconocen las caracteris-
ticas nutritivas de las proteinas presentes en guaje, se sugie-
re realizar estudios posteriores de la calidad de las mismas.
La variacién en la calidad nutricional de la proteina en las
leguminosas, en particular del frijol, depende de factores
genéticos, del perfil de aminoacidos esenciales, tiempo de
almacenamiento, proceso de cocinado y de sustancias anti-
nutricionales (Duarte-Martino et al., 2012). La alteracion de
la calidad nutricional de la proteina en las semillas frescas o
cocinadas de las especies de guaje se desconoce. Al respec-
to, Sotelo (1997) senala que, en la mayoria de los casos, el
contenido de componentes nutricionales, en particular en
las leguminosas silvestres, es similar en las variedades de la
misma especie; la diferencia principal radica en el mayor
contenido de los factores antinutricionales presentes.

La presencia de sustancias antinutricionales (taninos, lecti-
nas, inhibidores de tripsina y acido fitico) (Guzman-Mal-
donado y Paredes-Lopez, 1998) en leguminosas limitan la
aceptabilidad de su consumo. Existen pocos reportes que
senalan algunos de los beneficios bioldgicos de estos me-
tabolitos en soya y lenteja (Reynoso-Camacho et al., 2006);
sin embargo, la presencia y contenido de estos fitoquimicos
en guaje se desconoce. La presencia de sustancias antinu-

noso-Camacho et al., 2006.), although they lack or contain
very low concentrations of sulfur amino acids (Audu and
Aremu, 2011; Duarte-Martino et al., 2012) and tryptophan
(methionine and tryptophan are essential amino acids vital to
the human diet). Protein levels found in red and green gua-
je exceed those observed in pea and dry bean (Table 2), but
are similar to those reported in six common bean cultivars
(15-35 %) harvested in Brazil (Duarte-Martino et al., 2012).
Oakes and Skov (1967) reported lower protein content (14.0-
16.2 %) in branches and pods of Leucaena sp. used as fodder
for cattle and goats, and it was also lower than that found by
Sotelo (1997) in L. leucocephala seeds. Since the nutritional
characteristics of the proteins present in guaje are unknown,
further studies in this regard are suggested. The variation in
the nutritional quality of the protein in legumes, particularly
common bean, depends on genetic factors, the profile of es-
sential amino acids, storage time, the cooking process and
antinutritional substances (Duarte-Martino et al., 2012). The
alteration of the nutritional quality of the protein in fresh or
cooked seeds of guaje species is unknown. In this regard, So-
telo (1997) notes that, in most cases, the content of nutritio-
nal components, particularly in wild legumes, is similar in the
varieties of the same species; the main difference lies in the
higher content of the anti-nutritional factors present.

The presence of anti-nutritional substances (tannins, lectins,
trypsin inhibitors and phytic acid) (Guzman-Maldonado
and Paredes-Lopez, 1998) in legumes limit the acceptability
of their consumption. There are a few reports that point out
some of the biological benefits of these metabolites in soy-
bean and lentil (Reynoso-Camacho et al., 2006); however,
the presence and content of these phytochemicals in guaje
are unknown. The presence of antinutritional substances in
legumes reduces the nutritional value of the protein, digest-
ibility, mineral bioavailability and amino acid uptake (Du-
arte-Martino et al., 2012). The anti-nutritional substances
are sensitive to heat and processing (Reynoso-Camacho et
al., 2006; Duarte-Martino et al., 2012); some of them and
their hydrolysis products are beneficial at low concentra-
tions since they favor the reduction of glucose and lipid lev-
els in the blood. Phytic acid, protease inhibitors, saponins,
polyphenols and lignans are associated with a decrease in
various types of cancer (Duarte-Martino ef al., 2012). Some
biological benefits have been reported in soybean and lentil
(Reynoso-Camacho et al., 2006), but in common bean there
is little information in this regard (Reynoso-Camacho et al.,
2006). Sotelo (1997) notes the presence of trypsin inhibi-
tors (6.8 TIH-g' DW) and lectins (4.0 HAU-g'), and absence
of saponins in L. leucocephala seeds. In the foliage of this
species the presence of an amino acid (mimosine) toxic to
livestock has been described (Brewbaker, 1980; MacDicken,
1988), but it is unknown in the seeds.

Phytochemical content

Figure 1 shows that there are significant differences (P < 0.05)
in antioxidant concentrations between red and green guaje
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tricionales en leguminosas reduce el valor nutricional de la
proteina, digestibilidad, biodisponibilidad de minerales y la
absorcion de los aminodcidos (Duarte-Martino et al., 2012).
Las sustancias antinutricionales son sensibles al calor y pro-
cesamiento (Reynoso-Camacho et al., 2006; Duarte-Marti-
no et al., 2012); algunas de ellas y sus productos de hidrdlisis
son benéficos a bajas concentraciones ya que favorecen la
disminucién de los niveles de glucosa y lipidos en la sangre.
El 4cido fitico, los inhibidores de proteasas, saponinas, po-
lifenoles y lignanos estan asociados con la disminucion de
varios tipos de cancer (Duarte-Martino et al., 2012). Algu-
nos beneficios bioldgicos se han reportado en soya y lenteja
(Reynoso-Camacho et al., 2006), pero en frijol existe poca
informacién al respecto (Reynoso-Camacho et al., 2006).
Sotelo (1997) sefiala la presencia de inhibidores de tripsi-
na (6.8 UIT-g"! p.s.) y lectinas (4.0 UAH-g"), y ausencia de
saponinas en semillas de L. leucocephala. En el follaje de esta
especie se ha descrito la presencia de un aminodcido téxico
(mimosina) para el ganado (Brewbaker, 1980; MacDicken,
1988), pero en las semillas se desconoce.

Contenido de fitoquimicos

En la Figura 1 se observa que existen diferencias significati-
vas (P < 0.05) en las concentraciones de antioxidantes entre
las semillas de guaje rojo y verde. Los niveles de compuestos
fenolicos y flavonoides fueron superiores en guaje rojo; mien-
tras que en guaje verde se encontré mayor contenido de ta-
ninos condensados (proantocianidinas). El mayor contenido
de antocianinas en las semillas de guaje rojo en comparacion
con guaje verde explica la pigmentacion de la testa.

Chanwitheesuk et al. (2005) analizaron semillas de guaje verde
de Thailandia reportando una concentraciéon menor de tani-
nos (60.6 mg equivalentes de acido tanico en 100 g p. s.), como
de fenoles (405.0 mg equivalentes de pirocatecol en 100 g’ p.
s.) alo encontrado en el presente trabajo; estas diferencias po-
drian deberse al contenido de humedad en las muestras, a la
metodologia de analisis y al lugar de origen. En investigaciones
de diferentes variedades de frijol cultivado en América y Africa
(Cardador-Martinez et al., 2002; Beninger y Hostfield, 2003;
De Mejia et al., 2003; Aparicio-Fernandez et al., 2005; Reynoso-
Camacho et al., 2006) se describe la presencia de compuestos
fendlicos, flavonoides, antocianinas y taninos condensados
(proantocianidinas). La presencia de antocianinas, asi como el
contenido de proantocianidinas, solamente se ha encontrado
en la testa de frijoles negros y azul-violeta (Reynoso-Camacho
et al., 2006). Los mecanismos de accion de cada fitoquimico
en frijol se desconoce, pero el efecto sinérgico de estos bioacti-
vos lo convierten en un alimento con propiedades funcionales
notables (Duarte-Martino et al., 2012). Por lo anterior y con
base en los contenidos fitoquimicos encontrados, las semillas
de guaje rojo, principalmente, podrian considerarse también
un alimento econémico funcional.

Existen evidencias epidemioldgicas que demuestran que la
ingesta de alimentos ricos en fendlicos y flavonoides pro-

seeds. The levels of phenolic compounds and flavonoids
were higher in red guaje, while a higher content of conden-
sed tannins (proanthocyanidins) was found in green guaje.
The higher anthocyanin content in red guaje seeds compa-
red to green guaje ones explains the seed coat pigmentation.

Chanwitheesuk et al. (2005) analyzed seeds of green guaje
from Thailand, reporting a lower concentration of tannins
(60.6 mg tannic acid equivalents in 100 g' DW), and phe-
nols (405.0 mg pyrocatechol equivalents in 100 g' DW)
than that found in the present work; these differences could
be due to the moisture content in the samples, the analysis
methodology and the place of origin. In studies of different
common bean varieties grown in the Americas and Africa
(Cardador-Martinez et al., 2002; Beninger and Hostfield,
2003; De Mejia et al., 2003; Aparicio-Fernandez et al., 2005;
Reynoso-Camacho et al., 2006), the presence of pheno-
lic compounds, flavonoids, anthocyanins and condensed
tannins (proanthocyanidins) is described. The presence of
anthocyanins and proanthocyanidins has only been found
in the seed coat of black and blue-violet common beans
(Reynoso-Camacho et al., 2006). The mechanisms of action
of each phytochemical in common bean is unknown, but the
synergistic effect of these bioactive components make it a
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FIGURA 1. Componentes antioxidantes en las semillas de guaje
rojo y verde: antocianinas (mg de antocianinas-100 g*
p. f.), flavonoides (mg equivalentes de quercetina-100
g' p. f.), fenoles totales (mg equivalentes de acido ga-
lico-100 g p. f.), taninos (mg equivalentes de catequi-
na-100 g’ p. f.). “Letras diferentes entre barras indi-
can diferencia significativa (Tukey, P < 0.05).

FIGURE 1. Antioxidant components in red and green guaje seeds:
anthocyanins (mg anthocyanins-100 g' FW), flavo-
noids (mg quercetin equivalents-100 g* FW), total
phenols (mg gallic acid equivalents-100 g' FW), tan-
nins (mg catechin equivalents-100 g* FW.).“Different
letters between bars indicate significant difference
(Tukey, P < 0.05).
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tegen al organismo de enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Cartea et al., 2011). Las antocianinas
son un tipo de flavonoides presentes como pigmentos en al-
gunos frutos, flores, hojas y en la testa de algunas semillas
(Morales, 2011; Tsuda, 2012). Numerosos estudios sugieren
que estos metabolitos tienen un rango amplio de propieda-
des promotoras de salud como antioxidantes (secuestrado-
res de especies reactivas del oxigeno “radicales libres” pro-
ducidos por el estrés oxidativo en el organismo afectando
lipoproteinas, lipidos del plasma sanguineo y otras biomo-
léculas) (Prior y Wu, 2006; Tsuda, 2012; Pojer et al., 2013).

Cuantificacion de la capacidad inhibidora de radicales libres

En el Cuadro 3 se presenta la actividad antioxidante deter-
minada por tres métodos, los cuales demuestran que los ex-
tractos de las semillas de ambas especies de guaje poseen
porcentaje elevado de inhibicion de los radicales libres
(ABTS*, DMPD y DPPH)). En los tres métodos se observa-
ron diferencias significativas (P < 0.05) en la actividad anti-
oxidante de las dos especies de guaje.

El coeficiente de Pearson (r = 0.5) mostr6 una correlacién po-
sitiva entre las antocianinas (0.82), fenoles (0.93) y la actividad
antioxidante (método ABTS) en las semillas de guaje rojo; en
contraste, la actividad antioxidante en guaje verde se correla-
ciond con los contenidos de flavonoides (0.86) y los compues-
tos fenolicos (0.59). El alto contenido de compuestos fenolicos
encontrado en las semillas de guaje podria explicar la elevada
actividad antioxidante, lo cual coincide con Reynoso-Camacho
et al. (2006), quienes seiialan una elevada correlacion del conte-
nido de fenélicos con la actividad antioxidante en frijol.

El presente estudio podria considerarse una contribucion pre-
liminar al conocimiento de la calidad nutricia y antioxidante,
aun no documentada en diferentes especies de guaje, recurso
consumido ancestralmente por diferentes pueblos mesoame-
ricanos. Actualmente, el potencial del guaje es poco recono-
cido; sin embargo, aun forma parte de la identidad cultural y

food with notable functional properties (Duarte-Martino et
al., 2012). For this reason and based on the phytochemical
contents found, mainly red guaje seeds could also be consi-
dered as a functional economic food.

There is epidemiological evidence that shows that eating foods
rich in phenolics and flavonoids protects the body from cardio-
vascular and neurodegenerative diseases (Cartea et al., 2011).
Anthocyanins are a type of flavonoid present as pigments in
some fruits, flowers, leaves and in the seed coat of some seeds
(Morales, 2011; Tsuda, 2012). Numerous studies suggest that
these metabolites have a wide range of health-promoting pro-
perties as antioxidants (scavengers of oxygen-derived “free ra-
dicals” produced by oxidative stress in the body, which affects
lipoproteins, blood plasma lipids and other biomolecules)
(Prior and Wu, 2006; Tsuda, 2012; Pojer et al., 2013).

Quantification of the inhibitory capacity of free radicals

Table 3 presents the antioxidant activity determined by
three methods, which show that the extracts of the seeds
of both guaje species possess a high percentage inhibition
of free radicals (ABTS*, DMPD' and DPPH)). In all three
methods there were significant differences (P < 0.05) in the
antioxidant activity of the two guaje species.

The Pearson coefficient (r = 0.5) showed a positive corre-
lation between anthocyanins (0.82), phenols (0.93) and
antioxidant activity (ABTS method) in red guaje seeds; by
contrast, the antioxidant activity in green guaje was correla-
ted with the contents of flavonoids (0.86) and phenolic com-
pounds (0.59). The high content of phenolic compounds
found in guaje seeds could explain the high antioxidant ac-
tivity, which coincides with the findings of Reynoso-Cama-
cho et al. (2006), who indicate a high correlation between
phenolic content and antioxidant activity in common bean.

The present study is a preliminary contribution to the
knowledge of the nutritional and antioxidant quality of guaje,

CUADRO 3. Determinacion de la actividad antioxidante (AAO) por los métodos ABTS, DMPD y DPPH en los extractos vegetales de

las semillas de guaje rojo y verde.

TABLE 3. Determination of antioxidant activity (AOA) by the ABTS, DMPD and DPPH methods in the plant extracts of green and

red guaje seeds.

Leguminosa/ ABTS DMPD DPPH
Legume
AAO Inhibicién AAO Inhibicién AAO
(mg ET-100 g'p. )/ %) (mg EAG-100 g p. f)/ %) (mg EQ-100 g'p.f)/  Inhibicién (%)
(mg TE-100 g' FW) (mg GAE-100 g'FW) (mg QE-100 g'FW)
Guaje verde/ 565.77 + 1.3a* 97.22 £0.2a 265.48 £ 0.7a 95.92 £0.2a 140.47 £ 0.08a 94.32 £ 0.04a
Greenguaje
Guaje rojo/ 570.76 + 0.7b 98.11 +0.1b 267.54 + 0.2b 96.63 + 0.07b 135.27 £ 1.1b 91.7+0.6b

Red guaje

“Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas (P < 0.05). + Desviacion estandar de la media. mg ET: miligramos equivalentes de trolox, mg EAG: mg equivalentes de 4cido gilico, mg EQ: mg

equivalentes de quercetina. /

“Different letters between rows indicate significant differences (P < 0.05).+ Standard deviation of the mean. mg TE: miligram trolox equivalents, mg GAE: mg gallic acid equivalents, mg QE: mg quercetin

equivalents.
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gastronomica de algunos estados de la reptblica mexicana.
CONCLUSIONES

Las semillas de guaje rojo (L. esculenta) presentaron mayo-
res niveles de N, Mg, Mn, P y Zn, asi como de lipidos, que
las de guaje verde (L. leucocephala). Las semillas de guaje
rojo y verde presentaron niveles similares de proteina y fi-
bra cruda; las dos especies de Leucaena tienen mayor con-
tenido de fibra cruda que los reportados en frijol, sorgo,
haba y frijol de soya. Por otra parte, las concentraciones de
compuestos fenolicos, antocianinas y flavonoides fueron
mayores en guaje rojo, mientras que guaje verde presento
niveles mayores de taninos condensados. El alto contenido
de compuestos fenoélicos en las semillas de guaje de ambas
especies podria explicar la elevada actividad secuestradora
de radicales libres. Por lo anterior, el guaje es una especie de
consumo subvalorado de alto valor nutricional y funcional.
Las semillas de guaje rojo podrian considerarse un alimento
funcional por su calidad nutricional y el alto contenido de
componentes antioxidantes.
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