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| RESUMEN

En México, el estado de Sinaloa es el principal productor y exportador de
garbanzo, una de las leguminosas mas importantes en el mundo al ser una buena
fuente de carbohidratos, proteinas y compuestos bioactivos. Los fendlicos son uno
de los principales compuestos bioactivos en garbanzo, los cuales son sintetizados
normalmente en respuesta a diferentes tipos de estrés y actlan principalmente
como antioxidantes. Dentro de los beneficios a la salud de los compuestos
fendlicos asociados con su capacidad antioxidante se encuentran la actividad
antiinflamatoria, apoptotica, antienvejecimiento, proteccion vascular,
anticancerigena y antidiabética. Diversas investigaciones en garbanzo han
demostrado su actividad antioxidante pero existen pocos estudios que relacionen
esta actividad con componentes fendlicos especificos. Por ello, el objetivo del
presente trabajo fue identificar compuestos fendlicos asociados con la actividad
antioxidante de genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.). Se utilizaron 18
genotipos (9 desi y 9 kabuli), de los cuales se obtuvieron extractos metandlicos
gue fueron caracterizados en su contenido y perfil de compuestos fendlicos por
cromatografia de liquidos de alta resolucion con detectores de arreglo de diodos y
de espectrometria de masas; ademas se evalu6 su contenido de fendlicos totales,
asi como su actividad antioxidante in vitro mediante los métodos ABTS, DPPH y
FRAP. Los extractos metandlicos presentaron actividades antioxidantes promedio
de 353.4 y 1420.5 pumol ET/100 g por ABTS, 136.9 y 839.0 umol ET/100 g por
DPPH, 103.8 y 501.3 umol ET/100 g por FRAP para los garbanzos tipo kabuli y

desi, respectivamente. Su contenido de fendlicos totales varié de 27.1 a 49.3 mg



EAG/100 g para los kabuli y de 24.1 a 362.0 mg EAG/100 g para los desi. Se
observd una correlacién positiva entre el contenido de fendlicos totales y la
actividad antioxidante por DPPH (r=0.949, p<0.001), ABTS (r=0.928, p<0.001) y
FRAP (r=0.988, p<0.001). Se identificaron un total de 20 compuestos fendlicos en
los extractos metandlicos, observandose una amplia variabilidad en su contenido,
siendo los acidos fendlicos y los flavonoides los mas abundantes en los garbanzos
kabuli y desi, respectivamente. La actividad antioxidante de los genotipos de
garbanzo fue asociada principalmente con el contenido de los &cidos fendlicos
sinapico hexoésido y gélico, asi como de los flavonoides miricetina, quercetina,
catequina e isoramnetina. La suma de actividades antioxidantes obtenida para
estandares de estos compuestos evaluados a la concentracion del extracto
contribuyé con el 34.3%, 69.8%, and 47.0% de la actividad antioxidante del
extracto por ABTS, DPPH y FRAP, respectivamente. Tres genotipos con granos
negros (ICC 4418, ICC 6306, ICC 3761) mostraron la mayor actividad antioxidante
y contenido de flavonoides, mientras que los genotipos kabuli que mostraron los
valores mas altos de &cidos fendlicos fueron Surutato 77, Bco. Sin. 92 y Blanoro.
Estos genotipos representan una buena fuente de antioxidantes para el

mejoramiento de propiedades nutracéuticas en garbanzo.



ABSTRACT

In Mexico, the state of Sinaloa is the main producer and exporter of chickpea,
one of the most important legumes in the world because it is a good source of
carbohydrates, proteins and bioactive compounds. Phenolics are one of the main
bioactive compounds in chickpea, which are usually synthesized in response to
different types of stress and they act mainly as antioxidants. Some of the health
benefits of phenolic compounds associated with their antioxidant capacity include
anti-inflammatory, apoptotic, anti-aging, vascular protection, anticancer and
antidiabetic activity. Several investigations in chickpea have demonstrated its
antioxidant activity but there are few studies that relate this activity with specific
phenolic components. Therefore, the objective of the present work was to identify
phenolic compounds associated with the antioxidant activity of chickpea genotypes
(Cicer arietinum L.). Eighteen genotypes (9 desi and 9 kabuli) were used to
prepare methanol extracts. The extracts were characterized for phenolic content
and profiles by high resolution liquid chromatography coupled with diode array and
mass spectrometry detectors; they were also evaluated for their antioxidant activity
using the ABTS, DPPH and FRAP methods. The methanol extracts showed
average antioxidant activities of 353.4 and 1420.5 ymol TE/100 g by ABTS, 136.9
and 839.0 ymol TE/100 g by DPPH, 103.8 and 501.3 ymol TE/100 g by FRAP for
the kabuli and desi types, respectively. Total phenolics content ranged from 27.1 to
49.3 mg GAE/100 g for kabuli and 24.1 to 362.0 mg GAE/100 g for desi. A positive
correlation was observed between total phenolic content and antioxidant activity by

DPPH (r=0.949, p<0.001), ABTS (r=0.928, p<0.001) and FRAP (r=0.988, p<0.001).



A total of 20 phenolic compounds were identified in the methanol extracts, which
showed a wide variability among the genotypes; phenolic acids and flavonoids
were the most abundant compounds in kabuli and desi genotypes, respectively.
The antioxidant activity was mainly associated with the content of the phenolics
sinapic acid hexoside and gallic acid, as well as the flavonoids myricetin, quercetin,
catechin, and isorhamnetin. The sum of the AA obtained for standards of these
compounds evaluated at the concentration found in the extracts accounted for
34.3%, 69.8%, and 47.0% of the AA in the extract by ABTS, DPPH, and FRAP,
respectively. Three desi genotypes with black seeds (ICC 4418, ICC 6306, and
ICC 3761) showed the highest AA and flavonoids content, whereas the most
promising kabuli genotypes were Surutato 77, Bco. Sin. 92, and Blanoro that
showed the highest values of phenolic acids. These genotypes represent good

sources of antioxidants for the improvement of nutraceutical properties in chickpea.



[l INTRODUCCION

El cultivo de garbanzo (Cicer arietinum L.) es uno de los mas importantes a
nivel mundial con una produccion en el afio 2016 de 12,092,950 ton, de las cuales
México contribuyd con 121,567 ton ocupando el noveno lugar (FAOSTAT 2017).
Esta leguminosa posee un alto valor nutritivo en la dieta humana, ya que es una
buena fuente de carbohidratos, proteinas, acidos grasos insaturados, vitaminas y
minerales (Wood y Grusak 2007); ademas contiene compuestos bioactivos que
pueden ofrecer beneficios significativos a la salud a largo plazo (Aguilera y col
2011), entre los que se destacan los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas abundantes en las leguminosas y son considerados como
antioxidantes naturales (Duefias y col 2004). Estos compuestos reaccionan con
radicales libres cediéndoles un electron o proton, por lo que se oxidan y se
transforman en radicales libres débiles, con escasos o nulos efectos toxicos.

En leguminosas los principales compuestos fendlicos son los flavonoides,
acidos fendlicos y procianidinas (Zhao y col 2014), los cuales presentan varias
actividades biolégicas como lo son actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antimicrobiana (Singh y col 2017). Los genotipos de garbanzo presentan una gran
variacion en el contenido de fendlicos totales y actividad antioxidante, pero los
valores mas altos se han observado en genotipos tipo desi con granos pequefios y
de color oscuro comparado con los de tipo kabuli con granos grandes y de color
crema o blanco (Segev y col 2010; Heiras-Palazuelos y col 2013). Sin embargo,

pocos estudios han relacionado compuestos fendlicos individuales con la actividad



antioxidante en garbanzo. Sreerama y col (2010) determinaron la composicion de
fendlicos de las principales fracciones del grano en un garbanzo de la India y
encontraron la mayor proporciéon de los flavonoles miricetina, quercetina y
kaempferol en la testa, la cual también present6 la mayor actividad antioxidante.
Aguilera y col (2011) reportaron que las isoflavonas fueron los principales fendlicos
en dos garbanzos tipo kabuli y mostraron la mayor influencia en la actividad
antioxidante. Por otro lado, los &cidos hidroxibenzoicos, isoflavonoides vy
flavonoles fueron los principales fendlicos identificados en siete cultivares de
garbanzo de Egipto (Mekky y col 2015), mientras que en cinco genotipos kabuli de
Europa solo se detectaron acidos fendlicos (Magalhdes y col 2017).

El programa de mejoramiento de garbanzo del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha desarrollado con
éxito genotipos de garbanzo con granos extra grandes y altamente competitivos
en el mercado de exportacion (Valenzuela Herrera y col 2016). Sin embargo,
existe poca informacién acerca de la composicion de fendlicos y actividad
antioxidante del germoplasma de garbanzo de México, siendo Blanco Sinaloa 92
el anico genotipo investigado (Aguilera y col 2011). Por otro lado, los genotipos
desi son usados principalmente para la alimentacion animal en México a pesar de
su alto contenido de fendlicos y actividad antioxidante (Segev y col 2010; Heiras-
Palazuelos y col 2013). El objetivo del presente estudio fue identificar compuestos
fendlicos asociados con la actividad antioxidante de una seleccion de genotipos de

garbanzo tipo kabuli de INIFAP y desi del banco de germoplasma de ICRISAT.



Il REVISION DE LITERATURA

A GENERALIDADES DEL GARBANZO

1 Origen y aspectos botanicos

Alrededor de 11,000 afios atras los humanos domesticaron diversas especies
de plantas en el suroeste de Asia y las utilizaron para sus necesidades (Kerem y
col 2007). Se piensa que la agricultura se originé con un grupo de siete cultivos a
los que se les denomind “paquete de cultivos fundadores”, entre los cuales se
encuentra el garbanzo (Zohary y Hopf 2000), que fue domesticado en el “Fertile
Crescent” (Zona en el Medio Oriente que se extiende desde la costa oriental del
Mediterraneo hasta el Golfo Pérsico) junto con los otros cultivos fundadores como

trigo, cebada, chicharo y lenteja (Zohary y col 2012).

El garbanzo es originario del medio oriente, mas probablemente del area del
Sureste de Turquia y &reas cercanas a Siria, debido a que en estas regiones
existen diversas especies silvestres de Cicer, entre ellas Cicer reticulatum que es
considerado el progenitor del garbanzo cultivado, asi como su especie hermana
Cicer echinospermun, ademas de que estas tres especies de garbanzo comparten
las mismas caracteristicas morfolégicas y solo presentan pequefias diferencias, lo
cual ha sido comprobado mediante estudios genéticos (Ladizinsky y Adler 1976;
Singh 1997; Varma Penmetsa y col 2016). Existen registros arqueologicos
neoliticos en Siria donde se han encontrado semillas y fragmentos de Cicer
arietinum, los cuales indican que el cultivo de garbanzo ocurrié hace unos 10,000
afios a.c. y posteriormente se expandidé del medio oriente al sur de Asia hace

4,000 afos y a Etiopia hace 2,300 afios (Tano y Wilcox 2006; Redden y Berger



2007). Con la llegada de los espafioles a América se considera que Cristdbal
Colon introdujo el garbanzo a América en su segundo viaje, en Las Antillas donde
los espafioles realizaron los primeros cultivos para el establecimiento de dicha
leguminosa, con resultados poco alentadores debido a las condiciones y factores
climaticos desfavorables. Posteriormente fue traido a México encontrando un
potencial ecolégico favorable que permitié que se desarrollara con éxito (ASERCA

1997).

El garbanzo pertenece a la familia FABACEAE, subfamilia Papilionoides, tribu
Cicereae, género Cicer, del cual existen 43 especies reportadas, 9 anuales y 34
perennes (Taylor y Ford 2007; Singh y col 2008), siendo Cicer arietinum L. la Unica
especie domesticada y de importancia agronémica y econémica (Crispin y Lopez

1976).

La planta de garbanzo (Figura 1A) presenta una altura que va de 20 a 100 cm
y pueden crecer de forma erecta, semi-erecta, esparcida, semi-esparcida o
postrada. Su follaje esta cubierto con vellos glandulares que secretan fluidos
altamente acidos que contienen acido malico, oxalico y citrico, los cuales otorgan
a la planta tolerancia a insectos. Sus hojas son compuestas y estan alternadas de
11 a 19 foliolos y tienen forma oval-oblonga a eliptica con margenes dentados. Las
flores son auxiliares, solitarias o en inflorescencias de dos a tres, sus pétalos
estan veteados y pueden ser de color rosa, purpura, rojo, blanco o azul
dependiendo del genotipo (Figura 1B, 1C). Las vainas tienen una longitud que

oscila de 15 a 30 cm y contienen de 1 a 3 semillas las cuales varian en tamafo,



Figura 1. Partes aéreas de una planta de garbanzo. (A) Planta con vainas y flores.

(B) Flores de genotipos kabuli. (C) Flores de genotipos desi.



forma y color. Ademas, la planta de garbanzo posee un sistema de raices largas y
profundas las cuales presentan nédulos simbiéticos en los que se encuentran
bacterias Rhizobium capaces de fijar nitrdogeno atmosférico (Taylor y Ford 2007,

ICRISAT 2017).

2 Estructura del grano de garbanzo y sus genotipos

El grano de garbanzo estd constituido por una capa externa donde se
presentan varias estructuras: hilio, micrépilo y rafe (Figura 2). El hilio es una
cicatriz ovalada, que se sitta en la mitad de una orilla o filo del grano y que queda
cuando se separa del pedunculo de la vaina. El micrépilo es una pequefia abertura
en la cubierta del grano, a un lado del hilio, que es el lugar donde el tubo polinico
entra en el 6vulo. El rafe es una pequefna costilla al lado del hilio, opuesta al
micropilo y representa la base del pedunculo que en la madurez se encuentra
fundido con la cubierta seminal (Cubero 1987). Otros de los componentes del
grano de garbanzo son la testa y el embrién. La primera representa del 5-6% del
peso del grano seco, mientras que el embridn es la fraccién de mayor tamafio del
grano y estd compuesto de dos cotiledones unidos en su superficie y que

representan del 83-84% (Chavan y col 1989; Wood y col 2011).

La testa es la capa exterior del grano que cubre el embrién y actia como una
cubierta protectora, esta formada por una cuticula que cubre una pared de células

prismaticas contiguas llamadas células de empalizada dentro de las cuales se

10
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encuentran los pigmentos que dan color a la testa. La dureza o impermeabilidad
de la testa es causada por la contraccion de las paredes de estas células, las
cuales son gruesas, estan lignificadas y contienen polisacaridos de B-glucano, que

le dan rigidez (Wood y col 2011).

Los cotiledones estan compuestos de numerosas células parenquimatosas,
cuyo tamafio varia de 70 a 100 mm, las cuales estan unidas por la pared celular y
la lamina media, y ocasionalmente agregados vasculares compuestos por un gran
namero de células densamente empacadas. Cada cotiledon tiene una capa de
células epidérmicas, las cuales estan llenas de proteina y sus paredes periféricas
son gruesas, mientras que las células debajo de esta capa son de mayor tamafo,
contienen pequefos granulos de almidén y se encuentran rodeadas por una matriz
de proteinas. La estructura interna de los cotiledones esta compuesta por células
parenquimatosas que contienen numerosos granulos de almidon rodeados de

proteina (Stanley y Aguilera 1985; Wood y col 2011).

Existe una gran variacion dentro de los garbanzos cultivados, principalmente
en las caracteristicas de las semillas, las cuales reflejan las preferencias
culturales, tales como tamafio, forma, grosor de la testa y color del grano, y en
base a estas que el garbanzo cultivado es categorizado. El garbanzo se divide
tradicionalmente en dos tipos, desi y kabuli, basandose principalmente en las

caracteristicas de la semilla (Figura 3) (Varma Penmetsa y col 2016).

El garbanzo tipo desi es un grano mas pequefio en tamafo y peso (0.1-0.3 g),
colorido (amarrillo, rojo, café, negro, etc.), su testa es mas gruesa, y tiene forma

angular. Presenta flores y tallos pigmentados, con colores de pétales que van de
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Figura 3. Granos de genotipos de garbanzo. (A) Tipo desi; (B) Tipo kabuli.
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rosa a violeta y en menor frecuencia azul. Este tipo de garbanzo es originario de la
India y su cultivo en Asia del sur y Africa Sub-sahariana ha predominado
histéricamente. En México, es utilizado principalmente para la alimentacion animal,
mientras que en Asia y Africa es mayormente consumido como grano entero, en
distintos tipos de platilos como estofados, sopas/ensaladas o productos
tradicionales, fermentados, fritos, rostizados y endulzados (Chavan y col 1987;
Hirdyani 2014; Varma Penmetsa y col 2016).

Por otro lado, el garbanzo tipo kabuli es asociado con granos de color blanco o
crema, de mayor tamafo y peso (0.2-0.6 g), con forma redondeada y testas
delgadas. Sus flores son de color blanco, aunque pueden tener venas
pigmentadas. Este tipo de garbanzo es mayormente consumido como grano
entero en el oeste de Asia y regiones mediterraneas donde es comun (Wood y col

2011; Varma Penmetsa y col 2016).

Existe un tercer tipo de garbanzo el cual se le ha denominado “pea”’, este se
caracteriza por que sus semillas son de forma redondeada, casi esférica, su
tamafo va de pequefio a mediano y pueden ser de cualquier color desde el beige
claro al negro, incluyendo el verde. Este tipo de garbanzo se encuentra
representado en colecciones de germoplasma y es frecuente en programas de
mejoramiento, particularmente en los que se cruzan los tipos kabuli y desi, sin
embargo carece de importancia econdmica y es raro encontrarlo en el mercado
(ICRISAT 1980; IBPGR, ICRISAT y ICARDA 1993; Knights y col 2011; Sastry y col

2014).
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Se piensa que el garbanzo tipo desi se originé primero, debido a que en un
estudio en el que se analizaron mas de 23 poblaciones (>1000 individuos) de
Cicer anuales silvestres, C. reticulatum y su especie hermana C. echinospermun,
no se encontraron individuos con flores blancas; lo cual apoya la teoria de que el
tipo kabuli es producto de una mutacion y la seleccion de semillas y flores de color

blanco durante su domesticacion (Varma Penmetsa y col 2016).

3 Importancia econémica

En la actualidad el garbanzo se encuentra distribuido a través del mundo y es
cultivado en mas de 50 paises, principalmente en los paises en desarrollo, los
cuales contribuyen con mas del 90% de la produccion mundial que en el afio 2016
fue de 12,092,950 ton, colocando al garbanzo como la tercera leguminosa mas
producida a nivel mundial, después de la soya y el frijol. La India es el principal
pais productor con cerca del 65% de la produccion total, seguido por Australia y
Pakistan, mientras que Meéxico ocupa el noveno lugar con aproximadamente
121,567 ton en este mismo afio (Cuadro 1). Ademas, México es uno de los
principales paises exportadores de garbanzo ocupando el cuarto lugar a nivel

mundial después de Australia, India y Rusia (FAOSTAT 2017).

El garbanzo blanco es un cultivo importante en el Noroeste de México y se
siembra mayormente en los estados de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur,
destinandose principalmente a exportacion; Sonora y Sinaloa cultivan granos de
garbanzo de mas alta calidad, el cual se caracteriza por ser grande, blanco y

rugoso (Gémez 1990).
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Cuadro 1. Principales paises productores de garbanzo (2016).

Pais Produccion
(Ton)

India 7,818,984
Australia 874,593
Myanmar 559,390
Pakistan 517,107
Turquia 455,000
Etiopia 444,146
Rusia 319,908
Iran 177,493
México 121,567
Estados Unidos de América 107,542
Otros paises 697,220

Total 12,092,950

Fuente: FAOSTAT (2017)
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Cabe sefalar que el Noroeste de México es la zona productora mas
importante aportando un 75% de la produccién nacional, siendo Sinaloa el
principal estado productor con 51,601 ton en el afio 2016 (Cuadro 2) (SIAP-
SAGARPA 2017).

Debido a la importancia econémica del cultivo de garbanzo desde 1961 se
iniciaron trabajos para su mejoramiento genético, los cuales ha permitido liberar
variedades mejoradas obtenidas por seleccion individual, principalmente en
garbanzo blanco. Durante la segunda parte de la década de los setenta y primera
de los ochenta se obtuvieron variedades como Surutrato 77, Sonora 80 y Santo
Domingo 82, Tubatama 88, Mocorito 88, Blanco-Sinaloa 92, Hermosillo 93 y Pictic
93, las cuales ademas de tener alto rendimiento y calidad de grano, presentan un
buen nivel de resistencia al ataque del hongo Fusarium. Han sido tan exitosos los
programas de investigacibn y mejoramiento genético que se estima que
aproximadamente el 95% de la superficie nacional sembrada con garbanzo es de

variedades generadas en el pais (ASERCA 1997).

Con el trabajo de INIFAP en los ultimos afios se han liberado nuevas
variedades como Progreso 95, Jamu 96, Evora 98, Blanoro, Suprema 03 Costa
2004, Blanoro y Jumbo 2010. Estas variedades poseen una mayor resistencia
contra ataques de patdégenos y rabia, buen rendimiento, calibre y caracteristicas
gue facilitan posicionamiento y aceptacion en los distintos tipos de mercados

alrededor del mundo (Salinas y col 2008).
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Cuadro 2. Principales estados productores de garbanzo en México (2016).

Produccion
Estado
(ton)
Sinaloa 51,601
Sonora 35,348
Michoacan 17,771
Guanajuato 5,828
Baja California Sur 4,041
Otros estados 6,978
Total 121,567

Fuente: SIAP-SAGARPA (2017)
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B COMPOSICION QUIMICA Y COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL GARBANZO
1 Composicion quimica del grano

El garbanzo posee un alto valor nutritivo en la dieta humana, ya que es una
buena fuente de carbohidratos, proteinas, acidos grasos insaturados, minerales
(Ca, Fe, Cu, Zn, P, K, Mg) y vitaminas (niacina, tiamina, acido ascorbico) (Cuadro
3) (Ladizinsky 1995), esto lo hace un componente importante de las dietas de
individuos que no tiene los recursos para consumir proteina animal o son
vegetarianos. También posee varios compuestos bioactivos los cuales juegan
papeles metabolicos en la salud de quienes los consumen frecuentemente, como
la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Campos-Vega y col 2010;

Jukanti y col 2012).

a) Carbohidratos

Los carbohidratos representan los componentes mayoritarios del grano de
garbanzo y su contenido varia entre 50.6 y 70.9%, siendo el almidon el principal
componente. El contenido de almidén en el grano varia de 37.2 a 50.8%, mientras
gue el garbanzo descascarado contiene 55.3 a 58.1%. El contenido de amilosa
varia de 31.8 a 45.8% del total del almidon y el porcentaje restante es
amilopectina (Singh 1985; Chavan y col 1989). El almidén en garbanzo se puede
dividir en tres fracciones con base en su digestibilidad: almidén de rapida digestién
(19-24%), almidén de lenta digestion (41-47%) y almiddn resistente (33-35%); el

almiddn de lenta digestién provoca una entrada de glucosa al torrente sanguineo
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Cuadro 3. Composicion quimica del grano de garbanzo.

Tipo desi Tipo kabuli
Parametro
Min. Max. Min. Max.
Proteina® 16.70 30.67 12.60 29.00
Cenizas® 2.04 4.20 2.00 3.90
Lipidos® 2.90 7.42 3.40 8.83
Ac. Linoleico(18:2)d 45.95 61.50 16.40 70.40
Ac. Linolénico (18:3)° 2.16 4.80 0.30 3.30
Carbohidratos total® 50.64 64.90 54.27 70.90
Almidon® 32.00 56.30 30.00 57.20
Amilosa® 20.00 41.00 23.00 47.00
Azlcares solubles® 5.33 11.80 6.65 7.50
Azlcares totales® 2.20 10.70 5.50 10.85
Fibra cruda® 3.70 13.00 1.17 4.95
Fibra dietaria® 18.40 22.70 10.60 16.63
Vitaminas
Tiamina® - 0.48 - 0.59
Niacina® - 1.54 - 1.76
Vitamina E° - 0.82 0.82 13.70
Minerales
Calcio® 68.00 269.00 103.00 259.00
Magnesio® 107.40 168.00 119.00 167.00
Zinc® 2.20 20.00 2.00 5.40
Hierro® 3.00 9.80 3.00 9.80

2 pPorcentaje en base seca (%, bs); ° Porcentaje de almidén; ¢ mg/100g; ©
Porcentaje de aceite
Fuente: Wood y Grusak (2007)
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mas lenta, lo que provoca un bajo indice glicémico en comparacién con el almidén
de rapida digestion, mientras que la fraccion de almiddén resistente no puede ser
absorbida por el intestino y es fermentada en el colon (Miao y col 2009). El resto
de los carbohidratos del garbanzo estan constituidos por azlcares reductores y no
reductores (ribosa, glucosa, galactosa y fructosa), asi como fibra cruda que varia

de 4.8 a 9.3% (Singh 1985).

b) Proteinas

El contenido de proteinas varia de 16.7 a 30.7% en genotipos desiy de 12.6 a
29.0% en los tipo kabuli (Wood y Grusak 2007), valores que son de 2 a 3 veces
mayores que los de cereales. Las proteinas de reserva mas importantes en
garbanzo son las globulinas (solubles en soluciones salinas) representando un
57% de la proteina total, seguido de las glutelinas (solubles en acidos o bases)
qgue se encuentran en un 18%, las albuminas (solubles en agua, 12%) y las
prolaminas (solubles en alcohol, 3%) (Singh y Jambunathan 1982). Las globulinas
representan alrededor del 50% de las proteinas del grano y se componen de dos
grandes grupos, 11S (legumina) y 7S (vicilina) (Casey y col 1993). Las proteinas
11S son las principales globulinas, cuya estructura oligomérica esta formada de
seis subunidades de 56-60 kDa. Su peso molecular es de aproximadamente 320-
400 kDa (Casey y col 1993). Bajo condiciones de separacion desnaturalizantes
(SDS- PAGE), la subunidad individual da lugar a un polipéptido acido denominado
a y un basico llamado B, los cuales estan conectados por un enlace disulfuro

(Lasztity 1996; Sanchez-Vioque y col 1999). La proteina 7S es una proteina de
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reserva con peso molecular de 145-190 kDa (Casey y col 1993), cuya estructura y
conformacién ha sido menos estudiada que la 11S. También esta presente la
proteina 2S, la cual es una albumina con peso molecular de aproximadamente 20
kDa y se compone de dos polipéptidos de 10 y 12 kDa (Vioque y col 1999). Las
proteinas de garbanzo contienen -cantidades significativas de todos los
aminoacidos esenciales con excepcion de los que contienen azufre (metionina y
cisteina), por lo que estos son considerados como limitantes, aunque pueden
complementarse con el consumo de cereales (Zia-Ul-Haqg y col 2007; Hirdyani

2014).

c) Lipidos

El grano de garbanzo cuenta con un contenido relativamente alto de grasas en
comparacion con otras leguminosas (Pittaway 2006). Su contenido de lipidos se
encuentra en un rango de 2.90 a 7.42% en el garbanzo tipo desi y de 3.40 a
8.83% para tipo kabuli. Entre estos lipidos se encuentran acidos grasos
poliinsaturados, principalmente linoleico (omega-6), linolénico (omega-3) y oleico,
los cuales representan aproximadamente un 65% de los lipidos totales, estos
lipidos poliinsaturados son nutricionalmente esenciales para los seres humanos
debido a que no podemos sintetizarlos; por otro lado, el acido palmitico es el
principal 4cido graso saturado, lo cual es deseable para aplicaciones nutricionales
(Wood y Grusak 2007; Zia-Ul-Haq y col 2007). Los granos de garbanzo tipo desi
contienen 46-62% de &cido linoleico mientras que en los kabuli se presenta un

rango de 16-70%; el &cido linolénico varia de 2 a 5% y de 0.3 a 3% en desi y
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kabuli, respectivamente. En promedio, los kabuli tienen un mayor contenido de

acido oleico y los desi de acido linoleico (Jukanti y col 2012).

2 Compuestos bioactivos

Las plantas sintetizan un amplio rango de compuestos que son
tradicionalmente clasificados como metabolitos primarios y secundarios. Los
metabolitos primarios son compuestos que tienen papeles esenciales asociados
con la fotosintesis, respiracion, crecimiento y desarrollo; mientras que los
metabolitos secundarios son compuestos presentes en células especializadas que
no son directamente esenciales para el metabolismo fotosintético o respiratorio
béasico, pero se piensa que son requeridos para la supervivencia de la planta en el
ambiente (Cheynier y col 2013). Dentro de estos ultimos existen muchos
compuestos bioactivos o fitoquimicos, los cuales aunque no son nutritivos
desempefian funciones metabdlicas que pueden ofrecer beneficios significativos a
la salud a largo plazo (Aguilera y col 2011; Aguilar-Raymundo y Vélez-Ruiz 2013).
Prueba de ello es que el garbanzo ha sido utilizado en la medicina tradicional en
India para enfermedades como fiebre, bronquitis, para desordenes de la piel y la
sangre, como laxante, etc. (Tiwari y col 2013).

Los granos de leguminosas contienen una gran cantidad de compuestos
bioactivos, tal es el caso del garbanzo en el cual hay compuestos fendlicos,
carotenoides, tocoferoles, alcaloides, saponinas, taninos, esteroles, entre otros
(Rochfort y Panozzo 2007; Jukanti y col 2012). Algunos de estos compuestos

habian sido considerados como anti-nutrientes debido a su efecto en la calidad de
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la dieta (Campos-Vega y col 2010), pero la informacion generada en los dltimos
afios sugiere que la mayoria de ellos pueden ser benéficos para la salud del
consumidor si se utlizan adecuadamente, ayudando en la prevencién de
enfermedades (Xu y Chang 2009).

El acido fitico es uno de los compuestos bioactivos presentes en garbanzo,
este habia sido considerado como un anti-nutriente debido a su capacidad de
atrapar metales e impedir que sean absorbidos, pero también es considerado un
agente anti-cancerigeno y se ha sugerido como el responsable de la relacion entre
las dietas altas en fibra (ricas en acido fitico) y la baja incidencia de algunos tipos
de céncer (Campos-Vega y col 2010). En el caso de las saponinas, se ha
reportado que el garbanzo tiene un gran contenido de estos compuestos (25-56
mg/g), los cuales tienen varios beneficios a la salud debido a que forman
complejos que interactian con los acidos biliares y el colesterol, reduciendo el
colesterol en plasma y el riesgo de enfermedades cardiacas, ademas de tener
actividad anti-cancerigena, anti-hiperglicémica y estimuladora del sistema inmune,
protegiendo contra infecciones causadas por bacterias, hongos y virus (Rochfort y
Panozzo 2007; Wood y Grusak 2007; Campos-Vega y col 2010; Jukanti col 2012).
Los fitoesteroles estan involucrados en la reduccion de los niveles de lipoproteina
de baja densidad (LDL) en sangre al inhibir la absorcién de colesterol debido a la
similitud de sus estructuras (Jukanti y col 2012). Con respecto a los tocoferoles, se
han reportados contenidos de 8.7 a 11.3 mg/100 g de semilla siendo el mas
abundante el y-tocoferol seguido por el a-tocoferol y &-tocoferol (6.44-8.6, 1.76-
2.11, 0.47-0.6 mg/100 g, respectivamente) (Boschin y Arnoldi 2011). Los

tocoferoles son los antioxidantes mas importantes de la fase lipidica
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(Kalogeropoulos y col 2010), ya que poseen niveles importantes del principal
compuesto con actividad de vitamina E (a-tocoferol) y diversos estudios muestran
gue participa en la detoxificacion de diéxido de nitrégeno y sus especies reactivas,
ademas de proteger contra enfermedades cardiacas (Boschin y Arnoldi 2011).

En cuanto a los carotenoides, los cuales son pigmentos metabolizados por el
ser humano para producir vitamina A, se sabe que ayudan en la prevencion de la
deterioracion macular, protegen contra el dafio por luz ultravioleta y distintas
formas de cancer y tienen actividad antioxidante (Ashokkumar y col 2014, 2015).
Los carotenoides importantes presentes en garbanzo incluyen B-caroteno, luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina, licopeno y a-caroteno (Jukanti y col 2012). En un
estudio realizado por Ashokkumar y col (2015) con 121 accesiones de garbanzo,
observaron que las accesiones tipo desi presentaron en promedio una mayor
concentracion de carotenoides totales (18.9 mg/g) que las tipo kabuli (13.4 mg/g).
En lo referente a la concentracion media de violaxantina, luteina, zeaxantina, -
criptoxantina y B-caroteno, los valores encontrados fueron mas altos en los
garbanzos tipo desi que en los kabuli. Otros compuestos fitoquimicos muy
importantes en garbanzo son los compuestos fendlicos por lo que se describiran

con mayor detalle en la siguiente seccion.

C COMPUESTOS FENOLICOS
1 Estructuray biosintesis

Los compuestos fendlicos son considerados uno de los principales grupos de

fitoquimicos y se caracterizan por tener al menos un anillo aromético con uno o
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mas grupos hidroxilo. Quideau y col (2011) sefalaron que el término “fendlicos de
plantas” debe ser estrictamente usado para referirse a metabolitos secundarios
naturales derivados biogenéticamente de la ruta del shikimato/fenilpropanoides, la
cual provee fenilpropanoides directamente (Figura 4), o mediante la ruta del
policétido acetato/malonato, la cual produce fenoles simples, o bien de ambas
rutas.

Los fendlicos han sido categorizados en varias clases con base en la
estructura de su esqueleto: fenoles simples, benzoquinonas, acidos fendlicos,
aldehidos), Cg—C, (acetofenonas, acidos fenilacéticos), Ce¢—Csz (acidos
hidroxicinamicos, cumarinas, fenilpropanos y cromonas), Cs—C, (naftoquinonas),
Ce—C1—Cs (xantonas), Ce¢—C,—Ces (estilbenos, antraquinonas), Cg—C3—Cs
(flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides), (Ce—C3—Cg)2,3 (bi-, tri-, flavonoides,
dimeros y trimeros de proantocianidinas), (Cs—C3). (lignanos, neolignanos),
(Cs—C3)n (ligninas), (Ce)n (Catecol, melaninas, florotaninos), (Cs—C3—Csg), (taninos
condensados). Los fendlicos también pueden ser clasificados en dos grupos:
flavonoides y no flavonoides (acidos fenolicos) (Crozier y col 2006).

La generacién de acido fendlicos ocurre por medio de la aminacion reductiva
del acido fenilpiruvato para formar el aminoéacido fenilalanina, el cual puede sufrir
una desaminacion e hidroxilacion mediada por el citocromo P450 para tener
tirosina 0 acido cinamico y sus analogos hidroxilados. La pérdida de carbonos de
la cadena lateral es una ruta alternativa para la formacién de acido protocatecuico
y gélico. La hidroxilacién del precursor del &cido cinamico usualmente ocurre en la

posicidn para- seguido por una hidroxilacién secuencial en cada una de las
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coumaroyl:CoA-ligasa; HCT, hidroxicinamoil transferasa; C3H, p-cumarato-3-

hidroxilasa; CHS, chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; ANS, sintasa de
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Fuente: Cheynier y col (2013)
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posiciones meta-. Variaciones entre las especies gobiernan el grado de

hidroxilacion y metilacion (Morton y col 2000).

Los flavonoides se definen por su esqueleto basico (Figura 5), que consiste en
dos anillos aromaticos con seis atomos de carbono (anillo A y B) interconectados
por un heterociclo de tres atomos de carbono (anillo C), que resulta de la unién de
una molécula de p-cumaroil-CoA y tres moléculas de malonil-CoA. De acuerdo con
las modificaciones del anillo C central, los flavonoides se dividen en diferentes
clases estructurales como flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles
y antocianinas (Bovy y col 2007). La mayoria de los compuestos flavonoides son
acumulados como glicosidos, estos pueden ser unidos por medio de un enlace en
el oxigeno o carbono. Su clasificacion se basa en el nimero de posiciones en el
flavonoide, el nivel de glicosilacidon, el numero y los tipos de azucares involucrados
en la glicosilacion (Ghasemzageh y Ghasemzageh 2011). El sitio de glicosilaciéon
preferido en flavonoides es en la posicion 3 y en menor frecuencia en la posicion
7, siendo glucosa el residuo de azucar mas comuan, pero también se pueden
encontrar otros azucares como galactosa, ramnosa y xilosa (Rice-Evans y col
1996).

Los principales compuestos no flavonoides de importancia dietética son los
acidos fendlicos Cs-C1, sobretodo el &cido galico, que es precursor de los taninos
hidrolizables, los hidroxicinamatos Cg-C3 y sus derivados conjugados, asi como
los estilbenos Cg-C,-Cg (Crozier y col 2006).

El garbanzo contiene una cantidad significativa de isoflavonas, en forma de

agliconas o como diferentes tipos de glucésidos conjugados. Ademas, esta
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Antocianidina Flavan-3-ol

Flavanona

Figura 5. Estructuras genéricas de los principales flavonoides.

Fuente: Crozier y col (2006).
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leguminosa posee flavonoides como quercetina, kaempferol y miricetina y acidos
fendlicos como acido hidroxibenzoico e hidroxicinAmico. Estos metabolitos
secundarios poseen actividades antioxidantes, antiradicales y de poder reductor
(Amarowick y col 2009), las cuales podrian explicar algunos de los efectos
bioldgicos de dietas ricas en garbanzo. Duefias y col (2006) evaluaron el perfil de
compuestos fendlicos en testa y cotiledon de lenteja y chicharo oscuro,
encontrando  compuestos del tipo flavonoide, flavonas, flavanoles,
proantocianidinas y acidos fendlicos. Estos compuestos se pudieron identificar
tanto en testa, como en cotiledon de chicharo. Por otro lado, en la testa de lenteja
se pudieron identificar principalmente compuestos del tipo flavonoide, flavanoles,
flavonas y proantocianidinas, mientras que en cotiledon se encontraron &cidos

fendlicos y catequina.

2 Actividad bioldgica

Los principales compuestos fendlicos presentes en leguminosas son los
flavonoides, acidos fendlicos y procianidinas (Zhao y col 2014). Se ha reportado
gue estos poseen multiples actividades biologicas que proveen beneficios a la
salud, como son su actividad antioxidante, apoptdtica, anti-envejecimiento, anti-
diabética, anti-inflamatoria, anti-carcinogénica, vasolidatadora, proteccion
vascular, anti-bacterial, efectos estrogenicos, entre otras (Rice-Evans y col 1996;
Segev y col 2011). Se cree que los fendlicos trabajan sinérgicamente para

promover dichas actividades por medio de sus propiedades antioxidantes y su
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capacidad de inactivar y modular la actividad de varias enzimas como a-amilasa,

a-glucosidasa y lipasa (Sreerama y col 2012; Mojica y col 2015; Zhang y col 2015).

Mojica y col (2015) observaron que los compuestos fendlicos tienen un alto
potencial para inhibir enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y
reducir la disponibilidad de a-amilasa y a-glucosidasa, por lo que pudieran
contribuir a mejorar las complicaciones en la diabetes tipo 2. La inhibicion de estas
enzimas tiene como resultado una reduccion de la absorcion de glucosa y
disminucidén de la hiperglucemia postprandial, mientras que la inhibicion de la
enzima lipasa suprime y retrasa la digestion y absorcion de triglicéridos, lo cual es

clave en el control de hiperglicemia y obesidad (Zhang y col 2015).

Las isoflavonas son una clase de fitoestrogenos, las cuales han recibido una
considerable atencion debido a su potencial uso terapéutico. Estudios realizados
en décadas recientes han mostrado que los fitoestrogenos de isoflavonas tienen
efectos benéficos en la pérdida de hueso, crecimiento de vasos sanguineos,
algunos tipos de cancer, la enfermedad de Alzheimer (Ademiluyi y Oboh 2013).
Las isoflavonas extraidas de garbanzo, tanto de semilla como de germinado, se ha
reportado que tienen un efecto antiproliferativo en células de cancer de pecho,
causando su apoptosis y suprimen la diferenciacion de adipocitos, la acumulacién
de lipidos y estimulan la absorcion de glucosa por medio de la regulacion de la
expresion de genes, mejorando asi la secrecion y actividad de la insulina, lo cual
promueve una accion anti-diabética (Chen y col 2015; Gao y col 2015).

Adebamowo y col (2005) encontraron una asociacion inversa entre el consumo

de frijoles y lentejas, alimentos ricos en flavonoles, y el riesgo de contraer cancer
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de pecho; estos compuestos hipotéticamente reducen el riego de céncer por
medio de sus efectos en distintas rutas bioquimicas involucradas en

carcinogénesis.

Diversos ensayos in vivo han demostrado que las proantocianidinas, también
conocidas como taninos condensados, son compuestos biolégicos activos con
propiedades antiinflamatorias, antivirales, antibacteriana y antioxidantes

(Sreerama y col 2012).

3 Compuestos fendlicos identificados en garbanzo

En la literatura se han reportado una gran variedad de compuestos fendlicos
presentes en garbanzo (Cuadro 4). Xiao y col 2014 caracterizaron el perfil de
compuestos fendlicos en garbanzo por medio del uso de cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) y entre los compuestos identificados destacaron los acidos
shikimico, siringico y clorogénico y el flavonoide luteolina. Fratianni y col (2014)
analizaron el perfil de compuestos fenodlicos de dos cultivares de garbanzo,
Sassano y Calsevita, observando la presencia de acido galico, clorogénico,
cafeico, cumarico, ferdlico, catequina, epicatequina, rutina, luteolina y quercetina,
siendo catequina el compuesto mas abundante en ambos materiales. Por otro
lado, Magalhdes y col (2017) analizaron el perfil de compuestos fendlicos de seis
genotipos de garbanzo (5 kabuli y 1 desi), encontrando en todos acido p-
hidroxibenzoico y acido genistico, pero el acido siringico solo en el tipo desi. Otra

diferencia que observaron fue la presencia en el genotipo desi de flavonoides

32



Cuadro 4. Compuestos fendlicos identificados en garbanzo.

Grupo/Clase Compuesto

Concentracion

Referencias

Fendlicos Totales

Ac. fenélicos ]
Acido shikimico

Acido clorogénico
Acido siringico
Acido p-
Ccoumarico

Acido ferulico

Acido galico

Acido
hidroxibenzoico
Acido p-
hidroxibenzoico
Acido
dihidroxibenzoico
Acido vanilico

Acido cafeico
Acido
protocatecuico

Acido sinapico

1.5-6.8 mg EC/g (desi);
0.5-0.6 EC/g (kabuli)

0.5-1.5 mg EAG/g
(desi)

89.92 ug/g

4.62 -208.7 ug/g

62.6 - 1947 ugl/g

0.43 - 161.3 ug/g

0.9 - 262.5 pg/g

5.42 - 40.2 pg/g

10.5- 57 ug/g

6.01 - 13.39 pg/g

26 ug/g

80.8 - 82.3 pg/g

51.8 ug/g
117.9 - 358.9 pg/g

7.81 - 33.2 yg/g
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Segev y col (2010)

Heiras-Palazuelos y col
(2013)

Xiao y col (2014)

Sreerama y col (2010);
Fratianni y col (2014); Xiao
y col (2014)

Sreerama y col (2010);
Hithamani y Srinivasan
(2014); Xiao y col (2014)

Sreerama y col (2010);
Fratianni y col (2014); Xiao
y col (2014)

Sreerama y col (2010);
Fratianni y col (2014);
Hithamani y Srinivasan
(2014); Xiao y col (2014)

Sreerama y col (2010);
Fratianni y col (2014);
Hithamani y Srinivasan
(2014)

Sreerama y col (2010);
Hithamani y Srinivasan
(2014)

Aguileray col (2011)

Hithamani y Srinivasan
(2014)

Sreerama y col (2010);
Hithamani y Srinivasan
(2014)

Sreeramay col (2010)

Sreerama y col (2010);
Hithamani y Srinivasan
(2014)

Hithamani y Srinivasan
(2014); Sreerama y col
(2010)



Cuadro 4. Continuacion.

Isoflavonas

Biocanina A

Biocanina A
glucosida

Genisteina

Genisteina
Hexo6sida

Flavonoles

Rutina
Quercetina

Quercetina
hexdsida

Kaempferol

Kaempferol 3-O-
rutinosido

Miricetina

Flavanoles

Catequina
Epicatequina

Epigalocatequina

Galato de
epicatequina

Flavonas

Luteolina

19 - 846 pg/kg, bh
838 - 3080 g/100g

1016 ug/kg, bh

3.52-4.2 ug/g
13.26 ug/g

0.54 - 18 pg/g

0.37 - 160.61 ug/g

0.71 ug/g

18.11 -133.8 pg/g

0.60 ug/g

32.09 - 44 .3 pg/g

147.49 - 1507.6 ug/g

1.23 - 145.5 ugl/g

23.95 ug/g
16.79 ug/g

0.55 - 132 pg/g

Wu y col (2012); Konar y
col (2012); Mazur y col
(1998)

Konar y col (2012)

Xiao y col (2014)
Aguileray col (2011)

Aguileray col (2011); Xiao y
col (2014)

Xu y col (2009); Fratianni y
col (2014)

Aguilera y col (2011)

Xu y col (2009); Sreerama y
col (2010)

Aguileray col (2011)

Xu y col (2009); Sreerama y
col (2010)

Xu y col (2009); Fratianni y
col (2014)

Xu y col (2009); Fratianni y
col (2014)

Xu y col (2009)
Xu y col (2009)

Fratianni y col (2014);
Hithamani y Srinivasan
(2014); Xiao y col (2014);

EC: equivalentes de catequina.

humeda.

34

EAG: Equivalentes de acido galico. bh: base



glicosilados de luteolina, miricetina y quercetina, mientras que en los de tipo kabuli
no detectaron ningun flavonoide. Parmar y col (2016) analizaron dos variedades
de garbanzo (PBG 5 y BG 1053) y en ambos detectaron la presencia de acido
galico, protocatecuico, vanilico, feralico y sinapico, pero solamente en la variedad
PBG 5 detectaron &cido clorogénico y p-cumarico, mientras que solo en BG 1053
encontraron catequina.

Mekky y col (2015) caracterizaron un total de 140 compuestos en siete
cultivares de garbanzo tipo desi de Egipto, entre los cuales 22 compuestos fueron
confirmados con estandares y 88 fueron reportados por primera vez en garbanzo.
Los compuestos fueron clasificados como acidos fendlicos (acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos) y flavonoides. Los acidos hidroxibenzoicos
fueron la principal subclase en los siete cultivares estudiados, entre ellos los
acidos galico, vanillico y p-hidroxibenzoico confirmados con estandares, asi como
otros identificados por espectrometria de masas como derivados de acidos mono-,
di- y tri-hidroxibenzoico, O-metilados y/o conjugados con azucares y &acido
malonico. También observaron 13 acidos hidoxicinamicos que incluyeron acidos p-
cumarico, ferulico y sinapico, asi como algunos derivados glucésidicos. En cuanto
a los favonoides, los flavonoles fueron la principal subclase con un total de 29
compuestos, de los cuales kaempferol, kaempferol 3-O-B-D-glucopiranésido,
kaempferol 3-O-rutinosido, quercetina 3-O-B-D-glucopirandsido y rutina fueron
confirmados con estandares, y otros derivados de kaempferol y quercetina, como
la isorhamnetina y glucésidos y éteres de miricetina-O-metil también fueron
detectados. En la subclase de los isoflavonoides detectaron 12 isoflavonas y 2

isoflavononas, tales como genisteina, biocanina A, orobol y dos isémeros de
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dalpanina. Otros flavonoides identificados fueron naringenina, naringenina-7-O-g-
D-glucopiranésido, (-)-epicatequina, (+)-catequina, aromadendrina, apigenina y
sus derivados.

Los compuestos fendlicos no estan distribuidos de manera equitativa en el
grano de garbanzo. Sreerama y col (2010) identificaron en dicha leguminosa, 3
flavonoles (quercetina, kaempferol y miricetina), 2 isoflavonas (daidzeina y
genisteina), 5 derivados de acido benzoico (acido galico, acido protocatecuico, p-
hidroxibenzoico, vanillico y siringico) y 5 derivados de acido cinamico (acido
cafeico, clorogénico, feralico, sinapico y p-cumarico). Quercetina, kaempferol y
miricetina se encontraron distribuidas en toda la semilla pero su contenido fue
mayor en testa, mientras que los acidos cinamicos fueron los principales acidos
fenolicos en el cotiledon. También identificaron las antocianinas cianidina,

delfinidina y petunidina en testa, pero no se encontraron en el cotiledon.

D ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es el resultado de alteraciones en el balance
prooxidativo/antioxidativo celular (Blasiak y col 2014) y bajo esta condicion los
niveles celulares de radicales libres sobrepasan las capacidades antioxidantes de
la célula (Yan 2014). Un radical libre existe con uno o0 mas electrones
desapareados en los orbitales atbmicos o moleculares y en sistemas biologicos los
principales son las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lee y col 2004), dentro
de los cuales se incluyen los radicales hidroxilo (OHY), superdxido (Oy),

perhidroxido (HO"), asi como especies no radicales derivadas del oxigeno como
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peréxido de hidrégeno (H.0,) y oxigeno singulete (*O,) (Circu y Aw 2010). Otras
especies reactivas son las especies de nitrégeno como el éxido nitrico (NO),
diéxido nitrico (NOy) y peroxinitrito (OONQO) (Lee y col 2004). Estas especies son
generalmente inestables, altamente reactivas y toxicas causando dafio a
proteinas, lipidos, carbohidratos y al acido desoxirribonucleico (ADN), dando lugar
a la muerte celular.

La mitocondria es considerada la principal fuente de ROS vy radicales libres,
debido a que consume mas del 90% del oxigeno en organismos aerobios (Lee y
col 2004), del cual 1-2% es desviado para la formacion de ROS principalmente al
nivel del complejo | y Il de la cadena de respiracion. El O, generado por la
mitocondria es convertido a H,O, por la enzima superéxido dismutasa y después
en agua por las enzimas glutation peroxidasa y catalasa, pero el H,O, también
puede descomponerse para generar el radical OH" el cual es un fuerte oxidante y
altamente reactivo que puede extraer un atomo de hidrogeno de cualquier enlace
carbono-hidrogeno y oxidar el compuesto causando dafios significativo en

proteinas, lipidos y ADN (Lee y col 2004; Circu y Aw 2010; Faria y Persaud 2017).

Cabe sefalar que fuentes ambientales como la irradiacion ultravioleta (UV),
irradiacion ionizante y los contaminantes también producen ROS (Halliwell 1997),

las cuales también contribuyen al estrés oxidativo.

1 Efectos del estrés oxidativo sobre la salud

El estrés oxidativo es altamente dafiino para la salud ya que causa

modificaciones en lipidos, proteinas y ADN, ademas de activar factores de
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transcripcion que provocan inflamacion, fibrosis e hipertrofia (Faria y Persaud
2017). Se considera que el estrés oxidativo esta involucrado en la iniciacién y
desarrollo de varias condiciones y enfermedades, como inflamacién, cancer,
arterioesclerosis, envejecimiento, apoplejia, asma, artritis, dermatitis, dafio a la
retina, hepatitis, enfermedades cardiovasculares, entre otras (Lee y col 2004;

Ghasemzadeh y Ghasemzadeh 2011).

Como principal generador de ROS, la mitocondria es blanco de una alta
exposicion a estas especies con consecuencias como dafio oxidativo de su ADN,
lo cual se ha asociado con la muerte celular o apoptosis (Circu y Aw 2010). Estos
dafios causados por las ROS provocan fallas en la sintesis de proteinas en
organos importantes como las células B en el pancreas, lo cual disminuye la
secrecion de insulina, mientras que la glucosa en sangre aumenta y surge la
enfermedad de la diabetes (Wang y col 2016a).

La enfermedad cardiovascular diabética abarca una variedad de afecciones
cardiovasculares como miocardiopatia diabética, enfermedad coronaria e
insuficiencia cardiaca congestiva y se cree que el estrés oxidativo esta involucrado
en la patogénesis de todas estas afecciones (Faria y Persaud 2017).

El estrés oxidativo también se ha involucrado en las etapas iniciales y
desarrollo de enfermedades cronicas, por lo que su prevencidn constituye un
enfoque efectivo para evitar estos padecimientos. En este sentido, los compuestos
fendlicos han ganado interés debido a sus propiedades antioxidantes (Martin y

Ramos 2016)
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2 Mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo

La célula cuenta con sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para
combatir el estrés oxidativo. Dentro del sistema enzimatico se pueden mencionar
las enzimas superodxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, las cuales se
encargan de mantener el balance entre la generacién de ROS y su degradacion
(Lee y col 2004; Faria y Persaud 2017). Por otro lado, en el sistema no enzimatico
podemos encontrar sustancias liposolubles como la vitamina E, carotenoides y
tocoferoles, y las hidrosolubles como la vitamina C y los compuestos fendlicos, los

cuales ayudan a regular el balance de ROS como antioxidantes (Lee y col 2004).

Diversos estudios sefialan que los compuestos antioxidantes reaccionan con
radicales libres y les ceden un electron oxidandose y transformandose en
radicales libres débiles, con escasos o nulos efectos toxicos. La actividad de un
antioxidante estd determinada por su capacidad para donar hidrégenos y/o
electrones, el destino del radical derivado del antioxidante, su reactividad con otros
antioxidantes y su potencial para quelar metales de transicion, por lo que los poli-
fenoles poseen estructuras quimicas ideales para eliminar radicales libres (Rice-
Evans y col 1997). Por ello se ha sugerido que la provision de antioxidantes
exégenos puede ser terapéuticamente benéfica y se han realizado algunos
estudios en este sentido (Faria y Persaud 2017).

Las propiedades antioxidantes de los fendlicos y flavonoides estan mediadas
por los siguientes mecanismos: 1) eliminacion de ROS; 2) supresion de la

formacion de ROS inhibiendo algunas enzimas o quelando metales que participan
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en la produccion de ROS; 3) Regulacién o proteccion del sistema antioxidante

(Cotelle 2001).

3 Antioxidantes en los alimentos

El consumo de frutas y vegetales que contienen altas cantidades de
antioxidantes ha sido asociado con un buen balance entre radicales libres y
antioxidantes, lo que ayuda a disminuir el estrés oxidativo del cuerpo y reducir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer (Lee y col 2004). En los
alimentos existen diversos compuestos fitoquimicos que presentan actividad
antioxidante, como el fitoesterol y los tocoferoles, los cuales ofrece proteccién
contra la oxidacion de LDL, por lo que son considerados como componentes
importantes de la dieta para mantener una buena salud cardiaca y son
considerados como los antioxidantes lipidicos mas efectivos, ya que actiian como

secuestradores de radicales peroxido (Kalogeropulos y col 2010).

Otros antioxidantes de gran importancia son los compuestos fenélicos. Knekt y
col (1997) observaron una relacién inversa entre el consumo de flavonoides y la
incidencia de cancer de pulmoén, efecto que fue atribuido principalmente a la
quercetina. La quercetina es uno de los flavonoides que se ha demostrado posee
una excelente eficiencia en la eliminacién de radicales libres (Liu y col 2010).

Las frutas, vegetales, especias, hierbas, y bebidas como té y vino son
alimentos tipicos que contienen diversos nutracéuticos antioxidativos. Frutas como
arandanos, fresas y moras contienen grandes cantidades de compuestos fendlicos

como acidos benzoicos hidroxilados, acido cinamico y flavonoides (Lee y col
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2004). En leguminosas también se encuentran compuestos fendlicos y flavonoides
gue son considerados como antioxidantes naturales (Duefias y col 2004). Cabe
mencionar que los antioxidantes pueden actuar diferente con distintos radicales u
oxidantes debido a los multiples mecanismos involucrados (Marathe y col 2011),

por lo que es importante utilizar diferentes métodos para evaluar su actividad.

Duefias y col (2006) analizaron la actividad antioxidante en testa y cotiledon de
dos variedades de las leguminosas lenteja y chicharo oscuro, encontrando una
mayor actividad antioxidante en testa, la cual relacionaron con el contenido y tipos
de compuestos fendlicos (flavononas, flavanoles y proantocianidinas) presentes en
ella. Otros investigadores han encontrado una correlacion significativa entre los
taninos condensados y la actividad antioxidante en frijol (Ranilla y col 2007) debido

a que son capaces de eliminar el radical DPPH in vivo.

Aguilera y col (2011) reportaron valores de capacidad antioxidante de 27.8 y
16.4 pmol Equivalentes de Trolox (ET)/g en las variedades de garbanzo
Castellano y Sinaloa por el método de ORAC (Capacidad de Absorcién de
Radicales de Oxigeno), los cuales relacionaron con la presencia de compuestos
fendlicos como &cidos hidroxibenzoicos, flavonas, flavanonas e isoflavonas.
Heiras-Palazuelos y col (2013) reportaron valores de actividad antioxidante
(ORAC) de 50.1 a 57.6 umol ET/g en 5 genotipos de garbanzo tipo desi y de 44.4
pumol ET/g en un genotipo kabuli. Por otro lado, Marathe y col (2011) reportaron
rangos de actividad antioxidante para garbanzo de 4.1-7.4 umol ET/g por el

meétodo de Ensayo del poder de reduccion/antioxidante férrico (FRAP) y de 4.1-6.6
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umol ET/g por método de decoloracion del radical ABTS [2, 2'-Azinobis-(3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)].

Los compuestos fendlicos son considerados compuestos bioactivos naturales
de las plantas que aportan beneficios a la salud. En garbanzo, se ha reportado
gue el contenido de fendlicos totales presenta una correlacién positiva con la
actividad antioxidante (r=0.942; p=0.005) y antimutagénica (r=0.826; p=0.043)
(Garzén-Tiznado y col 2013), lo que sugiere que estos compuestos son los

principales responsables de ambas actividades.
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IV JUSTIFICACION

El garbanzo es una de las leguminosas de mayor importancia en la nutricién
humana ya que representa una buena fuente de proteinas, carbohidratos, fibra
dietaria, acidos grasos insaturados y compuestos fitoquimicos, entre los que
destacan los fendlicos. Sin embargo, el cultivo de garbanzo presenta diversos
problemas de tipo bidtico y abiético que afectan su rendimiento y calidad, por lo que
la mayoria de los estudios se han enfocado en atender principalmente caracteristicas
agronomicas desarrollando variedades con resistencia a enfermedades y mayores
rendimientos mediante esquemas de mejoramiento tradicional. En Sinaloa, el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) se
ha encargado de la introduccion y formacion de variedades de garbanzo con calidad
de exportacion, dejando de lado caracteristicas de calidad nutrimental y nutracéutica
importantes del grano, las cuales deberian tomarse en cuenta con la finalidad de
darle un valor agregado y expandir su mercado. Dentro de estas caracteristicas se
encuentra el contenido de fendlicos, compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante que protegen al organismo contra el dafio causado por agentes
oxidantes. En este sentido, existen pocos reportes en los que se identifiguen los
compuestos fenolicos presentes en los distintos genotipos de garbanzo y se evalue
su actividad antioxidante individual, por lo que en el presente trabajo se propuso
realizar la caracterizacion del perfil de compuestos fendlicos y su contribucién a la
actividad antioxidante de genotipos de garbanzo tipo kabuli del programa de

mejoramiento de INIFAP vy otros tipo desi de interés alimentario.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Identificar compuestos fendlicos asociados con la actividad antioxidante de

genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.).

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la actividad antioxidante in vitro de extractos metandlicos de 18

genotipos de garbanzo de interés alimentario.

2. Caracterizar el perfil de compuestos fendlicos de extractos metanolicos de los

genotipos de garbanzo estudiados.

3. Establecer asociaciones entre los compuestos fendlicos y la actividad

antioxidante de los genotipos de garbanzo.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron 18 genotipos de garbanzo, nueve tipo desi provenientes del Banco
Mundial de Germoplasma del Instituto Internacional de Investigacién de Cultivos para
Zonas Tropicales y Semiaridas (ICRISAT), y nueve tipo kabuli donados por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
(Cuadro 5). Estos materiales fueron cultivados bajo condiciones de riego en el
Campo Experimental del Valle de Culiacan (CEVACU) del INIFAP durante la
temporada 2015-2016. Se utiliz6 un disefio de blogues completamente aleatorio con
tres replicas. El suelo fue fertilizado antes de sembrar (90 Kg/ha N, 44 Kg/ha P) y el
promedio minimo y maximo de temperatura fue de 13.6 + 45y 29.0 + 3.2 °C,

respectivamente.

B METODOS

1 Obtencién de harinas
Los granos de garbanzo fueron procesados con un molino mezclador de bolas
modelo MM400 (Retsch, Haan, Alemania) y la harina se paso6 por una malla #60 para

obtener un tamafio de particula homogéneo de 250 pum.

2 Preparacién de extractos metandlicos

Se obtuvieron extractos metandlicos siguiendo la metodologia de Sreerama y col

(2010) con ligeras modificaciones. Se pesaron 0.75 g de harina y se mezclaron con
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Cuadro 5. Genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.).

Genotipo Color de grano Pais

Coleccion ICRISAT

ICC 6306 Negro Rusia
ICC 4418 Negro Iran
ICC 3761 Negro Irdn
ICC 3512 Café Iran
ICC 5383 Café India
ICC 13124 Café India
ICC 14872 Café India
ICC 5613 Verde India
ICC 3421 Beige Israel

Coleccion INIFAP

Blanco Sinaloa 92 Beige México
Jumbo 2010 Beige México
Blanoro Beige México
Suprema 03 Beige México
Progreso 95 Beige México
Hoga 340 Beige México
Hoga 021 Beige México
Surutato 77 Beige México
Santo Domingo 82 Beige México
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15 mL de metanol al 80 % (v/v), la mezcla fue homogenizada por 30 min en un
agitador orbital y luego fue sonicada por 30 min. Al extracto sonicado se le realizé
una hidrdlisis 4cida con 6 mL de HCI 2M. Posteriormente se sometié a calentamiento
en bafio Maria a 95 °C por 30 min. Transcurrido el tiempo se centrifugé a 3,214 g por
10 min. El sobrenadante se mezclé con 10 mL de hexano, se recuperd la fase
acuosa y se mezclé con 10 mL de acetato de etilo. Se recuperoé la fase de acetato de
etilo y se llevd a sequedad en un rotavapor. El residuo seco se resuspendié en 300
mL de metanol y se paso6 por un filtro de 0.45 um (PVDF membrane HPLC certified,

Pall, EUA). Los extractos fueron almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

3 Actividad Antioxidante
a ABTS

La actividad antioxidante por el método de decoloracion del radical ABTS [2, 2'-
Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], se determind segun lo descrito por
Re y col (1999) con algunas modificaciones. El radical catiénico ABTS" se produjo
mezclando 5 mL de soluciéon de ABTS 7 mM y 5 mL de solucién de persulfato de
potasio (K,;S,0g) 2.5 mM, seguido de almacenamiento en oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 h. Antes de su uso, esta solucion fue diluida con un
amortiguador de fosfatos (2.45 mM, pH 7.4) hasta tener una absorbancia de 0.70 +
0.02 a 734 nm en un espectrofotometro modelo BIOMATE 3S (Thermo Fisher
Scientific, Madison WI). Se mezclaron 7.5 yL mL de la muestra y 292.5 uL de la

solucion del radical ABTS, se incubé por 10 min a temperatura ambiente en
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oscuridad y se ley6 la absorbancia a 655 nm en un lector de microplaca modelo 680
(BIORAD, Hercules CA). La disminucion en el valor de la absorbancia fue medida a
734 nm después de 6 min. Se usé una solucién patrén de Trolox para la preparacion
de la curva de calibracién y la actividad antioxidante se expresé como micromoles

equivalentes de Trolox (umol ET) /100 g de harina de garbanzo.

b DPPH

La actividad antioxidante se evalué mediante el radical libre estable 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) usando el método de Brand-Williams y col (1995) con algunas
modificaciones. Se prepardé una solucibn metandlica del radical DPPH a una
concentracion de 1 mg/mL. El ensayo se realiz6 en microplaca en la cual se
mezclaron 20 pL del extracto (previamente diluido) y 180 uL del radical DPPH (150
KUM). Como blanco se utiliz6 una mezcla de 20 pL de metanol y 180 uL de radical. La
microplaca se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 min a 37 °C en
oscuridad y posteriormente se leyé la absorbancia a 550 nm en un lector de
microplaca modelo 680 (BIORAD, Hercules CA). Se construyé una curva de

calibracion de Trolox y los resultados fueron reportados como pmol ET/100 g.

¢ FRAP

La actividad antioxidante mediante el ensayo del poder de reduccién/antioxidante
férrico (FRAP) se determin6 de acuerdo al procedimiento descrito por Benzie y Strain

(1996). El reactivo FRAP se prepar6 con 10 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10
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mM en HCl 40 mM, 10 mL de FeCl3-6H,O 20 mM y 100 mL de amortiguador de
acetato de sodio 300 mM, pH 3.6. El reactivo FRAP se prepar6 el mismo dia, el
ensayo se realiz6 en microplaca en la cual se mezclaron 20 pL de muestra o metanol
(blanco) y 280 pL de reactivo de FRAP. Las muestras y el blanco se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min, seguido de la lectura de la absorbancia a 595
nm en un lector de microplaca modelo 680 (BIORAD, Hercules CA). Se construyo
una curva de calibracién de Trolox y los resultados fueron reportados como pmol

ET/100 g.

4 Contenido de fenélicos totales

Se determind mediante el método colorimétrico descrito por Singleton y col
(1999) con modificaciones. Primeramente se oxidaron 20 pL del extracto metandlico
con 220 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. Luego de 3 min de reposo, se adicionaron 60
ML de una solucion de carbonato de sodio al 7% (p/v) y se incubd por 90 min. Se
medié la absorbancia a 750 nm utilizando un espectrofotometro modelo BIOMATE
3S (Thermo Fisher Scientific, Madison WI). Para la cuantificacion se preparé una
curva utilizando acido galico como estandar. El contenido de fendlicos totales se
reporté como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG) por 100 g de

muestra en base seca (bs).
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5 Perfil de compuestos fendlicos
a Separacién e Identificacién

Para determinar el perfil de compuestos fendlicos se analizaron 10 uL del
extracto metandlico en un equipo de cromatografia liquida de ultra-alta resolucién
(UPLC) modelo ACCELA dotado con un detector de arreglo de diodos (DAD)
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Whaltman, EUA). La separacién se realiz6 en una
columna FORTIS C18 (50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies LTD., Cheshire,
Inglaterra). La fase maovil consistié de agua-acido férmico al 1 % (A) y acetonitrilo (B)
con una velocidad de flujo de 0.2 mL/min; se utilizd un gradiente lineal variando de
0.5 % a 40 % de B en 40 min y finalmente la columna fue reequilibrada con 100 % de
fase A durante 5 min. El tiempo total de corrida fue de 50 min. La deteccién se realiz6
a 280, 320 y 350 nm. La identificacion de compuestos fendlicos en la muestra se
realizd6 por comparacién de los tiempos de retencién y espectros UV de los picos
cromatograficos de las muestras y estandares comerciales (4cido galico, &cido p-
hidroxibenzoico, &cido siringico, catequina, miricetina, rutina, quercetina, genisteina,
kaempferol e isoramnetina). Ademas se corroboré su identidad con un espectrémetro
de masas LTQ-XL (Thermo Scientific, EUA) equipado con una fuente de ionizacion
con electroasperjado (ESI) operando en modo positivo/negativo con voltaje vy
temperatura del capilar de 35 V y 300°C, respectivamente. El andlisis de los datos
se llevo a cabo con ayuda del software Xcalibur version 2.2 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, EUA) en modo de escaneo completo utilizando una relacion
masal/carga (m/z) de 110 hasta 2000. Este analisis permiti6 conocer el peso

molecular y fragmentos generados de los compuestos analizados.
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b Cuantificacion

La cuantificacion de los compuestos fendlicos de los extractos metandlicos se
realiz6 por UPLC empleando curvas de calibracion obtenidas a partir de la
separacion de concentraciones conocidas (50-400 ug/mL) de estandares comerciales
de acido galico, acido p-hidroxibenzoico, vainillina, acido 2-hidroxicinamico, &cido
protocatecuico, acido siringico, acido p-cumarico y acido ferulico para los acidos
fendlicos y de miricetina, rutina, genisteina, catequina, quercetina, kaempferol e

isoramnetina para los flavonoides.

6 Asociaciéon de los compuestos fendlicos con la actividad antioxidante

Una vez obtenidos los perfiles de compuestos fendlicos se establecio su
asociacion con los datos de actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) mediante
un analisis de componentes principales (PCA). Finalmente, se evalud la actividad
antioxidante de los componentes quimicos mayoritarios a la misma concentracion
gue fueron encontrados en el extracto metandlico de un genotipo representativo (ICC
4418) para determinar su contribucién a dicha actividad y también se evaluaron a

concentraciones equimolares (50 uM) por los tres métodos (ABTS, DPPH, FRAP).

7 Andlisis estadistico
El analisis de datos se realiz6 utilizando un disefio bifactorial con bloques
completamente al azar empleando el programa STATGRAPHIC plus versién 5.1

(Statistical Graphics Corporation™, Rockville, Maryland, EUA). Se utilizé la prueba de
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Tukey con un nivel de significancia del 5 % para comparar las medias entre
garbanzos del mismo tipo. Para la comparacién entre los valores promedio de los
genotipos de garbanzo desi y kabuli se realizé una prueba t. Las relaciones entre los
genotipos de garbanzo se determinaron mediante un andlisis de componentes
principales (PCA) basandose en los datos de fendlicos y actividad antioxidante

usando el programa STATA version 11.1 (Stata Corp, College Station, Texas, USA).
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VIl RESULTADOS

A ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS DE

GARBANZO

La actividad antioxidante fue evaluada mediante tres métodos (ABTS, DPPH y
FRAP) ya que los compuestos fendlicos poseen distintos mecanismos para inactivar
radicales. En cada uno de los métodos se observé que los garbanzos estudiados
presentaron una amplia variabilidad en actividad antioxidante (Cuadro 6). Los valores
promedio en los garbanzos tipo desi fueron hasta seis veces mas altos que los
observados en los genotipos kabuli, lo cual corresponde con estudios previos donde
reportaron una mayor actividad antioxidante en garbanzos con granos pigmentados
comparado con genotipos de granos blanco o crema (Marathe y col 2011; Segev y

col 2010).

Los valores de actividad antioxidante obtenidos por ABTS en los garbanzos tipo
kabuli variaron de 278.3 (Jumbo 2010) a 413.1 pmol ET/100 g (Suprema 03), los
cuales son superiores al valor reportado por Han y Baik (2008) en el garbanzo tipo
kabuli cv. Dwelly (200 umol ET/100 g). La actividad antioxidante de los genotipos
desi vario de 325.9 (ICC 3421) a 2417.5 umol ET/100 g (ICC 4418) (Cuadro 6).
Marathe y col (2011) reportaron una actividad antioxidante por ABTS de 436 a 655
pumol ET/100 g para tres garbanzos tipo desi de India, los cuales caen dentro del
rango observado en el presente estudio para este tipo de garbanzo. El método de
ABTS es generalmente utilizado para determinar la actividad antioxidante de
moléculas que eliminan radicales por medio de la donacion de hidrégenos (protones)
y de antioxidantes de rompimiento de cadena (Leong y Shui 2002). Esto sugiere que
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Cuadro 6. Actividad antioxidante de extractos metandlicos de genotipos de

garbanzo.
Genotipo ABTS DPPH FRAP
(umol ET/100 g) (umol ET/100 g) (umol ET/100 g)
KABULI
Bco. Sin. 92 333.3+7.1% 159.1 + 5.4° 74.4 + 3.4°
Blanoro 346.1 + 4.2 93.2 +4.2° 80.7 + 3.0°
Hoga 021 412.6 + 16.22 140.2 + 4.6° 134.9 + 9.2°
Hoga 340 390.5 + 15.6% 242.8 +2.12 172.3+5.1°
Jumbo 2010 2783+ 1.1 732+ 1.4 459 + 2.1¢
Suprema 03 413.1 + 8.52 199.4 + 4.9° 159.5 + 10.52
Progreso 95 366.3 + 7.3 205.6 + 4.6° 133.7 + 7.9°
Sto. Domingo 82 325.4 +2.2% 38.8 + 2.99 485 + 3.7
Surutato 77 315.1 + 6.6° 83.7 +2.8° 84.6 +1.7°
Promedio 353.4° 136.9° 103.8°
DESI
ICC 3421 325.9+7.6' 51.8+ 2.7 40.7 + 0.99
ICC 6306 1928.7 + 105.1° 1216.4 + 3.2° 1082.7 + 10.9°
ICC 376 1480.6 + 32.9° 935.4 + 7.6¢ 517.1 + 7.3
ICC 4418 2417.5 + 213.12 1650.3 + 25.02 1181.4 + 20.4?
ICC 3512 1225.7 + 4.6° 899.8 + 3.7° 499.9 + 29.7¢
ICC 5383 1370.7 + 52.7% 569.5 + 12.49 244.9 + 10.4°
ICC 13124 1210.2 + 19.1° 332.9+14.4" 925+5.7
ICC 14872 1297.5 + 43.1% 7325+ 7.3 244.3 + 7.5°
ICC 5613 1527.7 + 43.1° 1162.7 + 4.2° 618.8 + 13.9°
Promedio 1420.5° 839.0° 501.3%

ET: Equivalentes de Trolox. Los resultados estan expresados en base seca. Letras
diferentes en una misma columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias
significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey. Letras
diferentes para los valores promedio de cada tipo indican diferencias significativas

(P<0.05) de acuerdo con una prueba t.
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los compuestos presentes en los extractos de los genotipos de garbanzo son
capaces de eliminar radicales libres por medio del mecanismo de donacién de
electrones/protones y son capaces de proteger matrices susceptibles a la
degradacion oxidativa causada por dichas especies reactivas (Zia-Ul-Haq y col

2008).

La actividad antioxidante por DPPH vari6 de 38.8 (Sto. Domingo 82) a 242.8 pmol
ET/100 g (Hoga 340) en los genotipos kabuli y de 51.8 (ICC 3421) a 1650.3 pumol
ET/100 g (ICC 4418) en los tipo desi. Han y Baik (2008) reportaron una actividad
antioxidante (DPPH) para el garbanzo kabuli cv. Dwelly de 47 pumol ET/100 g, valor
gue cae dentro del rango observado en este estudio para genotipos del mismo tipo.
Por otro lado, Zia-Ul-Haq y col (2008) reportaron valores de DPPH de 105 a 124
pumol ET/100 g para 4 garbanzos tipo desi de Paquistan, lo cuales son inferiores a los
observados en este estudio para los tipo desi. Marathe y col (2011) reportaron una
mayor actividad antioxidante por el método de DPPH en garbanzo tipo desi que en
tipo kabuli, lo cual corresponde con los resultados obtenidos en este estudio, ya que
con excepcién del genotipo ICC 3421 todos los genotipos tipo desi presentaron una

actividad antioxidante mayor que los tipo kabuli.

Con respecto al método de FRAP, la actividad antioxidante vari6é de 45.9 a 172.3
pumol ET/100 g para los genotipos kabuli (Cuadro 6). Este rango de valores
comprende los reportados por Segev y col (2010) en dos garbanzos del mismo tipo
(80 y 100 pmol ET/100 g). Los garbanzos tipo desi mostraron valores de 40.7 a

1181.4 umol ET/100 g, los cuales son similares a los reportados por Marathe y col
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(2011) (536.3 a 739.1 ymol ET/100 g) y por Segev y col (2010) (730 a 3110 pmol

ET/100 g) en genotipos de garbanzo tipo desi.

B CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS DE EXTRACTOS METANOLICOS

DE GARBANZO

1 Contenido de fendlicos totales

En el Cuadro 7 se muestra el contenido de fendlicos totales, donde se puede
observar una amplia variabilidad entre los 18 genotipos de garbanzo estudiados. El
contenido promedio de estos compuestos en los genotipos desi fue 4 veces mayor
gue el observado en los de tipo kabuli. Los valores de fendlicos totales variaron de
27.1 a 49.3 mg EAG/100 g en los garbanzos tipo kabuli, los cuales son similares a lo
reportados por Wang y col (2016b) (34.4 mg EAG/100 g) en un garbanzo del mismo
tipo. En los genotipos desi se observaron valores de 24.1 a 362.0 mg EAG/100 g, los
cuales corresponden con los reportados por Heiras-Palazuelos y col (2013) (123-151
mg EAG/100 g) y por Mekky y col (2015) (71-129 mg EAG/100 g) en garbanzos tipo
desi. Con excepcion de ICC 3421, los genotipos desi presentaron un mayor
contenido de fendlicos totales que los tipo kabuli, lo cual puede asociarse a una
mayor presencia de estos compuestos en la testa de garbanzos de color oscuro
(Magalhdes y col 2017; Segev y col 2010), tal es el caso del genotipo ICC 4418 que
presentd el mayor contenido de fendlicos totales, seguido de ICC 6306; ambos

genotipos son de color negro, mientras que ICC 3421 es de color crema.
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Cuadro 7. Contenido de fendlicos totales en los genotipos de garbanzo.

Fendlicos Totales

Genotipo
(mg EAG/100 g)
KABULI
Bco. Sin. 92 37.9+1.2°
Blanoro 30.7 £1.2°
Hoga 021 40.0 +1.3°
Hoga 340 49.3 +1.2°2
Jumbo 2010 27.1+1.3¢
Suprema 03 47.7 +1.3%
Progreso 95 44.2 +1.4°
Sto. Domingo 82 28.7 +1.1°
Surutato 77 38.3+1.8°
Promedio 38.2°
DESI
ICC 3421 24.1 +1.0°
ICC 3512 136.7 + 7.4¢
ICC 3761 173.4+1.1°
ICC 4418 362.0 + 8.9°
ICC 5383 100.2 + 3.6°
ICC 5613 161.3 +3.2°
ICC 6306 311.9+1.9°
ICC 13124 69.9+ 1.6'
ICC 14872 102.1 + 4.9°
Promedio 160.22

Los resultados estan expresados en base seca. Letras diferentes en una misma
columna para el mismo tipo de garbanzo indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Tukey. Letras diferentes para los
valores promedio de cada tipo indican diferencias significativas (P<0.05) de acuerdo

con una prueba t.
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Ademas, los genotipos desi presentan un mayor porcentaje de testa debido a su
menor tamafo de grano con respecto a los kabuli. En este sentido, Quintero-Soto
(2015) report6é una correlacion positiva entre el porcentaje de testa y el contenido de

fendlicos totales (r=0.74, p<0.001) en garbanzo.

En general, los garbanzos tipos desi presentaron un mayor contenido de
fendlicos totales y una mayor actividad antioxidante que los tipo kabuli, con
excepcion del genotipo ICC 3421, el cual mostré un comportamiento similar a los tipo
kabuli. Como ya se mencioné anteriormente, el tamafio del grano y color de la testa
pueden influenciar significativamente el contenido de fendlicos totales y por lo tanto,

la actividad antioxidante.

2 ldentificacion de compuestos fendlicos

La identificacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos
metanolicos se realizé por medio de la comparacién de los tiempos de retencion,
espectros UV-Visible, asi como con el peso molecular y fragmentos obtenidos
mediante el andlisis de espectrometria de masas (MS), los cuales fueron
comparados con datos obtenidos de estdndares comerciales y reportados en la

bibliografia.

En la Figura 6 se muestran cromatégramas representativos de los perfiles de
compuestos fendlicos obtenidos de los genotipos ICC 5383 y Hoga 340. El analisis
de UPLC-DAD mostro la presencia de 20 picos, los cuales fueron clasificados en dos

grupos de compuestos fenolicos de acuerdo con el espectro UV que presentaron,
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Figure 6. Separacion cromatografica (UPLC-DAD) de compuestos fendlicos de

extractos metanolicos de los genotipos ICC 5383

(A) y Hoga 340 (B). Los picos

fueron identificados como 1) acido sinapico hexdsido, 2) acido galico, 3) catequina

pentosa, 4) &cido dihidroxibenzoico, 5) catequina, 6) vainillina, 7) &cido p-

hidroxibenzoico, 8) &acido benzoico, 9) acido p-co

umarico, 10) é&cido ferdlico, 11)

miricetina-O-metil éter hexdsido deoxihexdsido pentosido, 12) miricetina-O-metil éter

hexdsido deoxihexdsido, 13) rutina, 14) miricetina, 15) genisteina hexdsida, 16)

isoramnetina 3-O-B-D-glucopiranosido, 17) quer

kaempferol, 20) isoramnetina. Se utiliz6 &cido 2-

interno (IS).
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uno de ellos es el grupo de los acidos fendlicos, el cual estd compuesto por
derivados del acido hidroxicinamico y acido hidroxibenzoico, y el otro de compuestos

que pertenecen al grupo de los flavonoides.

Los compuestos fendlicos presentan distintos espectros UV-visible con base en
su estructura (Figura 7). Los éacidos hidroxibenzoicos presentan el grupo benzoil
como su unico croméforo por lo que su espectro UV solo exhibe una banda en el
rango de 255-280 nm. La estructura de los acidos hidroxicinAmicos contiene un
sistema cinamoil, el cual es responsable de la banda | de absorcion (310-325 nm)

gue se observa en el espectro UV (Abad-Garcia y col 2009).

Los flavonoides muestran dos bandas de méaxima absorcion en el UV-Visible, una
en la regidon de 240 a 285 nm (banda Il) atribuida al anillo A, y la otra de 300 a 550
nm debida al anillo B (banda 1). De éstas, la banda | es mas util porque proporciona
informacion mas selectiva, ya que todos los flavonoides absorben en la region de
240-285 nm. Los flavanoles exhiben sélo absorcion de la banda Il de 269-279 nm
debido a la falta de conjugacién entre los anillos A y B; lo mismo se aplica a las
flavanonas, dihidroflavonoles e isoflavonas. Los flavonoles y las flavonas muestran
una absorcién de la banda | entre 300 y 380 nm (De Villiers y col 2016). Cabe
sefialar que un aumento en el nimero de grupos hidroxilo induce un desplazamiento
batocrémico, es decir entre mas grupos hidroxilo tenga la molécula la posicién de la
banda se moverd hacia arriba, mientras que la orto-metilacion y glicosilacion

producen un desplazamiento hipsocrémico (Rice-Evans y col 1996).
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Figura 7. Espectros UV-Visible caracteristicos de distintos tipos de compuestos

fendlicos. (A) Acido hidroxibenzoico. (B) Acido hidroxicinamico. (C) Flavonoide.
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Los iones moleculares y fragmentos generados durante la identificacién por MS
de los picos separados por UPLC en los extractos metandlicos de los genotipos de

garbanzo estudiados se muestran en el Cuadro 8.

En el pico 1 se observd un espectro UV con una Apax @ 254 y 318 nm, indicando
que es un derivado de &cido hidroxicindmico. Al analizarlo por MS se encontr6 un idn
molecular [M-H] con m/z = 385, y un fragmento con m/z = 223 que corresponde al
peso del &cido sinapico, mientras que la diferencia corresponde a la pérdida de una
molécula de hexosa [M-162-H], por lo que se identific6 como &cido sinapico
hexosido; los otros fragmentos importantes que se observaron tuvieron una m/z =
208, 191 y 179 y corresponden a la posterior pérdida de metil, agua y carbono,
respectivamente. Mekky y col (2015) reportaron la presencia de dos compuestos de

acido sinapico hexdésido en extractos de garbanzo de Egipto.

El pico 2 fue identificado como acido galico por comparacion de su tiempo de
retencion, espectro UV y patron de fragmentacion en MS con los de su estandar
comercial. El analisis de MS en modo negativo mostré un iébn molecular [M-H] de m/z
= 169 y dos fragmentos, uno de m/z = 125 que corresponde a la pérdida de una
molécula de CO, [M-44-H]. Este patron de fragmentacién fue reportado previamente
para acido galico por Mekky y col (2015) en garbanzo, Alshikh y col (2015) en lenteja

y Stanisavljevi¢ y col (2015) en chicharo.
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El pico 3 mostré un espectro UV con Ansx de 245 y 283, similares a las del
estandar de catequina pero con un tiempo de retencion diferente. Al analizarlo por
MS se observo un ién molecular [M-H]" con una m/z = 421 y un fragmento en el modo
negativo con m/z = 289, el cual coincide con el peso de la molécula de catequina,
mientras que la m/z que se perdié corresponde a restos de pentosil [M-132-H], por lo
que fue identificado como catequina pentosa. Se ha reportado la presencia de
distintos derivados glicosilados de catequina en leguminosas como chicharo y lenteja

(Amarowicz y col 2010; Stanisavljevi¢ y col 2015; Singh y col 2017).

En el pico 4 se observé un ion molecular [M-H] con m/z = 153, y al fragmentarse
aparecieron dos iones, uno con m/z = 137 que muestra la pérdida de un oxigeno [M-
O-H] y otro con m/z = 109, lo que sefiala la pérdida de un grupo CO, [M-44-H]. El
espectro UV y patron de fragmentacion concuerdan con lo reportado por Mekky y col
(2015) para éacido dihidroxibenzoico. Aguilera y col (2011) también identificaron un

fragmento con m/z = 153 como acido dihidroxibenzoico.

El compuesto del pico 5 fue identificado por comparacién de su tiempo de
retencion y espectro UV con el estandar de catequina. Al analizarse por MS aparecio
un ién molecular [M-H]" con m/z = 289, el cual corresponde al peso de la catequina y
un fragmento con m/z = 245 debido a la pérdida de CO, [M-44-H]. Alshikh (2015),
Mekky y col (2015) y Stanisavljevic y col (2015) reportaron patrones de

fragmentacion similares al observado en este estudio para catequina.

El pico 6 mostré6 un i6n [M-H]" con m/z = 151 que al romperse generd dos
fragmentos, uno con m/z = 125 debido al rompimiento del anillo [M-26-H] y otro con
m/z= 93 que muestra la posterior pérdida de un grupo metoxilo [M-26-31-H-H], lo
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cual con lo observado para el estandar de vainillina. Esto es similar a lo reportado por
Mojica y col (2015) quienes observaron la presencia de vainillina en distintas

variedades de frijol.

El pico 7 se identific6 como acido p-hidroxibenzoico con base en su tiempo de
retencion y espectro UV, y su identidad fue confirmada por comparacion de su patron
de fragmentacion con el estandar (Figura 8). Por MS se observé un ién molecular [M-
H]" con una m/z = 137 que corresponde al peso del acido p-hidroxibenzoico y su
fragmentacion mostré un ion de m/z = 93, que representa la pérdida de CO, [M-44-
H]" y concuerda con el patron de fragmentacion del estandar y el reportado por
Stanisavljevi¢ y col (2015) para acido p-hidroxibenzoico. Aguilera y col (2011)
observaron en dos variedades de garbanzo un i6on con m/z = 137 y lo identificaron

como &cido p-hidroxibenzoico.

En el pico 8 se encontré un ion molecular [M-H]" con m/z = 121 y un fragmento
con m/z = 77 debido a la pérdida del CO, [M-44-H] del grupo carboxilo, patron de
fragmentacion que coincide con el reportado por Mekky y col (2015) para acido

benzoico.

El pico 9 fue identificado por comparacién de su espectro UV, tiempo de
retencién y patron de fragmentacion los cuales coincidieron con los del estandar de
acido p-coumarico. El ion molecular [M-H] presentdé una m/z = 163 y un fragmento
con m/z = 119 por la pérdida de CO, [M-44-H]". Este patron de fragmentacion es
similar al reportado por otros autores para acido p-coumarico en garbanzo y otras
leguminosas (Duefias y col 2004; Amarowicz y col 2010; Alshikh y col 2015; Mekky y
col 2015 y Stanisavljevi¢ y col 2015).
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En el pico 10 aparecié un ién molecular con [M-H]" m/z = 355 que al romperse
generd un fragmento con m/z = 193 que corresponde al peso del acido ferdlico, la
m/z que desaparecid representa la pérdida de una molécula de hexosa [M-162-H],
por lo que se identific6 como &cido ferllico hexésido. La presencia de este
compuesto ha sido reportada previamente en garbanzo por Mekky y col (2015). Otros
investigadores han reportado un ion con m/z = 193 y los han identificado como acido
ferdlico en leguminosas (Duefias y col 2004; Amarowicz y col 2010; Alshikh y col

2015; Stanisavljevic y col 2015).

Los picos 11 y 12 mostraron espectros UV similares al estandar de miricetina,
pero con diferentes tiempos de retencion. En el pico 11 se observo un idbn molecular
[M-H] con m/z = 771, y entre los iones de sus fragmentos tenemos uno con m/z =
639 debido a la pérdida de un grupo pentosil [M-132-H] que posteriormente se rompe
dando iones con m/z = 330 que corresponden a la pérdida de una molécula de
hexosa y una deoxihexosa [M-308(162-146)-H] y el ibn con m/z = 316 muestra la
pérdida del grupo metil [M-308-15-H]" y corresponden al peso de la molécula de
miricetina, por lo que fue identificado como miricetina-O-metil éter hexdsido
deoxihexdsido pentosido. En el pico 12 aparecio un idbn molecular [M-H]" con m/z =
639, asi como dos fragmentos uno con m/z = 331 debido a la pérdida de dos
moléculas, una hexosa y una deoxihexosa [M-308(162-146)-H]’, y otro con m/z = 316
gue corresponde a la pérdida de un grupo metil [M-308-15-H]’, y concuerda con el
peso de la molécula de miricetina por lo que fue identificado como miricetina-O-metil
éter hexdsido deoxihexésido. Los patrones de fragmentacion de estos picos

concuerdan con los reportados por Mekky y col (2015) para estos compuestos.
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El compuesto del pico 13 fue identificado como rutina, el cual presentd un ion
molecular [M-H] con m/z = 609 que corresponde al peso de la molécula de rutina y al
romperse aparecieron dos fragmentos, uno de m/z = 301 correspondiente a
guercetina y representa la pérdida del disacarido rutinosa [M-308-H] y otro de m/z =
151 debido a la ruptura del disacarido. Este patron de fragmentacion concuerda con
el observado para el estdndar de rutina y es similar a lo reportado por Aguilera y col
(2011), Mekky y col (2015), y Stanisavljevi¢ y col (2015) para rutina en garbanzo y

chicharo.

El pico 14 fue identificado con base en su tiempo de retencion, espectro UV y
patron de fragmentacion. Por MS se observé un idn molecular [M-H] de m/z = 317
gue concuerda con el peso de la molécula de miricetina, y sus fragmentos tuvieron
m/z = 245 y 151 lo que corresponde con el patron de fragmentacion del estandar de

miricetina.

En el pico 15 se observé un ién molecular [M-H] con m/z = 431 que al romperse
gener6 un fragmento con m/z = 269 que corresponde a la pérdida de un residuo de
hexosa [M-162-H], y concuerda con el peso molecular de la genisteina, por lo que
fue identificado como genisteina hexdsida. Este compuesto fue previamente

reportado en garbanzo por Aguilera y col (2011).

En el pico 16 se observé un espectro UV similar al del flavonoide isoramnetina
pero con un tiempo de retencion diferente al del estandar. Al ser analizado por MS
(Figura 9) aparecio un ion molecular [M-H] con m/z = 477 que al romperse genero un

fragmento con m/z = 315, el cual corresponde a la pérdida de una hexosa [M-162-H]
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Figura 9. Patrén de fragmentacion de Isoramnetina 3-O-B-D-glucopiranésido.
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y concuerda con el peso de la isoramnetina. Los iones de m/z = 299 y 271 son
producto de la pérdida de un grupo metil y CO,, respectivamente, mientras que el ion
con m/z = 151 ocurre por la fragmentacion del anillo C. Mekky y col (2015) reportaron
este patron de fragmentacién para un derivado de la isoramnetina por lo que el pico

16 fue identificado como isoramnetina 3-O-B-D-glucopiranosido.

El pico 17 fue identificado por comparacion de su tiempo de retencién, espectro
UV y patron de fragmentacion. Por MS se observo un ion molecular [M-H] de m/z =
301, el cual corresponde al peso de la quercetina. Otros fragmentos importantes
observados tuvieron una m/z = 179 y 151, lo cual concuerda con los del estandar de

guercetina y lo previamente reportado por Mekky y col (2015) para quercetina.

El pico 18 se identificd una isoflavona con base en su espectro UV y se encontrd
un ion molecular [M-H] con m/z = 283, que al romperse forma el fragmento con m/z =
268 debido a que perdio un grupo metil [M-15-H]’, y otro con m/z = 253 por la pérdida
de un segundo grupo metil [M-15-15-H]. Aguilera y col (2011) reportaron igualmente
un i6n molecular con m/z = 283 y lo identificaron como biocanina A en dos

variedades de garbanzo.

El pico 19 fue identificado como kaempferol por comparacién de sus espectros
UV y tiempo de retencién. Su identidad fue comprobada por medio de su patron de
fragmentacion. En este pico aparecié un ion molecular [M-H]" con m/z = 285 y
fragmentos con m/z = 257, 229 y 216, los cuales concuerdan con el patrén de
fragmentacion de su estandar de kaempferol. La presencia de kaempferol y sus

derivados ha sido previamente reportada en garbanzo y otras leguminosas por
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distintos investigadores (Amarowicz y col 2010, Aguilera y col 2011, Alshikh y col

2015, Mekky y col 2015, Stanisavljevi¢ y col 2015).

El pico 20 se identifico con base en su tiempo de retencién, espectro UV y patron
de fragmentacion como isoramnetina y su identidad fue confirmada con su estandar.
En este pico aparecié un idn molecular [M-H] con m/z = 315 que al fragmentarse
genero un ion de m/z = 300 que corresponde a la pérdida de un grupo metil [M-15-H]

y concuerda con el peso de un residuo de quercetina.

De los 20 compuestos fendlicos que fueron identificados, 40% son de tipo acido
fendlico y 60% son tipo flavonoide. Esto concuerda con lo reportado por Mekky y col
(2015) quienes también observaron un mayor numero de compuestos de tipo
flavonoide (56%) que de tipo acido fendlico (44%) en siete genotipos de garbanzo de

Egipto.

3 Cuantificacion de compuestos fendlicos identificados

a Acidos fendlicos

En el Cuadro 9 se muestra el contenido de compuestos tipo acido fendlico
identificados en los extractos metandlicos de los garbanzos estudiados. Dentro de
estos los mas abundantes en ambos tipos de garbanzo fueron &acido sinapico

hexosido, seguido por acido galico y acido dihidroxibenzoico.

El acido sinapico hexésido se encontré en todos los genotipos y su contenido

vario de 37.5 a 402.6 pg/g en los de tipo kabuli y de 41.3 a 243.8 ug/g para los desi.
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Estos valores son mayores a los reportados por Parmar y col (2016) para acido
sindpico en las variedades de garbanzo PBG 5 y BG1053 (20 y 40 ug/qg,

respectivamente).

El acido dihidroxibenzoico solo se encontré en 4 genotipos kabuli (Blanco Sinaloa
92, Blanoro, Hoga 340 y Suprema 03) y su contenido varié de 1.9 a 2.9 ug/g,
mientras que en los de tipo desi se encontré en 5 genotipos con valores de 1.9 a 7.2
Hg/g. Estos valores caen dentro del rango reportado por Aguilera y col (2011) para

las variedades de garbanzo Sinaloa (0.44 ug/g) y Castellano (13.39 ug/g).

La vainillina se identificé en todos los genotipos kabuli y su contenido varié de
0.40 a 0.96 ug/g, mientras que en los desi se encontré en todos los genotipos con

excepcion del ICC 3421, con valores de 0.43 a 1.96 ug/g.

El acido p-hidroxibenzoico se encontré en todos los genotipos, con rangos de
valores de 4.8-85.8 ug/g y 1.6-56.6 pg/g en kabuli y desi, respectivamente. Aguilera
y col (2011) reportaron un contenido de 6.01 pg/g para este acido en garbanzo cv.
Sinaloa pero no lo detectaron en el cultivar Castellano. El acido benzoico se detecto
en cuatro de los genotipos kabuli (Blanoro, Hoga 021, Jumbo 2010 y Surutato 77)
con valores de 2.4 a 3.7 ug/g y en tres genotipos desi (ICC 4418, ICC 5383 y ICC

6306) donde vari6 de 2.6 a 15.7 pg/g.

El acido p-coumarico solamente se encontrd en los genotipos kabuli Hoga 021 y
Hoga 340 (4.1 y 2.1 pg/g, respectivamente) y en el desi ICC 13124 (0.91 ug/g).

Stanisavljevi¢ y col (2015) reportaron un contenido de acido p-coumérico de 2.14 a
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3.23 ug/g en la testa de cuatro variedades de chicharo, los cuales caen dentro del

rango observado en el presente estudio.

El contenido de acido ferulico hexdsido en los genotipos tipo kabuli varié de 1.3 a
9.7 ug/g y en los desi de 0.8 a 7.4 ug/g, con excepcion del genotipo ICC 3421 en
donde no se detectd. Estos valores son inferiores al reportado por Kalogeropoulos y
col (2010) para acido ferulico en garbanzo (125.7 ug/g), pero son similares a los
reportados por Alshikh y col (2015) para este acido en seis variedades de lentejas

(0.30 a 2.82 pg/g).

b Flavonoides

En el Cuadro 10 se muestra la cuantificacion de los flavonoides identificados, que
incluyen flavonoles, isoflavonas y flavan-3-ols, los cuales presentaron una amplia
variabilidad entre los materiales analizados, siendo catequina y catequina pentosa

los Unicos presentes en todos los genotipos.

Los contenidos de catequina y catequina pentosa variaron de 4.7 a 92.4 ug/g y
13.3 a 100.1 pg/g en los genotipos kabuli, y de 5.5 a 72.2 ug/g y 4.7 a 92.4 ug/g en
los desi, respectivamente. Estos valores son inferiores a lo observado por Parmar y
col (2016) en el genotipo de garbanzo BG 1053 (280 pg/g), pero son similares a lo

observado por Alshikh y col (2015) en lentejas.
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El flavonol miricetina se encontré en 4 genotipos kabuli (Blanoro, Hoga 021, Hoga
340 y Progreso 95) con valores de 0.9 a 2.1 ug/g, y en los genotipos desi (con
excepcion del ICC 3221) cuyo contenido varié de 5.2 a 21.9 ug/g. Por otro lado, los

dos derivados de miricetina solo estuvieron presentes en algunos genotipos kabuli.

El flavonoide rutina se encontré en tres genotipos kabuli (Blanoro, Hoga 021 y
Hoga 340) con contenidos de 0.26, 0.62 y 0.66 pg/g, respectivamente. Aguilera col
(2011) reportaron un contenido de rutina de 0.52 ug/g para garbanzo variedad
Castellano, pero no lo detectaron en la variedad Sinaloa. Fratianni y col (2014) y
Wang y col (2016b) no detectaron rutina en garbanzo pero si en otras leguminosas

como lenteja y frijol negro.

La isoflavona genisteina hexdsida se encontr6 en cuatro genotipos kabuli
(Blanoro, Hoga 021, Hoga 340 y Progreso 95) en los que varié de 0.4 a 1.8 ug/qg,
mientras que en los materiales tipo desi se encontré en 6 genotipos con valores de
1.3 a 8.2 ug/g, los cuales son cercanos a lo reportado por Aguilera y col (2011) en

garbanzo cv. Castellano (13.26 pg/g).

El flavonol quercetina se detectd en todos los genotipos desi con excepcion de
ICC 3421, con valores de 4.8 a 14.5 ug/g, mientras que en los tipo kabuli solo se
detect6 en Hoga 340 (0.5 pg/g) y su valor fue similar al reportado por Aguilera y col
(2011) para un derivado de quercetina (0.52 pg/g) en garbanzo Sinaloa. Estos
resultados corresponden con lo observado por Magalhdes y col (2017) quienes

detectaron derivados de quercetina en un genotipo desi pero no en genotipos kabuli.
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La isoflavona biocanina A fue detectada en todos los genotipos kabuli y su
contenido varié de 0.6 a 8.1 ug/g, mientras que en los desi solo se encontré en 5
genotipos cuyos contenidos oscilaron de 1.9 a 12.9 pg/g. Estos valores son cercanos

al reportado por Aguilera y col (2011) en garbanzo cv. Castellano (16.14 ug/g).

El compuesto kaempferol se detectdé en 5 genotipos kabuli (Blanco Sinaloa 92,
Blanoro, Hoga 021, Hoga 340 y Progreso 95) en los que su contenido vari6 de 0.38 a
0.72 ug/g, valores similares al reportado por Aguilera y col (2011) para un derivado
de kaempferol en garbanzo variedad Sinaloa (0.60 ug/g). En cuanto a los garbanzos
desi, el kaempferol se detectdé en todos los genotipos y su concentracion vario de
0.34 a 5.50 ug/g, valores similares a los reportados por Stanisavljevic¢ y col (2015) en

la testa de cuatro variedades de chicharo (3.77 — 6.49 ug/qg).

Isoramnetina se detectd en casi todos los genotipos (con excepcion del ICC
3421) en los que vario de 12.3 a 26.2 pg/g, mientras que en los kabuli solo se detect6
en el genotipo Progreso 95 (7.9 ug/g). Su derivado isoramnetina 3-O-8-D-
glucopiranésido fue identificado en 4 genotipos kabuli (Blanoro, Hoga 021, Hoga 340
y Progreso 95) con contenidos de 1.58 a 3.02 pg/g, pero no fue detectado en los

genotipos desi.

En promedio, los garbanzos kabuli presentaron un mayor contenido de
compuestos tipo acido fendlico que los desi con 379.7 y 267.4 ug/g, respectivamente.
Esto corresponde con lo reportado por Sreerama y col (2010) quienes observaron un
mayor contenido de acidos fendlicos en los cotiledones de garbanzo. Los garbanzos
tipo kabuli presentan granos de mayor tamafio que los tipo desi, por lo que su
cotileddn es mas grande y por lo tanto, es de esperarse que estos genotipos
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presenten un mayor contenido de acidos fendlicos que los desi. Lo opuesto se
observo en el caso de los flavonoides, ya que los garbanzos tipo desi presentaron un
mayor contenido que los kabuli, con 139.6 y 95.5 ug/g, respectivamente. Esto se
puede atribuir a que los flavonoides son los principales responsables del color de la
testa en los genotipos tipo desi, los cuales ademas poseen un tamafio de grano

pequefio y un mayor porcentaje de testa.

Las diferencias cuali y cuantitativas encontradas con respecto a lo reportado en
garbanzo en estudios previos, pueden ser atribuidas a diferencias en la base
genética, en las condiciones de cultivo y en los métodos de extraccion. No obstante,
la gran variabilidad de fendlicos observadas en los materiales estudiados refleja su
amplia diversidad genética y sugiere que representan una buena fuente de

antioxidantes para el mejoramiento de garbanzo.

C ASOCIACION ENTRE COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE

Al contrastar el contenido de fendlicos totales con las actividades antioxidantes
de cada uno de los métodos evaluados observaron correlaciones positivas altamente
significativas: DPPH (r=0.949, p<0.001), ABTS (r=0.928, p<0.001) y FRAP (r=0.988,
p<0.001). Esto concuerda con las correlaciones reportadas previamente por Zhao y
col (2014) para DPPH (r=0.830, p<0.01), Han y Baik (2008) para ABTS (r=0.934,
p<0.01) y Segev y col (2010) para FRAP (r=0.820, P<0.01) en garbanzo y sugiere

gue los fendlicos son los principales compuestos responsables de la actividad
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antioxidante en los extractos metandlicos. EI método de FRAP mostro la correlacion
positiva mas elevada con el contenido de fendlicos, lo cual puede deberse a que el
método para la cuantificacion de fendlicos totales consiste en una reaccion de éxido-

reduccion.

El analisis de componentes principales (PCA) mostré las similitudes y diferencias
entre los genotipos de garbanzo (Figura 10). Dos componentes explicaron el 89.66%
de la variacién total observada en el contenido de fendlicos y la actividad
antioxidante. El primer componente (PC1, 57.16%) fue asociado con la actividad
antioxidante, fendlicos totales, flavonoles e isoflavonas, mientras que el segundo con
los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos y flavan-3-oles (PC2, 32.5%). Todos
los genotipos desi con semillas coloreadas estuvieron en el plano positivo de PC1, lo
gue corresponde con sus valores mas altos de actividad antioxidante y contenido de
flavonoides. Por el contrario, los genotipos kabuli de color claro y un genotipo desi
(ICC 3421) estuvieron en el plano negativo de PC1. Basado en este analisis, los
mejores genotipos de garbanzo fueron ICC 4418, ICC 6306 e ICC 3761, los cuales
se localizaron en el cuadrante positivo de ambos componentes principales; estos
genotipos con granos de color negro mostraron las mayores actividades
antioxidantes y contenido de isoflavonas y flavonoles. Algunos genotipos con granos
de color claro (i.e. Surutato 77, Bco. Sin. 92, y Blanoro) también fueron prometedores
debido a que mostraron los mayores valores de &cidos hidroxibenzoicos e

hidroxicinamicos y flavan-3-oles.
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Figura 10. Andlisis de componentes principales de 18 genotipos de garbanzo usando
la actividad antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP) y el contenido de &cidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, flavan-3-oles, isoflavonas y flavonoles. Kabuli

(circulos negros) y desi (circulos blancos).
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Se seleccionaron como compuestos fendlicos mayoritarios al acido sinapico
(aglicona de sinapico hexdsido), acido galico, isoramnetina, catequina, miricetina y
quercetina, los cuales representan el 70.1% de la suma de las concentraciones
molares de todos los compuestos identificados en el extracto (Cuadros 9 y 10). En
este sentido, primeramente fueron evaluados a la misma concentracion a la que se
encontraron en el extracto del genotipo ICC 4418 para determinar su contribucién a
la actividad antioxidante (Cuadro 11). El estandar de &cido galico (531.6 pmol/L)
mostré la mayor actividad antioxidante por el método de ABTS y FRAP, mientras que
miricetina (64.3 umol/L) y quercetina (44.5 pumol/L) mostraron los valores mas bajos;
la actividad antioxidante de estos compuestos concuerda con su concentracion en el
extracto. Asumiendo un efecto aditivo, la suma de las actividades individuales
represento el 34.3%, 69.8%, y 47.0% de la actividad antioxidante evaluada en los
extractos por los métodos de ABTS, DPPH, y FRAP, respectivamente. Este resultado
podria deberse a que otros compuestos fendlicos minoritarios en el extracto
contribuyen de manera importante a la actividad antioxidante, asi como a la
existencia de interacciones entre los compuestos fendlicos que afectan la actividad

antioxidante total.

La actividad antioxidante también fue evaluada usando concentraciones
equimolares (50 umol/L) de cada compuesto (Cuadro 11). Bajo estas condiciones, el
orden de la actividad antioxidante fue isoramnetina> quercetina> acido gélico>
miricetina> catequina> acido sinapico para ABTS, &cido sindpico> acido galico>
guercetina> miricetina> catequina> isoramnetina para DPPH, y acido galico>

guercetina> isoramnetina> miricetina> catequina> &cido sinapico por FRAP.
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Zhang y col (2011) evaluaron la actividad antioxidante de distintos flavonoides con

los mismos ensayos y encontraron resultados similares.

La inactivacion directa de radicales por compuestos antioxidantes ha sido
asociada principalmente con dos mecanismos, transferencia de atomos de hidrogeno
y transferencia de electrones. Estos mecanismos también pueden ocurrir de manera
paralela o secuencial, y el dominante sera determinado principalmente por la
estructura (Figura 11) y propiedades del antioxidante (Prior y col 2005). En
flavonoides la presencia del grupo orto-dihidroxi (catecol) en el anillo B parece ser
esencial para una alta actividad, mientras que la presencia de la molécula pirogalol o
el grupo metoxilo en una posicién inmediata a un hidroxilo disminuye la actividad
antioxidante (Zhang y col 2011). Esto corresponde con el orden de actividad
antioxidante observado para los flavonoides por DPPH (Cuadro 11). Otras
estructuras que contribuyen a la actividad antioxidante en flavonoides son el doble
enlace entre los carbonos 2 y 3 en conjugaciéon con el grupo 4-oxo y la presencia de
los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 (Martinez-Flores y col 2002; Li y col 2008;
Hidalgo y col 2010). Para FRAP, el potencial de ionizacién (PI) es un buen descriptor
y el orden de los flavonoides del valor mas bajo al mas alto de Pl es quercetina,
isoramnetina, miricetina y catequina (Zhang y col 2011), el cual es el mismo
observado para la actividad antioxidante en este ensayo. En ABTS, la inactivacion
del radical parece involucrar mecanismos de reaccion complejos, ya que la actividad
antioxidante de los compuestos no mostré relacion con sus estructuras o

propiedades.
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Figura 11. Estructuras de los principales compuestos fendlicos identificados en los

extractos metanolicos de garbanzo.
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El poder antioxidante también depende de la naturaleza del radical y su
mecanismo de reaccién especifico, los cuales son influenciados por la presencia de
grupos glucosilados, el namero y posicién de grupos hidroxilo y metoxilo, asi como
las reacciones que provocan cambios estructurales. En este sentido, el resultado
final de la eficacia antioxidante de flavonoides es determinado por una combinacién
de todos estos elementos estructurales los cuales parecen influir en las interacciones

de los compuestos cuando se ensayan en mezclas complejas (Hidalgo y col 2010).

Dos de los principales compuestos seleccionados (Figura 11) son &acidos
fendlicos (acido galico y acido sinapico). El acido sinapico posee un anillo benzoico
con un grupo hidroxilo en la posicién para- y dos grupos metoxilo en las posiciones
meta-; mientras que el acido galico presenta un anillo benzoico con tres grupos
hidroxilo y un grupo carboxilo. La actividad antioxidante aumenta con el nimero de
grupos hidroxilo y en el caso de los acidos fendlicos la presencia del grupo catecol
les permite estabilizarse mediante la formacion de O-quinonas (Peyrat-Maillard y col
2003), lo que cual corresponde con la mayor actividad antioxidante del acido galico
por los métodos ABTS y FRAP cuando los compuestos se evaluaron a

concentraciones equimolares (Cuadro 11).
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VIII CONCLUSIONES

Los genotipos de garbanzo mostraron una amplia variabilidad en el contenido
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, lo cual refleja su gran

diversidad genética.

La actividad antioxidante de los genotipos de garbanzo tipo desi con granos

pigmentados fue significativamente mayor que la de los genotipos kabuli.

Se identificaron un total de veinte compuestos fendlicos, siendo los acidos
fendlicos y los flavonoides los mas abundantes en los genotipos tipo kabuli y

desi, respectivamente.

La actividad antioxidante de los genotipos de garbanzo parece estar asociada
principalmente con el contenido de los acidos fendlicos sinapico hexosido y
galico, asi como de los flavonoides miricetina, quercetina, catequina e

isoramnetina.

Algunos genotipos mostraron contenidos altos de flavonoides (ICC 4418, ICC
6306, ICC 3761) y acidos fendlicos (Surutato 77, Bco. Sin. 92 y Blanoro), por
lo que representan una buena fuente de antioxidantes para ser incluidos en
programas de mejoramiento para el desarrollo de garbanzo con propiedades

nutracéuticas mejoradas.
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