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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el perfil de los compuestos fendlicos presentes en el endocarpio del
fruto de dos cultivares de nogal pecanero [Carya illinoensis (Wangenh) K.

Koch]; asi como su capacidad antioxidante total.

Objetivos Especificos

Determinar el contenido de fenoles y flavonoides totales y taninos condesados
presentes en el endocarpio del fruto de dos cultivares de nogal pecanero [Carya
illinoensis (Wangenh) K. Koch].

Determinar el perfil de los compuestos fendélicos presentes en el endocarpio del
fruto de dos cultivares de nogal pecanero [Carya illinoensis (Wangenh) K.
Koch].

Evaluar la capacidad antioxidante total de los compuestos fendélicos presentes
en el endocarpio del fruto de dos cultivares de nogal pecanero [Carya

illinoensis (Wangenh) K. Koch].



RESUMEN

El a4rbol de nuez pecanera, es el unico nogal de origen americano nativo del
norte de México y sur de Estados Unidos. La industria de la conocida nuez
pecanera (la semilla de su fruto) genera una cantidad importante (40-50%) de
deshechos (cé4scara indehiscente o endocarpio lefioso). Estudios muestran que
éstos deshechos podrian ser wuna fuente alternativa de compuestos
antioxidantes, debido a la presencia de compuestos polifendlicos. Es por ello
gue el objetivo del presente trabajo fue estudiar el potencial antioxidante de los
compuestos fendlicos de la cascara del nogal pecanero. Para ello fue necesario
determinar el perfil de los compuestos fendlicos y evaluar su actividad
antioxidante por dos métodos quimicos (DPPH y ABTS) de nuez pecanera
(Western y Wichita) de tres temporadas de cosecha (2010, 2011, 2012). Los
resultados mostraron que los extractos del endocarpio de ambos cultivares de
las temporadas 2010 y 2012 exhibieron un contenido significativamente mayor
de fenoles totales (39 y 37 mg GAE/g, respectivamente) que Wichita (2011) y
de taninos condensados ambos cultivares de la temporada 2010 (401 mg CE/g
para Western y 406 mg CE/g para Wichita). Los contenidos mayores de
flavonoides totales fueron exhibidos por los extractos de ambos endocarpios de
los cultivares 2011 y 2012. La fraccién acidificada de los flavonoides de los
extractos del cultivar Wichita, mostré un contenido alto de epicatequina para las
temporadas 2010 y 2011, asimismo, la epigalocatequina mostr6 un contenido
significativamente alto para la temporada 2010. En cuanto al acido galico, se
encontré en mayor concentracién en las temporadas de 2010 y 2012. Todos los
extractos de los endocarpios de ambos cultivares y de las tres temporadas de
estudio mostraron una capacidad antioxidante total mayor que la reportada en
la literatura. Sin embargo, los extractos de endocarpio de Western y Wichita
(2012) mostraron la mayor capacidad antioxidante medida por ABTS (1 315.63 y
1 354.88 umol ET/g, respectivamente) y por DPPH (1 559.55 y 1 416.98 pumol
ET/g). Por lo anterior, se puede considerar al desecho agroindustrial de la nuez

pecanera (endocarpio) como una fuente de compuestos antioxidantes.
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INTRODUCCION

Las frutas y las hortalizas son parte de los alimentos naturales que deben estar
presentes en la alimentacién, proporcionando las vitaminas y minerales
necesarios para el desarrollo saludable del cuerpo humano. El descubrimiento
de alimentos con compuestos biolégicamente activos y beneficiosos para la
salud va mas alla de la nutricion basica, abriendo una etapa nueva en la ciencia
de la nutricién. El consumo de estos alimentos se ha asociado con una menor
incidencia y mortalidad de diferentes enfermedades crénicas (Pineda Alonso y
col., 1999; Bonafine y col., 2006).

La proteccion de los alimentos vegetales brindada contra las
enfermedades degenerativas como el cancer y enfermedades cardiovasculares
y cerebrovasculares se ha atribuido a su contenido alto de fitoquimicos con
capacidad antioxidante. Los radicales libres (agentes oxidantes) han sido
asociados a estas enfermedades por ocasionar dafio oxidativo a proteinas,
lipidos y acidos nucleicos. Debido a estos fitoquimicos, los cuales neutralizan
la accion de estos radicales libres, realizan una funcién basica en la prevencidn
de estas enfermedades (Pineda Alonso y col., 1999; Bonafine y col., 2006). Los
fitoquimicos no estan considerados como nutrientes, ya que no estd demostrada
gue su carencia produzca sintomas patolégicos; no obstante, pueden
proporcionar ciertas propiedades fisiolégicas méas alla de las nutricionales
(Bonafine y col., 2006).

Los fitoquimicos no solo son encontrados en los tejidos comestibles de
plantas; sino también en cantidades variables en las partes no comestibles
como los deshechos de los frutos, tales como la cascara (endocarpio) de

granos y semillas (Suarez Diéguez y col., 2011).

En el mundo se producen mas de 40 tipos de nueces (semillas), dentro de

las que destacan las siguientes: almendra (Prunus amygdalus), avellana
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(Corylus avellana), macadamia (Macadamia spp), nuez pecanera (Carya
illinoensis), nuez de castilla (Juglans regia), y pistacho (Pistachia vera L.)
(Comité Mexicano del Sistema Producto Nuez, A. C., 2012).

El nogal pecanero [Carya illinoensis (Wangenh) K. Koch], pertenece a la
familia Juglandaceae, la misma del nogal comun (Junglans regia). Nativa del
sur de los Estados Unidos y el norte de México. La nuez pecanera es
considerada una oleaginosa con importancia comercial implementada en México
desde los afios cuarenta y cincuenta. Actualmente, Estados Unidos y México
ocupan el primer y segundo lugar respectivamente como productores mundiales
de nuez pecanera. Las principales variedades cultivadas son Western, Wichita y

Criollas (Suarez Diéguez y col., 2011).

Se ha documentado que entre los compuestos de mayor actividad
antioxidante destacan los acidos fendlicos, flavonoides y proantocianidinas. En
la parte comestible de la nuez pecanera se ha encontrado un contenido mayor
de flavonoides y &cidos fendlicos totales en comparacion con otras semillas de
su familia (Suarez Diéguez y col., 2011). Sin embargo, la literatura sobre la
composiciéon de fitoquimicos en el pericarpio (cascara) de la nuez pecanera es

escasa.

Las cantidades generadas a nivel mundial en el 2009 de residuos
industriales en la produccion de la nuez es de ~ 84 000 a 105 000 ton, mientras
que para el afio 2011 a nivel nacional fue de ~ 39 500 ton. De esta manera se
sabe que a partir del afio 2009, el Estado de Sonora se mantiene en la tercera
posicion a nivel nacional, con una cantidad de ~ 3 537 ton (Ojeda y col., 2009:

Reckziegel y col., 2011).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar el contenido
de compuestos fendlicos, y taninos condensados presentes en el endocarpio de
dos cultivares (Wester y Wichita) de nuez [Carya illinoensis (Wangenh) K.

Koch], asi como evaluar su actividad antioxidante.
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ANTECEDENTES

Generalidades del Nogal Pecanero (Carya illinoensis (Wangenh) K. Koch)

El nogal pecanero es una planta de raiz pivotante con dos hojas embrionarias,
es decir, dicotiledonea, esta puede alcanzar alturas de hasta 50 m con un
tronco de 2 m de diametro; el tallo es corto y robusto del cual se ramifican
gruesas ramas que muestran formas simpddicas, constituyendo asi una copa
amplia y frondosa; la corteza es gruesa, ademas, se encuentra vertical y
desordenadamente agrietada, es de color gris oscuro en ramas y tronco, (Tabla
1) (Basurto Sotelo, 2005).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del nogal pecanero.

Reino Vegetal

Divisién Embrifitas Sifonogamas
Sub-division Angiospermas

Clase Dicotiledénea

Orden Juglandales

Familia Juglandaceas

Género Carya

Especie Illinoensis (Wangenh K. Koch)

Fuente: Basurto Sotelo, 2005.

La drupa, la cual estd compuesta de un pericarpio, mesocarpio y semilla
o0 almendra, es considerada como el fruto del nogal pecanero, la cual se
encuentra agrupada de uno a cuatro sobre un pedunculo corto; cada drupa es
dehiscente, esto quiere decir que al principio la cubierta es carnosa (pericarpio
y mesocarpio o en conjunto llamado ruezno) y al secarse, se va hendiendo en
cuatro valvas para dar salida al endocarpio lefioso el cual encierra la semilla

(Figura 1),conocida como la parte comestible de la nuez (Basurto Sotelo, 2005).
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Ruezno

Endocarpio lefioso (cascara) Semilla

Fuente: Lloyd-Jones, s.a.

Figura 1. Taxonomia del fruto del nogal pecanero.

El 4rbol del nogal pecanero es de origen americano, nativo del norte de
México y sur de Estados Unidos. La nuez pecanera se distingue de otras
nueces por su endocarpio lefioso también nombrado “cascara delgada” o
"cascara de papel”, el cual facilita el proceso de "quebrado", caracterizandose
ademas por un sabor y aroma agradables. Los principales productores
mundiales de nuez pecanera son Estados Unidos y México ocupando el primer y
segundo lugar respectivamente; el periodo de cosecha de las principales
variedades Western, Wichita y Criollas abarca los meses de octubre a
diciembre (El Siglo De Durango, 2011).
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Produccion de Nuez en el Mundo

Para el afo de 1772, Estados Unidos planté (especificamente en el area de
Long Island, Nueva York) sus primeros arboles de nogal como cultivo, pero a
finales de 1800 principios de 1900 las plantaciones empezaron a explotarse
comercialmente en las regiones del Sur y Sureste que comprenden los Estados
de Georgia, Texas, Nuevo México, Arizona, Alabama y Mississippi, entre otros,
donde la nuez era vendida sin pasar por alguna modificacion después de la
cosecha, es decir, con cascara (endocarpio) y generalmente al menudeo (Nufiez
Barrios, 2007).

La localizacién a nivel mundial de las areas productoras de nuez se
encuentran principalmente entre los 25° y 35° de latitud norte y entre 25° y 35°
latitud sur. Las zonas de origen de este frutal cuentan con numerosas
extensiones deformaciones nativas, como un ejemplo, en los Estados Unidos se
localizan principalmente en los Estados de Georgia, Kansas, Louisiana,
Missouri, Oklahoma 'y Texas, dichas extensiones estdn sujetas al

aprovechamiento comercial (Ojeda Barrios y col., 2009).

Se estima que la produccion mundial de nuez pecanera se encuentra
alrededor de las 210 000 toneladas (ton). Los principales productores son
Estados Unidos (72%) y México (25%); otros productores menores son
Australia, Sudafrica, Israel, Brasil, Argentina, Pert y Egipto. Estados Unidos,
ademas de ser el principal productor y exportador de nuez pecanera, es el mas
grande consumidor. Otros importantes paises consumidores son: Reino Unido,

Alemania, Canad4 y Jap6n (Ojeda Barrios y col., 2009).
A pesar de la exportacion e importacion de nueces por parte de Estados

Unidos, México consigue ser el principal exportador de nuez con céscara hacia

ese pais (25 000 ton anualmente). La mayor cantidad de nuez pecanera se
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comercializa sin cascara, es decir, solamente la semilla, la cual constituye

alrededor del 50% del peso total de la nuez (Ojeda Barrios y col., 2009).

Produccién de Nuez en México y Sonora

La primera introducciéon de plantaciones comerciales inicié en el afio de 1904
en el Estado de Nuevo Ledn, México; “nogal” y “nuez” fueron las palabras
utilizadas por espafoles para bautizar al arbol pecanero y a su fruto (la
pecanera), respectivamente. En diferentes regiones del pais se le diferencia de
otras nueces con el nombre de “nuez cascara de papel” (Orona Castillo y col.,
2013).

El nogal pecanero es un cultivo con gran importancia econémica y
originario del norte de México y sur de Estados Unidos. En México, los Estados
con mayor produccién de nuez son Chihuahua con 54 629 ton y un rendimiento
de 1.5 ton/hectarea (ha), seguido de Coahuila con una producciéon de 8 776 ton
y un rendimiento de 0.71 ton/ha; Sonora con una produccion de 7 075 ton y un
rendimiento de 1.06 ton/ha, y finalmente Durango con una produccién de 2 783
ton y un rendimiento de 0.78 ton/ha (Ojeda Barrios y col., 2009; Lépez Diaz y
col., 2011).

En los Estados de Jalisco, Nuevo Ledn, Aguascalientes, Querétaro,
Oaxaca e Hidalgo el nogal se cultiva en menor medida; otros estados poseen
superficies sembradas, sin embargo, se encuentran en etapa de desarrollo con
un incremento estable de la produccién en el pais a través de los afios (Ojeda

Barrios y col., 2009; Lopez Diaz, y col., 2011).

Actualmente, el nogal pecanero es cosechado en el norte del pais,
usualmente en las areas de riego. Los principales distritos de riego en el pais
se encuentran en Chihuahua, Delicias y Rio Florido, en el Estado de Chihuahua

y en la costa de Hermosillo en el Estado de Sonora (Ojeda Barrios y col., 2009).
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En el afio de 1956 inici6 la siembra de nogal en Sonora, al ser introducido
principalmente por productores que adoptaron un modelo de cultivo similar al
de Estados Unidos. Durante esta etapa no se contaba con una cultura de
produccion de nogal, por lo que el modelo se adopta sin hacer una seleccion de
la variedad de la planta ni de los terrenos de cultivo. Para el aiio de 1975 la
proporcién de siembra para los cultivares Western y Wichita eran de 60% y 20%
respectivamente, el resto correspondia a otras variedades (Deschamps
Solérzano, 2010).

A nivel nacional, el tercer productor mas importante de nuez pecanera es
Sonora. Se han registrado incrementos considerables en cuanto a la superficie
plantada y la producciéon de nuez, esto va de 4 000 ha plantadas en el 2005
hasta mas de 7 000 ha sembradas para el 2008 ademas de una produccién de 7
075 ton. La produccién de nuez sonorense en conjunto con la de Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Ledén y Durango, representan el 90% del total nacional

(Camarena Gémez y col., 2010; Montoya Ballesteros y col., 2010).

La nuez sonorense es considerada de buena calidad, cuenta con gran
tamafio y con un porcentaje alto de semilla, ademas de ser Western y Wichita
las principales variedades. Esta nuez es comercializada primordialmente en
Estados Unidos y otra proporcién en México, por lo tanto, se deduce que la
produccion primaria tiene el potencial para exportarse facilmente. No obstante,
existe una vulnerabilidad alta en los volumenes exportados, esto debido a las
fluctuaciones econdémicas mundiales y a la dependencia de insuficientes
mercados de destino, causando numerosos altibajos en las cantidades
exportadas, ademas, una comercializacion en el mercado nacional y regional
de gran parte de la produccién (Camarena G6mez y col., 2010; Montoya

Ballesteros y col., 2010).
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Cultivares de Nuez (Carya illinoensis (Wangenh) K. Koch)

Western

El cultivar Western, también conocido como Western Schley (esto debido a la
semejanza fisica que presenta con la nuez Schley), se origina en el afio de
1924 como consecuencia de una seleccién de plantulas hecha por E. E. Risien,
en San Saba, Texas. Este cultivar puede crecer y dar frutos con una gestién
menor que cualquier otro cultivar, es susceptible a la sarna del pecan y a la
mancha suave. Se encuentra plantado ampliamente en el oeste de E.U.A. y
norte de México (Texas Pecan Board, 2010; Pecan Global, 2013; Viveros
Esparza, 2013).

La liberacidon del polen en arboles Western se da antes de que sus flores
femeninas sean receptivas (protandrica), por lo cual, deben ser polinizados por
una variedad que libere el polen mas tarde (protoginica), como es el caso del

cultivar Wichita (Viveros Esparza, 2013).

La morfologia tipica de la nuez Western es redonda y alargada, con
hombros pronunciados en la parte apical y mas delgados en su término basal
(parte pegada al tallo) que en el apice, es principalmente de anchura mediana
pero se ensancha en algunas temporadas. El endocarpio lefioso es delgado,
con rayas moderadamente de color café oscuro (Figura 2). La cantidad de
semilla alcanza un promedio de 55 a 60%. Esta nuez es facilmente adaptable al
descascarado mecanico, lo cual origina un porcentaje alto de mitades enteras

(Viveros Esparza, 2013).
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Fuente: Viveros Esparza, 2013.

Figura 2. Nuez cultivar Western.

Wichita

De origen por cruzamiento controlado (Halbert como Madre y Mahan como
Padre), el cultivar Wichita fue hecho por L. D. Romberg, en USDA-Brownwood,
Texas, en el afio de 1940. Se maneja ampliamente en el oeste de Estados
Unidos y norte de México, ademé&s es considerado como un cultivar precoz y
prolifico en Estados Unidos (Pecan Global, 2013; Viveros Esparza, 2013).

A pesar de los problemas de sarna (en zonas humedas) y congelacion (en
el extremo norte) que presenta el arbol, es vigoroso, productivo y comienza a
madurar entre los 5y 7 afios. Tiende a ser poco atractivo, de procreacién pobre
si no hubo buena gestacién y se caracteriza por liberar tardiamente el polen
(protoginica) ademas de ser un buen polinizador de variedades protandrica
como Western Schley y Pawnee (Texas Pecan Board, 2010; Viveros Esparza,
2013).

En otofio, la retencion del follaje en el arbol ayuda a la maduracion de la
semilla. Este produce en cada racimo de 3 a 5 nueces, sin embargo, también es
habitual encontrar 7 o mas nueces, esto ocurre usualmente en los afios de
produccion alta. Aunque comunmente es de gran tamafo, la nuez tiende a ser
pequefia en afios de produccion abundante.

El endocarpio lefioso se caracteriza por ser delgado y tender a llenar el

espacio interno (Figura 3), por lo que ocasiona que la semilla se parta
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ligeramente al descascararse. Asimismo, la nuez por su tamafio, puede ser
vendida para descascararse o bien vender al menudeo con cascara (Viveros
Esparza, 2013).

Fuente: Viveros Esparza, 2013.

Figura 3. Nuez cultivar Wichita.

El Endocarpio de Algunos Frutos Secos como Residuo Industrial

En la actualidad, se utiliza el endocarpio de avellana como combustible,
acolchado y como materia prima para furfural en la industria de colorantes, esto
debido a la disponibilidad de una enorme cantidad de desecho industrial a bajo
costo, ademas, de no ser utilizado causaria problemas de contaminacién
ambiental. Como un ejemplo, se tiene el endocarpio del pistacho, el cual
constituye aproximadamente el 10% del peso total, y de no ser procesado, se
convierte en residuo contaminante (Stévigny y col., 2007; Tomaino y col.,
2010).

El endocarpio de la nuez (Juglans regia L.) es un residuo sin
aprovechamiento. Se conoce que este residuo puede ser un abrasivo suave con
uso potencial industrial para limpiar y pulir metales suaves, vidrio, fibra de
vidrio, madera, plastico y piedra. Cuenta con una excelente durabilidad,

ademas, se encuentran presentes importantes elementos nutritivos para ser
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aprovechados por los organismos vegetales (Romero Arenas y col., 2012;

Moreno Barbosa y col., 2013).

Otro ejemplo, es el uso del endocarpio como un medio de filtracion para
separar petréleo crudo a partir de agua. Algunos subproductos provenientes del
nogal se han utilizado en varias aplicaciones: el ruezno de nuez verde como
materia prima en la elaboracién del tradicional licor de nuez, ademas, el uso de
nueces verdes, cascaras, semillas, corteza y hojas en la industria farmacéutica

y de cosméticos (Fernandez Agulld, y col., 2013).

Una gran fuente de antioxidantes naturales (compuestos fendlicos), se
encuentran en residuos agricolas e industrial. Existe la certeza de que los
polifenoles juegan un papel en la prevencién de enfermedades relacionados a
la edad, incluyendo enfermedades cardiovasculares y cancer. Los frutos secos
(pistachos, almendras, nueces, etc.) son una fuente importante de subproductos
tales como cascara (endocarpio) y piel (exocarpio) con potencial antioxidante
por la presencia de compuestos fendlicos (Stévigny y col., 2007).

El endocarpio de la nuez pecanera representa una fuente alternativa de
compuestos antioxidantes, debido a la gran cantidad de desecho (~40-50%) por
procesamiento industrial (Reckziegely col., 2011).

Fitoquimicos Presentes en Endocarpio de Nuez

Una extensa gama de fitoquimicos y compuestos fendlicos poseen los
productos derivados de plantas, los cuales pueden exhibir una significativa
actividad antioxidante y antiradical (inhiben la generacién de especies reactivas
de oxigeno dentro del cuerpo humano), efectos anti-carcinogénicos y anti-
mutagénicos, y anti-proliferativos. Ademas, proporcionan proteccion contra
efectos nocivos de los radicales libres, reducen el riesgo de ciertos tipos de

cancer, enfermedades del corazén, enfermedades cardiovasculares, apoplejia,
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aterosclerosis, la osteoporosis, la inflamacién, y otras enfermedades

neurodegenerativas asociadas con el estrés oxidativo (Shahidi y col., 2007).

Se ha asociado la presencia de compuestos fendlicos con el sabor
delicado y ligeramente astringente de los frutos de la nuez. Diversos factores
ambientales, como también las précticas culturales y el genotipo de diferentes
cultivares, son de gran influencia en el contenido fendlico de los frutos (Colaric
y col., 2005).

Se ha estudiado la actividad antioxidante que presentan nueces Yy
subproductos similares a la nuez pecanera, asi mismo se demuestra que los
subproductos son fuentes ricas en antioxidantes naturales y compuestos
fendlicos, que pueden hacer beneficiosas las actividades biologicas y los

efectos en la salud (Shahidi y col., 2007).

El fruto del nogal pecanero es una rica fuente de fitoquimicos. Estos
altimos estan constituidos por carotenoides (pigmentos de las frutas),
tocoferoles (vitamina E), fitoesteroles, fitoestr6genos, &cidos fendlicos,
flavonoides, lignanos, proantocianidinas, entre otros. Estos compuestos en
conjunto exhiben una accion nutracéutica. La semilla de la nuez pecanera en
comparacion con otras semillas de su familia, presenta el mayor contenido de
flavonoides y acidos fendlicos totales, por lo anterior, se estima que la accién
antioxidante que presentan los componentes de la nuez recae principalmente en

estos compuestos (Suarez Dieguez y col., 2011).

Compuestos Fendlicos

Son conocidos como un amplio grupo de compuestos originados del
metabolismo secundario de las plantas que se encuentran abundantemente en
la dieta. Ademas, cumplen con varias funciones, como la proteccién al ataque
de patdgenos o herbivoros y son pigmentos que atraen a los polinizadores
(Arranz Martinez, 2010).
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Se encuentran formados por un anillo aromatico unido por lo menos a un
grupo oxhidrilo y dobles enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su
accién antioxidante. El 4cido benzoico es una estructura sencilla, sin embargo,
con otros sustituyentes en el anillo se forman acidos fenélicos como el cafeico,
ferdlico, cumarico y cinamico. Se incluyen para este grupo monofenoles,
polifenoles, flavonoides y taninos (Figura 4) (Palencia Mendoza, 1999;
Bedascarrasbure y col., 2004; Arranz Martinez, 2010).

Los monofenoles se caracterizan por presentar un solo grupo hidroxilo en
el anillo aroméatico de benceno; los polifenoles se definen como un conjunto
heterogéneo de moléculas, aqui se incluyen los acidos fendlicos y flavonoides,
conjuntamente presentan actividad antioxidante. Los acidos fendlicos se
identifican por tener un anillo aromatico central, asimismo conforman un grupo
diverso que incluyen los derivados del acido hidroxibenzoico y del acido

hidroxicinamico (Palencia Mendoza, 1999; Drago Serrano y col., 2006).

OH OH OH
OH OH

OH

monofenol difenol trifenol

Fuente: Palencia Mendoza, 1999.

Figura 4. Estructura basica del monofenol y polifenol.
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Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos que contienen oxigeno y se encuentran
ampliamente distribuidos entre las plantas, siendo los responsables de varios
tonos como amarillo, rojo y azul en frutas y hortalizas. Son el grupo méas grande
de fenoles vegetales y el mas estudiado (Palencia Mendoza, 1999; Suarez

Dieguez y col., 2011).

Son compuestos con bajo peso molecular generalmente unidos a
moléculas de azlcares y estdn agrupados en antocianinas y antoxantinas. Las
antocianinas son moléculas de pigmentos rojos, azules y purpuras. Las
antoxantinas (flavonoles, flavonas, flavanoles, e isoflavonas) son moléculas
incoloras o de colores que van desde el blanco al amarillo (Palencia Mendoza,
1999).

Se ha llegado a considerar que la estructura basica de los flavonoides
estd constituida por 2 anillos bencénicos en sus extremos, unidos por un anillo
de 3 &tomos de carbono a la que se le pueden adicionar grupos como
oxhidrilos, metilos, azucares, entre otros, de esta manera se forman diferentes
tipos de flavonoides como flavonoles, flavanonas, flavonas, catequinas,

antocianinas e isoflavonoides (Figura 5) (Bedascarrasbure y col., 2004).
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Fuente: Iglesias Neira, 2009

Figura 5. Esqueleto estructural de los flavonoides.

Estos compuestos poseen propiedades antioxidantes que ayudan a
minimizar la peroxidacién lipidica y el efecto de los radicales libres,
contribuyendo a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Bedascarrasbure y col., 2004).

Taninos Condesados

Los taninos son sustancias de peso molecular alto, con estructura polifenélica
no nitrogenada. Son solubles en agua, alcohol, acetona, con menor solubilidad
en éter, poseen sabor astringente y la propiedad de curtir la piel, haciéndola
imputrescible e impermeable, fijAndose sobre sus proteinas (distinto del curtido
al cromo donde se utiliza alimina y cromo). Se utilizan como productos
naturales en algunas industrias (industria del cuero) Se clasifican en taninos
hidrolizables y taninos condensados (Palencia Mendoza, 1999; LOopez Diaz y
Herrera Aguirre, 2004).
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Los taninos condensados (TC) se forman por unidades poliméricas de
flavonoides como el 3-flavonol (catequinas), 3,4-flavonodiol
(leucoantocianidinas) o derivados. Estas unidades estan unidas por enlaces C-
C o C-0O-C y se encuentran principalmente en plantas dicotiledoneas (Figura 6);
al interactuar con las proteinas forman complejos que precipitan a un pH
cercano a su punto isoeléctrico, no se hidrolizan con acidos minerales diluidos
y requieren mayores concentraciones acidicas y tiempos prolongados (Garcia,
2004; Otero e Hidalgo, 2004; Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009; Garcia
Mier, 2009).

OH

Fuente: ErbslohGeisenheim, 2013.

Figura 6. Esqueleto estructural de los taninos.

Capacidad Antioxidante de Fitoquimicos

Las vitaminas E y C, carotenos, asi como diferentes polifenoles proporcionan la
actividad antioxidante en frutas y vegetales. La medicién individual de los
antioxidantes no permite conocer con certeza la actividad antioxidante total de
una preparacién, compuesto o fluido biolégico, por los efectos sinérgicos que
puedan establecerse entre los antioxidantes presentes en él (Gutiérrez-Zavala y
col., 2007).
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Las diversas metodologias desarrolladas para determinar el potencial de
la actividad antioxidante son de inhibicion. En estas mediciones se usa una
especie generadora de radicales libres y una sustancia que estabiliza a estas
especies para estimar la actividad antioxidante y disponer de una herramienta
de laboratorio para recomendar el consumo de alimentos que muestren una
actividad antioxidante aceptable. Al ser afiadida la muestra, su actividad
antioxidante inhibe la generacién de estos radicales (Araya L y col., 2006;

Gutiérrez Zavala y col., 2007).

La determinacion de la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

presentes en los alimentos, se realiza a partir de algunos compuestos

cromoégenos, como los radicales ABTS™ y DPPH’ (Molina-Quijada y col., 2010).
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Los cultivares Western y Wichita de nogal pecanero [Carya illinoensis
(Wangenh) K. Koch] fueron seleccionados debido a su mayor produccién en el
Estado de Sonora, para ello, se tomaron muestras de entre 5 a 15 kg de nuez
pecanera colectadas en los meses de octubre-noviembre de las temporadas
2010, 2011 y 2012, del campo Don Enrique, a cargo de Grupo Alta, ubicado en
la Costa de Hermosillo del Estado de Sonora a 28° 59’ 19.69” N 111° 32’

29.86" O, con una de elevacion 69 m.

Preparacién de la Muestra

La muestra de interés (endocarpio), fue extraida manualmente a partir de las
nueces colectadas, estas fueron almacenadas en ausencia de luz y a -20°C

hasta el momento de su pulverizacion (30 mesh).

Extraccién de los Compuestos Fendélicos

Los compuestos fendlicos fueron extraidos del endocarpio de cada uno de los
cultivares de las nueces en estudio. Se homogeniz6 1 gramo de muestra
pulverizada con 10 mL de metanol-agua (70:30 v/v) utilizando un vortex (Vari-
Whirl MixerVWR Scientific, USA). Posteriormente, el homogenizado fue
sometido a movimientos ultrasonicos (Sonicador Branson, modelo 1510) por 30
min y centrifugado a 16 800 g (Thermo electron LED GmbH D-375220 Osterode)
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a 4°C por 15 min. La extraccion metandlica se repitié dos veces para asegurar
la maxima extraccion de los compuestos. Los sobrenadantes fueron mezclados
y filtrados en papel filtro (Whatman No. 2). Los extractos metandlicos fueron
congelados a -20°C hasta su analisis (Figura 7) (Molina-Quijada y col., 2010).

10 g de muestra

L 4

Molienda 30 s con
descansos de 10 s

L 4

1 g muestra, 10 mL
MeOH-H,0 (70:30 v/v)

4

Sonicar 30 min

4

Centrifugar a 16 800 g
a 4°C por 15 min

L 4

Precipitado + 10 mL
MeOH-H,0 (70:30 v/v)

L 4

Repetir pasos 4y 5

4

Juntar sobrenadantes

L 4

Filtrar sobrenadante

L 4

Almacenar extractos a -20°C

Figura 7. Diagrama de extracciéon de los compuestos fendlicos del
endocarpio de nuez [C. illinoensis (Wangenh) K. Koch].
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Cuantificacién de Fenoles Totales

Las determinaciones se realizaron espectrofotométricamente utilizando el
método de Folin-Ciocalteau (Molina-Quijada y col., 2010). Este método esta
basado en la oxidacion de los grupos fendlicos por los acidos fosfomolibdico y

fosfotungstico, formandose un complejo verde azulado que se mide a 765nm.

Para la determinacion del contenido de fenoles totales, se mezclaron 50
ML de cada extracto metandlico con 3 mL de agua desionizada y 250 uL del

reactivo de Folin—Ciocalteu 1 N (Merck).

El extracto se oxida por 5 min, después la reaccién se neutraliza con 750
ML de Na,CO; al 20% y 950 pL de agua desionizada. Después de 30 minutos,
se ley6 la absorbancia a 765nm, en un espectrofotometro UV-VIS (Varian,
modelo Cary 100 Bio). Se us6 acido galico como estandar (Sigma-Aldrich Co.,
St Louis, MO, USA). El contenido de fenoles totales fue expresado en mg de
acido galico/g de peso seco de la muestra y fue el resultado de tres

repeticiones, con un intervalo de concentracion de 0 a 1 mg/mL (Figura 8).
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3 mL de agua desionizada +
250 pl Folin-Ciocalteu 1N + 50
pl de extracto

.4

Reposar 5 min

4

750 pl Na,CO; al 20% + 950 pl
de agua desionizada

4

Vortex

3

Reposar 30 min

4

Leer a 765 nm

Figura 8. Diagrama de cuantificacién de fenoles totales del
endocarpio de nuez [C. illinoensis (Wangenh) K. Koch].

Cuantificaciéon de Flavonoides Totales

Para la determinacion de flavonoides totales se sigui6 la técnica descrita por
Molina-Quijada y col. (2010) a 1 mL de extracto metandlico con 4 mL de agua
destilada se le afadieron 0.3 mL de NaNO, (5 g/100 mL) y 0.3 mL de una
solucion de AICI; (10 g/100 mL). Después de agitar suavemente, se dejé
reposar por 1 min, se afiadieron 2 mL de NaOH 1 M y se afor6 a 10 mL con
agua destilada. La mezcla se leyé a 498nm en un espectrofotometro UV-VIS
(Varian, modelo Cary 100 Bio). Los resultados fueron expresados como
miligramos equivalentes de catequina (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)

por cada 100 gramos peso seco (mg CE/100 g ps). Todos los analisis se
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realizaron por triplicado (Figura 9). El contenido de flavonoides se calcul6 en

base a la siguiente ecuacion lineal:

Y = 2.5344x + 0.0348 R=0,9974

donde: Y es la absorbancia medida y X es el contenido de flavonoides en mg

catequinal/g, con una concentracién de estdndar de 0 a 0.6 mg/mL.

1 mL extracto + 4 mL H,O +
0.3 mL NaNO, (5 g/100 mL)
+ 0.3 mL AICI; (10 g/100 mL)

4

Agitar suavemente y reposar
1 minuto

4

Afadir2mLNaOH 1My
aforar a 10 mL agua
destilada

4

Leer a 498 nm

Figura 9. Diagrama de cuantificaciéon de flavonoides totales del
endocarpio de nuez [C. illinoensis (Wangenh) K. Koch].
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Cuantificacién de Taninos Condensados

Para la determinacion de taninos condensados, se siguiéo el método descrito por
Villarreal y col., (2006). 0.5g de extracto del endocarpio (malla 30 mesh) fueron
disueltos en 15 mL en metanol acidificado (HCI 1%, v/v). Después de agitar
suavemente, se coloc6 en un bafo de agua a 30°C durante 20 min, con
agitacion cada 10 minutos. Se procedié a centrifugar a 16 800 g durante 15
minutos a una temperatura de 4°C para posteriormente recolectar el

sobrenadante.

A 1 mL de extracto se le afiadieron 5 mL de reactivo de vainilinay 1 mL
de HCI al 4% se le afiadieron 5 mL de reactivo de vainilina (blanco), se dejé
reposar por 20 min, posteriormente se centrifugé a 16 800 g durante 15 min a
una temperatura de 4°C. La absorbancia del blanco y muestra fueron medidos a
500nm en un espectrofotémetro UV-VIS (Varian, modelo Cary 100 Bio) (Figura
10). Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de
catequina (Sigma—Aldrich Co., St Louis, MO, USA) por cada 100 gramos peso
seco (mg CE/100 gps).
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0.5 g cascara (malla 30 mesh) + 15 mL HCI
en metanol (1%).

\ 4

Agitar

Colocar bafo de agua (30°C), 20 min, con
agitacion (vortex) cada 10 min.

\ 4

Centrifugar 15 min a 16 800 g a 4°C

-

Recolectar sobrenadante

«-

5 mL de reactivo de vainilina + 1 mL del extracto (muestra)

-

5 mL de reactivo de vainilina + 1 mL de HCI
4% (blanco)

-

Reposar 20 min

-

Centrifugar 16 800 g, 15 min a 4°C

\ 4

Leer absorbancia a 500 nm

Figura 10. Diagrama de cuantificacién de taninos condensados del
endocarpio de nuez [C. illinoensis (Wangenh) K. Koch].
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Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

Los métodos mas utilizados para medir la capacidad antioxidante son los que

utilizan al catiébn radical 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS°+) y al radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH'). Ambos presentan una

excelente estabilidad en ciertas condiciones (escasa luminosidad y temperatura
ambiente) aunque también muestran diferencias en la precisién y la estabilidad
ante las especies reactivas de oxigeno (Molina-Quijada y col., 2010).

El DPPH" es un radical libre gue puede obtenerse directamente sin una

. s . . . o4 .
preparaciéon previa, mientras que el radical ABTS tiene que ser generado tras
una reaccién que puede ser quimica (diéxido de manganeso o persulfato de

potasio). Con el radical ABTS"" se puede medir la actividad de compuestos de

naturaleza hidrofilica e hidrofobica, mientras que el radical DPPH" solo puede

disolverse en medio organico (Molina-Quijada y col., 2010).

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC). Método ABTS

Este método evalta la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC,
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Se basa en la reduccion de la

coloracion verde/azul producida por la reaccion del radical 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS°+) con el antioxidante presente en la

muestra.

Para generar el radical ABTS™" se pesaron 19.2 mg de este cation y se

disolvieron en 5 mL de agua destilada. Posteriormente se agregaron 88 mL de

una solucion de persulfato de potasio (0.0378 mg/mL). La solucion se
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homogeneiz6 y se incubd en oscuridad a temperatura ambiente (25 %= 1°C)
durante 16 horas. Una vez formado el radical ABTS°+, éste se diluy6 con etanol

hasta obtener un valor de absorbancia alrededor de 0.70 £+ 0.1 a 754 nm

(espectrofotémetro UV-VIS Varian, modelo Cary 100 Bio).

Los extractos metandlicos filtrados (0.1 mL de extracto) se colocaron

cada uno en una celda y se mezclaron con 3.9 mL del radical recién generado.

Se leyd la absorbancia al inicio (Absj) y a cada minuto hasta los 7 minutos de

reaccion (Abss) (Figura 11). EI diferencial de absorbancia (absj—absf) se
transformd a porcentaje de inhibicién y se calculé la actividad antioxidante en
micromoles equivalentes Trolox (umoles ET)/gramo, mediante una curva de
calibracién (concentracion de 0-0.25 mg/mL) de Trolox (Molina-Quijada y col.,
2010).

Capacidad Antioxidante por Método DPPH

El radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH®) se reduce en presencia de
antioxidantes manifestdndose un cambio de color (de morado a amarillo) en la
soluciéon. Para el ensayo fotométrico se mezclaron 3.9 mL del radical DPPH"’
(0.025 mg/ 100 mL metanol) con 0.1 mL de cada uno de las diluciones de los

extractos metandlicos (concentracion 0.05 g/mL).

La reaccion se llevé a cabo por 30 min y posteriormente se ley6é a 515 nm
(Figura 12) en un espectrofotometro UV-VIS (Varian, modelo Cary 100 Bio), se
calculé la actividad antioxidante en micromoles equivalentes Trolox (f1Tmoles
ET)/gramo, mediante una curva de calibracién (concentracién de 0-0.25 mg/mL)
de Trolox (Molina-Quijada y col., 2010).
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19.5 mg reactivo ABTS + 5 mL
H,0

4

Agregar 88 mL K,S,0Oq (solucién)

g

| Afadir 2 mL NaOH 1 My aforar a 10 mL agua destilada |

4

Diluir con etanol hasta una de absorbancia 0.70 + 0.1 a 754 nm

.

| 0.1 mL extracto + 3.9 mL radical recién generado |

-

Leer absorbancia al inicio, cada minuto y hasta llegar a los 7 minutos
de reaccion a 754 nm.

Figura 11. Diagrama de cuantificacion de la capacidad antioxidante del
endocarpio de nuez [C. illinoensis (Wangenh) K. Koch]

por medio del radical ABTS""
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2.5 mg reactivo DPPH

]

100 mL MeOH (grado
reactivo)

3.9 mL solucioén radical + 0.1 mL
dilucion de extracto metandlico

]

Reaccionar por 30 min

L

Leer abs 515 nm

Figura 12. Diagrama de cuantificacién de la capacidad
antioxidante del endocarpio de nuez [C. illinoensis

(Wangenh) K. Koch] por medio del radical DPPH*
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Extraccién de Compuestos Fendlicos para HPLC

Extraccion Metandlica

Los compuestos fendlicos fueron extraidos del endocarpio pulverizado (30
mesh) de cada uno de los cultivares de las nueces en estudio. Se homogenizo
100 miligramos de muestra con 3mL de metanol-agua (60:40 v/v) utilizando un
vortex (Vari-WhirlMixer VWR Scientific, USA). Posteriormente, el homogenizado
fue centrifugado a 8 400 g (Thermo electr6n LED GmbH D-375220 Osterode) a
4°C por 5 min y sometido a movimientos ultrasénicos (Sonicador Branson,
modelo 1510) por 60 min, por ultimo, fue centrifugado a 16 800 g (Thermo
electron LED GmbH D-375220 Osterode) a 4°C por 15 min. El sobrenadante fue

filtrado a través de una membrana nylon de 0.45 um (Lin y Harnly, 2007).

Hidrélisis Acida de Extractos

Se tom6 0.5 mL de extracto (filtrado de la extracciébn metandlica) y se
homogenizé con 0.1 mL de HCI al 37 %. Posteriormente, se calenté a 85°C
durante 2 horas (Bafio Thermo Fisher Cientific Precision, modelo 2870).
Después de cumplido el periodo de calentamiento, se adicion6 0.4 mL de MeOH
al 100% y fue sometido a movimientos ultrasénicos (Sonicador Branson, modelo
1510) por 10 min, por ultimo, fue filtrado a través de una membrana nylon de
0.2um (Lin y Harnly, 2007).
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Identificacién de los Compuestos Fendlicos por HPLC

El procedimiento para la identificacion de los compuestos fendlicos se realizé
de acuerdo al método descrito por Cantos y col. (2000). Se introdujeron 20 pL
de extracto acidificado (0.1 g de muestra pulverizada / 3 mL de metanol al
100%) a un equipo de cromatografia HPLC (bomba Varian PS-230), equipado
con un detector de arreglo de diodos (Agilent modelo G1315D). La elusién se
inici6 con 98% del solvente A (agua mas 5% de &cido formico) y 2% del
solvente B (metanol grado HPLC) hasta alcanzar 32% de B a los 30 min y 40%
de B a los 40 min, a un flujo de 1.0 mL/min. Se utilizé una columna Supelcosil

TM LC18 (25 x 0.4 cm x 5 um tamafo de particula, Supelco, Bellefonte, PA).

La identificacion de los diferentes compuestos fendlicos se llevé™ a cabo
comparandolos con los espectros de absorcién de la libreria espectral y los
tiempos de retencion de los estdndares correspondientes, los cuales son
detectados a 280 nm. Para la cuantificacion se elaboraron curvas de calibracién
para cada uno de los compuestos identificados. El acido galico, epicatequina y
epigalocatequina fueron cuantificados a 280 nm (longitud de onda a la cual
presentan su absorbancia méaxima). Los compuestos fendlicos de los extractos

fueron analizados por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas Generales de los Extractos Metanélicos

Los extractos metandlicos obtenidos del endocarpio de los dos cultivares
(Western y Wichita) de nogal pecanero de las temporadas 2010, 2011 y 2012

fueron de una tonalidad marrén obscuro traslucida.

Contenido de Fenoles Totales

En el presente estudio, se encontr6 que al comparar los extractos metandlicos
de ambos cultivares (Western y Wichita) con respecto a cada una de las
temporadas evaluadas, estos exhibieron diferencias significativas (p<0.05),
(Tabla 2), presentandose en los extractos metandlicos de ambos cultivares del
2010 y 2012 una concentracion significativamente mayor (39 y 37 mg GAE/ g de
endocarpio, respectivamente) que la temporada 2011.

Como se ha sefalado al principio de este estudio, existe una amplia
variedad de frutos secos, entre ellos la nuez pecanera, ricos en compuestos
fendlicos a los cuales se les ha atribuido una propiedad antioxidante, por lo
anterior, es necesario realizar una comparacion entre los resultados
encontrados en el presente estudio y los resultados de trabajos efectuados en

el endocarpio de ciertos ejemplares similares a la nuez pecanera (Tabla 3).
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Tabla 2. Fenoles totales y flavonoides totales en endocarpio de nogal

pecanero.

Cultivar/Temporada

Fenoles Totales

Flavonoides Totales

mg GAE/g mg CE/g
Western 2010 38.30+1.36° 23.76+4.572
Western 2011 35.91+1.01%P 26.24+2.04%P
Western 2012 37.96+3.73"¢ 31.65+3.96"
Wichita 2010 39.82+4.54° 23.62+2.04%
Wichita 2011 31.78+1.95% 29.69+0.99°
Wichita 2012 37.58+1.09%°¢ 26.15+2.43%P

Las diferentes letras en la misma columna significa diferencias significativas entre las

muestras (n= 6, P<0.05).
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Contini y col., (2008) reportaron 56.6 mg GAE/g de fenoles totales
presentes en una especie de avellana. Por otro lado, Kamath y Rajini (2007)
encontraron una concentracion de 243 mg GAE/g de fenoles totales para una
especie de nuez Anacardo; mientras que Akbari y col., (2012) reportaron
valores de fenoles totales en un rango de 939 a 3 211 mg GAE/g de nuez
Juglans regia. Otros valores, con menor concentracién (13.40 a 30.10 mg
GAE/g) han sido reportados para la nuez (Juglans regia) (Jalili y col., 2012). Se
puede observar gue se han reportado concentraciones de fenoles totales

menores y mayores a los del presente estudio (Tabla 3).

Villarreal y col. (2007), al realizar un estudio con 6 cultivares
pertenecientes a Carya illinoensis (Desirable, Kanza, Kiowa, Nacono, Pawnee,
y Shawneey) encontraron un intervalo de contenido de fenoles totales de 290 a
633 mg GAE/g, valores por arriba de los mostrados en el presente estudio. Por
otra parte, Pinheiro y col. (2009) reportaron un menor contenido de fenoles
totales (117-167 mg GAE/g) en 5 cultivares de nuez pecanera (Barton,
Shoshone, Shawnee, Choctaw y Cape Fea) en comparacion al estudio de
Villarreal pero mayor al del presente estudio (Tabla 3).

De la Rosa y col. (2011) en su estudio con 2 cultivares de nuez (Western
y Wichita) presentan valores de fenoles totales mayores (65.3-92.5 mg GAE/Q)
al del presente estudio (Tabla 3).

Un factor importante a considerar son las diferencias entre valores de
fenoles, es la comparacidon entre varias especies dentro del grupo de los frutos
secos. La diferencias entre las cantidades de fenoles del presente estudio y las
reportadas para la misma especie por Villarreal y col. (2007) y Pinheiro y col.
(2009), se debe a que los cultivares provienen de diferentes areas geograficas,
siendo expuestas a diferentes condiciones climatolégicas durante su desarrollo,
aun cuando pertenecen a la misma especie y mismos cultivares, especialmente
el estudio reportado por De la Rosa y col. (2011). Se ha reportado que la
cantidad de horas efectivas de frio a las que son expuestas las plantas son
determinantes para la sintesis de metabolitos secundarios (compuestos

polifendlicos).
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Tabla 3. Comparacién en contenido de fenoles totales entre los diferentes

frutos secos.

Fruto/Autores Rango de contenido de compuestos fendlicos
en mg GAE/g

Minima Maxima

Nuez pecanera

Presente estudio 31.8 39.8

Villarreal y col., (2007) 290 633

Pinheiro y col., (2009) 117 167

De la Rosa y col.,(2011) 65.3 92.5

Nuez (Juglans regia)

Akbari y col., (2012) 939 3,211

Jalili y col., (2012) 13.4 30.1

Nuez anacardo

Kamath y Rajini, (2007) 243

Avellana

Contini y col., (2008) 56.6
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Contenido de Flavonoides Totales

Los extractos metandlicos de los endocarpios pertenecientes a los cultivares
Western y Wichita, temporadas 2011 y 2012, exhibieron los contenidos mayores

de flavonoides totales cubriendo un rango de 26.15 a 31.65 mg CEt/g (Tabla 2).

Los trabajos de Akbari y col. (2012) con nuez (Juglans regia) y Tomaino y
col. (2010) con pistacho, muestran una concentracién mayor de flavonoides
totales presentes en los endocarpios en comparacién a los del presente estudio
(Tabla 4). Sin embargo, De la Rosa y col. (2011) sefialan en su estudio valores
similares (26.3 — 36.1 mg CE/g) a los del presente estudio, esto puede deberse

a que se trata de los mismos cultivares de nuez pecanera.

La diversidad climatolégica en las zonas de cultivo (cantidad de horas
frio) a las que es sometido el fruto durante su desarrollo es un factor
importante para explicar las diferencias entre los valores de los compuestos

fendlicos (Nufiez Moreno y col., 2010).
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Tabla 4. Comparacion en contenido de flavonoides totales entre los
diferentes frutos secos.

Fruto/Autores Rango de contenido en flavonoides totales en
mg CE/g

Minima Maxima

Nuez pecanera

Presente estudio 22.3 31.7

De la Rosa y col., (2011) 26.3 36.1

Nuez (Juglans regia)

Akbari y col., (2012) 301 811
Pistacho
Tomaino y col., (2010) 70.3
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Contenido de Taninos Condensados

En lo que respecta al contenido de taninos, el intervalo encontrado en los
cultivares Western y Wichita de las tres temporadas (2010, 2011 y 2012) fue de
384.39+3.04 a 406.60+0.72 mg CE/g. Siendo los niveles mas altos para los
cultivares de nuez Western y Wichita (2010) (401.77+1.23 y 406.60+0.72 mg
CEl/g, respectivamente) (Tabla 5).

Tabla 5. Taninos condensados en endocarpio de nogal pecanero.

Cultivar/Temporada mg CE/g
Western 2010 401.77+1.23°
Western 2011 390.79+1.05"°
Western 2012 390.00+3.05"°
Wichita 2010 406.60+0.72°
Wichita 2011 384.39+3.04%
Wichita 2012 396.68+1.73°¢

Las diferentes letras en la misma columna significa diferencias significativas entre las

muestras (n= 6, P<0.05).

Tomaino y col. (2010) en su estudio con endocarpio de pistacho, encontro
gue el contenido de taninos condensados fue significativamente menor en
comparacion con los de la nuez pecanera del presente trabajo (Tabla 6), esto

debido a las diferencias entre especies dentro del grupo de los frutos secos.
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Con respecto a estudios realizados en distintos cultivares pertenecientes
a la misma especie del presente trabajo, Villarreal y col. (2007) encontraron un
contenido de taninos condensados notablemente mayor (388 — 876 mg CE/g) a
Pinheiro y col. (2009). Por otro lado, se puede observar que el contenido de
taninos condensados encontrados en este estudio estdn dentro del rango de
valores reportados por De la Rosa y col. (2011), quienes estudiaron cultivares

mismos del presente estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion en contenido de taninos condensados entre los
diferentes frutos secos.

Rango de contenido en taninos condensados

Fruto/Autores
en mg CE/g

Minima Maxima
Nuez pecanera
Presente estudio 384.39 406.6
Villarreal y col., (2007) 495 876
Pinheiro y col., (2009) 35 48
De la Rosa y col., (2011) 316.1 464.4
Pistacho
Tomaino y col., (2010) 16.43
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Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC). Método ABTS

En lo que respecta a la capacidad antioxidante por ABTS, los extractos
metandélicos de los cultivares Western y Wichita (2012) exhibieron la mayor
capacidad con 1 315. 63 y 1 354.88 umol TE/g de endocarpio. Estos
endocarpios también presentaron los mayores niveles de fenoles y flavonoides
totales. Ambos cultivares presentaron diferencias significativas entre las

actividades antioxidantes de las temporadas (2010, 2011) (Tabla 7).

Tabla 7. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC).
Métodos ABTS y DPPH en endocarpio de nogal pecanero.

Cultivar/Temporada ABTS pmol TE/g DPPH pmol TE/g
Western 2010 1 101.32+75.20% 943.15+32.55%
Western 2011 1 272.45+20.49° 1 219.56+78.63"
Western 2012 1 315.63+94.68° 1 559.55+5.79°
Wichita 2010 1 272.30+25.84° 1 042.55+107.34°
Wichita 2011 1 111.95+57.40% 1000.13+25.49°
Wichita 2012 1 354.88+79.07°¢ 1 416.98+22.00°

Las diferentes letras en la misma columna significa diferencias significativas entre

las muestras (n= 6, P<0.05).
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En cuanto a estudios realizados en cultivares pertenecientes a la especie
Carya illinoensis, Pinheiro y col. (2009) encontraron valores de actividad
antioxidante que van de 1 112 a 1 763 pumol TEAC/g, los cuales presentan una
similitud con el rango de valores obtenidos en el presente estudio. No obstante,
De la Rosa y col. (2011) reportan una actividad antioxidante baja (518.4-644.2
umol TE/g) aun para la misma muestra en estudio (Tabla 8).

Shahidi y col. (2007) realizaron un estudio de la capacidad antioxidante
(ABTS) en extractos de endocarpio de avellana, obteniendo un valor
significativamente alto (4 744.95 umol TE/g), asimismo, Xu y col. (2012)
encontraron un intervalo de actividad antioxidante en especies de Corylus
avellana L entre 122.1 (para Yamhill) y 169.7 (para Clark) umol TE/g (Tabla 8).
Por otro lado, Seeram y col. (2006) evaluaron la actividad antioxidante (ABTS)
en endocarpio de pistacho, obteniendo valores que van de 173.8 a 952.5 umol
TE/g, contrariamente a lo publicado por Siriwardhana y col. (2002) en su
estudio con endocarpio de almendra, donde se observa una actividad
antioxidante significativamente baja (52.9 umol TE/g) (Tabla 8).

La diferencia entre capacidades antioxidantes de endocarpios de los
mismos cultivares, o variedades de frutos secos, se podria deber a la cantidad
y diversidad de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos presentes con actividad
antioxidante, producidos por el estrés generado en la planta a consecuencia de
las horas frio recibidas por las condiciones climatolégica en las zonas de
cultivo y que son necesarias para el desarrollo del fruto (Sies, 1997; Kukoski y
col., 2005; Arranz Martinez, 2010; Nufiez Moreno y col., 2010).
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Tabla 8. Comparacion en actividad antioxidante (ABTS) entre
diferentes frutos secos.

los

Fruto/Autores Rango de contenido en actividad

antioxidante (ABTS) en pumol TE/g

Minima Maxima
Nuez pecanera
Presente estudio 1101.32 1 354.88
Pinheiro y col., (2009) 1112 1763
De la Rosa y col., (2011) 518.4 644.2
Avellana
Shahidi y col., (2007) 4 744.95
Xuy col., (2012) 122.1 169.7
Pistacho
Seeram y col., (2006) 173.8 952.5
Almendra
Siriwardhana y col., (2002) 52.9
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Capacidad Antioxidante por Método DPPH

En la Tabla 9 se observa que los extractos metandlicos de los cultivares
Western y Wichita del 2012, mostraron la mayor inhibicién por DPPH (1 559.55
y 1 416.98 umoles equivalentes Trolox/g), mismos que por DPPH. La menor
inhibicién la expresaron los cultivares Western temporadas 2010 y 2011 (943.15
y 1 219.56 umoles equivalentes Trolox/g) y Wichita temporadas 2010 y 2011 (1
042.55 y 1000.13 pumol TE/g) (Tabla 7).

Villarreal 'y col. (2007), realizaron wun estudio con cultivares
pertenecientes a la especie Carya illinoensis, encontrando una actividad
antioxidante mayor (1 318.47-2, 697.41 um TE/g) medida a través dela

inhibicion del radical DPPH’. Asimismo, Pinheiro y col. (2009) reportan valores

de inhibicion que van de 1 220 a 1 950 um TEAC/g. Por el contrario, De la Rosa
y col. (2011) muestran valores bajos de inhibicién (537.8-720.3 pmol TE/g)
comparados con el presente estudio (Tabla 9).

La capacidad de inhibiciéon del radical DPPH" en una muestra de estudio,

es debida a la cantidad presente de compuestos hidrofébicos estabilizadores
del radical con propiedad antioxidante, los cuales son sintetizados cuando la
planta vegetal es sometida estrés sea por las condiciones climatolégicas o
hidricas durante su desarrollo en las zonas de cultivo. Esto es una explicacién
de las diferencias entre las capacidades antioxidantes sea del mismo o
diferente cultivar y variedad de los frutos secos (Sies, 1997; Kukoski y col.,
2005; Arranz Martinez, 2010; Nufiez Moreno y col., 2010).
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Tabla 9. Comparacion en actividad antioxidante (DPPH) entre
diferentes frutos secos.

los

Fruto/Autores

Rango de contenido en actividad

antioxidante (DPPH) en umol TE/g

Nogal pecanero

Presente estudio

Villarreal y col., (2007)

Pinheiro y col., (2009)

De la Rosa y col., (2011)

Minima Maxima
943.15 1 559.55

1 318.47 2 697.41
1220 1 950
537.8 720.3
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Identificacién de los Compuestos Fendlicos por HPLC

Con respecto a la identificacion de la fraccion fendlica acida del endocarpio del
cultivar Wichita de nogal pecanero (Carya illinoensis) se logré identificar y
cuantificar por HPLC, entre los flavonoides a epicatequina, epigalocatequina y
de los &cidos fendlicos al galico- El contenido mayor de epicatequina lo
presentaron las temporadas 2010 y 2011 (382.30+£51.49-198.20+£16.43 nug/g);
mientras que el de la temporada del 2012 mostr6 el menor contenido
(109.69+2.43 pg/g) (Tabla 10).

Por otro parte, para la temporada 2010 se encontré6 un contenido
significativamente mayor de epigalocatequina (30 981.27+3 049.84ug/9),

mostrando, una diferencia significativa con las temporadas 2011 y 2012.

En cuanto al acido galico se encontr6 que las temporadas 2010 y 2012

presentaron los niveles mayores (183 y 198, respectivamente) (Tabla 10).

En trabajos realizados por Tomaino y col. (2010) y John y Shahidi, (2010)
en endocarpios de pistacho y nuez de Brasil respectivamente, encontraron un
contenido mayor de acido galico, mientras que para epicatequina, los valores
fueron significativamente menores (104.8 a 10.56 ug/g) a los de la nuez

pecanera del presente trabajo (Tabla 11).

El contenido de acido galico mostrado en este estudio, se encuentra en el
rango de valores reportados por De la Rosa y col. (2011), quienes estudiaron

los mismos cultivares del presente estudio (Tabla 11).

Se ha observado que el acido galico es el compuesto fenélico predominante en
el endocarpio de diferentes frutos secos (Tomaino y col., 2010; John y Shahidi,
2010; De la Rosa y col., 2011). Por el contrario, se ha reportado una gran

viariabilidad en el contenido de flavonoides (epicatequina y epigalocatequina),

54



esto podria deberse a las diversas condiciones de desarrollo (ambientales) a
las que estuvieron expuestos los frutos secos, lo cual provoca una mayor

variabilidad en cantidad y tipo de metabolitos secundarios.

Tabla 10. Cuantificacion de compuestos fendlicos en endocarpio de
nogal pecanero.

Cultivar/ GA Ecat Egcat
Temporada nagl/g ng/g na/g

Wichita 2010 183.18+27.16° 832.30+51.49° 30 981.27+3 049.84°
Wichita 2011  69.13+2.02% 713.30+28.49% 12 341. 96+1 653.692
Wichita 2012 198.20+16.43° 109.69+2.43° 12 875.51+4.389.43%

Las diferentes letras en la misma columna significa diferencias significativas entre las
muestras (n= 3, P<0.05); comparacion de muestras contra libreria espectral= 96-98 % de

similitud.
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Tabla 11. Analisis cuantitativo de compuestos fendlicos entre los diferentes
frutos secos.

Fruto/Autores GA (pg/g) Ecat (ng/g) Egcat (png/g)

Nuez Pecanera

Presente estudio 183.18-198.20 109.69-832.30 12 341.96-30 981.27

De la Rosa y

col., (2011) 189-274.5

Pistacho

Tomaino y col.,

(2010) 97.631-453.31 104.8-10.56

Nuez del Brasil

John y Shahidi,

(2010) 294.19
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CONCLUSIONES

Los endocarpios 6 ciscara de los dos cultivares de nuez (Western y Wichita) de
las tres temporadas (2010, 2011 y 2012) exhibieron contenidos importantes de

fenoles y flavonoides totales; asimismo, de taninos condensados.

Los principales compuestos fenélicos encontrados en los endocarpios 6
cascara de los cultivares de nuez (Western y Wichita) de las tres temporadas

(2010, 2011 y 2012) fueron acido galico, epicatequina y epigalocatequina.

Todos los extractos de los endocarpios de los dos cultivares de nuez y de
las tres temporadas de estudio mostraron una capacidad antioxidante total

significativamente mas alta o similar a las reportadas para esta especie.
Por lo anterior, se puede considerar al desecho agroindustrial de la nuez

pecanera (endocarpio) como una fuente importante de compuestos

antioxidantes.
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RECOMENDACIONES

Deseando una mejora del mismo trabajo se recomienda lo siguiente:

Cuantificar la citotoxicologia de los extractos del endocarpio del nogal

pecanero.
Sugerir a la industria que maneja productos hechos con antioxidantes, el

uso del endocarpio de la nuez pecanera considerando su potencial como fuente

de antioxidantes naturales.
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