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RESUMEN

Se cuantificaron los compuestos polifendlicos del extracto acuoso de la
cascara de nuez pecanera (Carya illinoensis), se realizO ademas un analisis
quimico para determinar su contenido nutrimental. A través de una cromatografia
liguida de alta resolucion, acoplado a espectrémetro de masas HPLC/MS, se

determinaron los compuestos bioactivos.

Para la cuantificacién de compuestos polifendlicos del extracto acuoso de
la cascara de nuez, se realizaron dos estudios en la cual se determinaron las
fracciones de taninos condensados por la técnica de HCI-butanol y taninos
hidrolizables por la técnica de Folin-Ciocalteu. La sumatoria de las dos fracciones

antes mencionadas proporcioné el resultado de polifenoles totales.

El extracto acuoso de cascara de Carya illinoensis contiene mayor
concentracion (mg/g) de taninos condensados que de taninos hidrolizables, con
un promedio de 37.79 y 20.38, respectivamente. Posteriormente los resultados
del andlisis quimico evidencian que el material de estudio en cuestion posee un
alto contenido de fibra cruda (promedio de 61.09 %), ademas de un bajo
contenido de proteina cruda (PC) con un valor de 2.41 % Yy extracto etéreo con
un valor de 1.22 % (EE).

Los compuestos bioactivos identificados fueron, Pelargodenin 3-O-
glucosil-rutinocido, Apigenin 6,8 diglucosido, Epigalocatequin 7-O-glucuronido,

Dimetil epigalocatequin 3-O-galato y Sesaminol.

Palabras clave: compuestos polifenolicos, nogal pecanero, extracto acuoso,
compuesto bioactivo
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1. INTRODUCCION

Segun el Comité Mexicano del Sistema Producto Nuez A.C.
(COMENUEZ, 2015), la produccion nacional en el afio 2014 fue de 126 mil 799
toneladas de nuez pecanera, lo que colocé a nuestro pais como principal
productor de este producto en el mundo. Los principales productores a nivel
nacional son Chihuahua, Sonora, Coahuila, Durango y Nuevo Leon, aportando

mas del 95 % de la produccion nacional (Guzman, 2014).

Coahuila contribuye con un 14 % de la produccion nacional. De acuerdo
con el reporte de la Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural,
Forestal y Pesquero (FND, 2014), se lograron ingresos de aproximadamente

USD 259 millones por un volumen de 52,000 toneladas vendidas al extranjero.

A la fecha los residuos del nogal no son aprovechados por los nogaleros
y los industriales de nuestro pais, desaprovechando una oportunidad de ingresos

que se estima significativa.

En los estados del norte de México donde se concentra la mayor
produccion de nuez es comudn ver a las cabras y ovejas pastoreando en los
huertos de nogal, representando una fuente secundaria de ingresos para el
productor que tiene como principal actividad la produccion agricola. Siendo una
explotacion pecuaria no tecnificada, suele presentarse problemas sanitarios en
los hatos ovinos y caprinos, uno de los mas comunes es la presencia de
endoparasitos que merman la produccion, y por ende, existe la necesidad de la

desparasitacion.

La mayor parte de las explotaciones ovinas y caprinas en el pais son

rudimentarias, caracterizadas por falta de organizacion en su manejo sanitario,

1



alimenticio, genético, reproductivo, entre otros, lo que ha significado el desarrollo
de la resistencia de los endoparasitos a los antihelminticos comerciales, todo esto
conduce a plantear la idea de usar el extracto acuoso de la cascara de nuez
como una alternativa para la desparasitacion de los animales, ya que es bien
sabido que los vegetales, incluyendo al nogal, contienen ademéas de los
metabolitos primarios como las proteinas, carbohidratos, lipidos, entre otros, una

gran cantidad de compuestos fendlicos (Guerra, 2012).

En los ultimos afios, el estudio de los polifenoles ha tomado gran auge,
dado a que tienen efectos positivos en la salud animal, ya que poseen
propiedades cicatrizantes, antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales,

anticancerigenas y antihelminticas, entre otras.



1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo General
e Determinar el contenido de polifenoles condensados, hidrolizables y
totales del extracto acuoso de la cascara de nuez
1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar compuestos bioactivos de un extracto acuoso de cascara de
nuez pecanera mediante cromatografia liquida de alta resolucion,

acoplado a espectrémetro de masas HPLC/MS.

e Determinar el contenido nutrimental de la cascara de nuez pecanera

mediante un analisis quimico.

1.2Hipétesis

e EIl extracto acuoso de la cascara de nuez pecanera contiene mayor

concentracion de polifenoles condensados que hidrolizables.

e La cascara de nuez pecanera tiene buena calidad nutrimental

e La cascara de nuez pecanera contiene una infinidad de compuestos
bioactivos



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Metabolismo vegetal

Es el conjunto de fendmenos fisico-quimicos que se producen en la planta,
gracias a los cuales se llegan a sintetizar, en una serie de procesos anabdlicos,
los diversos elementos que forman el organismo, a la vez que, de manera

catabdlica la materia es degradada o simplificada (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo
constituye el metabolismo. La mayor parte del carbono, del nitrégeno y de la
energia termina en moléculas comunes a todas las células, necesarias para su
funcionamiento y el de los organismos. Se trata de aminoacidos, nucle6tidos,
azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y desempefiando las mismas

funciones. Se denominan metabolitos primarios (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

2.2 Metabolitos secundarios

El metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la
transformaciéon y la degradaciéon de los compuestos enddgenos mediante
proteinas de especializacion, las cuales se han formado como resultado de los
procesos de diferenciacion y se clasifican segun su significacion bioldgica y

funcién en la célula productora (Valdés y Balbin, 2000).

Las plantas, a diferencia de otros organismos, destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de

solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan



metabolitos secundarios (también denominados productos secundarios,

productos naturales) (Avalos y Pérez, 2009).

Una de las principales diferencias que presentan los metabolitos
secundarios con relacion a los primarios es su distribucion limitada en el reino
vegetal; mientras que los compuestos primarios se encuentran en todo el reino y
las diferencias entre especies solo son de indole cuantitativa (Ramos et al.,
1998).

Un metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en
una sola especie vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras que los
metabolitos primarios estan presentes en todo el reino vegetal (Taiz y Zeiger,
2006).

2.1.1 Biosintesis

Las rutas biosintéticas que forman parte del metabolismo secundario es
un tema que en los ultimos afios ha llamado poderosamente la atencion. La
sintesis especifica de cada compuesto suele estar restringida a estados
especificos del desarrollo respectivo de cada tipo de organismo, células
especializadas y periodos de estrés causados por la deficiencia de nutrientes o
por el ataque de microorganismos (Garcia, 2004). Este fendmeno se debe a la
formacién, dependiente de fase, de la correspondiente enzima, lo que significa
gue la expresion del metabolismo secundario se basa en un proceso de

diferenciacion (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

Atendiendo a las vias biosintéticas que les dan origen, los compuestos
secundarios se dividen en tres grandes grupos: los terpenos, las sustancias
fendlicas y los compuestos que contienen nitrdgeno en su estructura (Valdés y
Balbin, 2000).



El metabolismo primario proporciona un gran numero de moléculas
simples, como el &cido shiquimico, el acetato y los amino&cidos, los cuales
constituyen los materiales de partida para las rutas biosintéticas del metabolismo

secundario, que se presenta en la fig. 2.1 (Garcia, 2004).

co2

Fotosintesis

METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO

Eritrosa-4.fosfato Fosfoenolpiruvato Piruvato 3-fosfoglicerato
Clclo dcidos Acetil CoA
tricarboxilicos
v
Aminoéacidos
alifaticos
acil Ruta del acido aci
Rut.a d:al .audo el Ruta de! a.udo Ruta MEP
siquimico maldnico mevaldnico

Aminodcidos
aromaticos

Metabolitos secundarios
nitrogenados

Compuestos
_L ‘ P Terpenos

fendlicos

Figura 2.1. Esquema simplificado de las principales rutas de biosintesis de
metabolitos secundarios y sus interrelaciones con el metabolismo primario
(Tomado de Taizy Zeiger, 2006).

2.2.2 Funcion de los metabolitos secundarios en las plantas

Durante muchos afios se ha creido que los metabolitos secundarios eran
productos finales del metabolismo sin funcién o metabolitos de desecho. Sin
embargo, estudios realizados por investigadores, demostraron que €stos poseen

importantes funciones ecolégicas para las plantas:

e Protegen a las plantas de la ingestidén de los herbivoros y de la infeccién

por patdgenos microbianos.



e Sirven como atrayente de los polinizadores y dispersadores de semillas y

como agentes de la competencia planta-planta.

Segun los evolucionistas, las defensas vegetales surgieron a través de
fendbmenos de mutacion hereditaria, seleccion natural y cambios evolutivos. Las
plantas sufrieron mutaciones al azar en las rutas metabdlicas basicas que dieron
lugar a nuevos compuestos, que pudieron ser toxicos para los herbivoros y

microorganismos patégenos.

2.3 Clasificacién de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios vegetales pueden dividirse en tres grupos
guimicamente diferentes: terpenos, fenoles y compuestos que contienen

nitrégeno (Taiz y Zeiger, 2006).

2.3.1 Terpenos

Los terpenos o terpenoides, constituyen el mayor numero grupo de
metabolitos secundarios. Los diferentes compuestos de esta clase son por lo
general insolubles en agua. Son biosintetizados a partir de acetil CoA o de

intermedios glicoliticos (Taiz y Zeiger, 2006)

Todos los terpenos se derivan de la unién de elementos de cinco carbonos

gue tienen el esqueleto carbonado ramificado del isopentano:

CH

.,

fCH—CI—JE
CHy CH;

Los elementos estructurales basicos de los terpenos se conocen como

unidades de isopreno:



H,C
CH—CH==CH,
H,C

De esta forma, los terpenos se clasifican por el nUmero de unidades de
isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos unidades C5y
se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno y se
denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los
diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla
de politerpenos cuando contienen méas de 8 unidades de isopreno (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Los terpenos son toxinas y repelentes para un gran nimero de insectos y
mamiferos que se alimentan de las plantas, de forma que desempefian un

importante papel defensivo en el reino vegetal (Taiz y Zeiger, 2006).

Dentro de cada tipo de terpenos existen compuestos muy importantes
desde el punto de vista fisioldgico y ecologico, pero también importantes desde
el punto de vista antropocéntrico porgue son sustancias con actividades

biol6gicas muy diversas (Taiz y Zeiger, 1991).

Todos los terpenos naturales proceden de unidades de acetato activo
(acetil-Coenzima A), que se condensan y transforman para originar acido
mevalobnico, unidad de cinco atomos de carbono, especifica de la biosintetis de
terpenos (Garcia, 2004).

2.3.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, también llamados fenoles o polifenoles
vegetales, son sustancias que poseen al menos un anillo aromético con un radical

hidroxilo sustituyente en su estructura quimica, o sea un grupo fendlico. El fenol



mismo se encuentra como un producto natural en el reino vegetal, pero es mas

comun que los compuestos fendlicos tengan dos o mas grupos hidroxilo.

De todos los metabolitos secundarios los polifenoles son los mas

ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal (Markham, 1982).

Se reconocen 13 grupos de polifenoles y se identifican segun su esqueleto
basico de atomos de carbono como compuestos Cs, que son los fenoles simples;
Ce-C1 0 &cidos fendlicos; Ce-C2, que incluye a los &cidos fenilacéticos y
acetofenonas; Ce- Cs, que incluye a los acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas y cromonas; Cs-Cs4 0 naftoquinonas; Ce-C1-Cs 0
xantonas; Ce- C2-Cs, que incluye a los estilbenos y antroquinonas; Cs-C3-Cs 0
flavonoides; (Cs-Cs3)2 0 lignanos; (Ces-C3-Cs)2 0 biflavonoides; (Ce-Cs)n 0 ligninas;
(Ce)s 0 catecolaminas; y (Cs-C3-Cs)n 0 flavolanos, también llamados taninos

condensados (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los compuestos fendlicos de las plantas son biosintetizados en diferentes
rutas y, por ello, constituyen un grupo heterogéneo desde un punto de vista
metabdlico. Existen dos rutas basicas implicadas en este proceso: la ruta del

acido shiguimico y la ruta del &cido maldnico, que se muestra en la fig. 2.2.

En los vegetales la ruta del acido siquimico es la responsable de la
biosintesis de la mayoria de los fenoles. Por otra parte, la ruta del acido malénico
es poco empleada por plantas superiores, por lo que es mas empleada por

hongos y bacterias.
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Figura 2. 2: Rutas de sintesis de compuestos fendlicos (Tomado de Avalos y
Pérez-Urria, 2009)

A partir de eritrosa-4-P y de &cido fosfoenolpirdvico se inicia una secuencia
de reacciones que conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados de éste,

aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina).

La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. Esta
ruta esta presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales. La
fenilalanina y el tripté6fano se encuentran entre los aminoacidos esenciales para
los animales que se incorporan en la dieta. La tirosina no es esencial en el sentido

de que los animales pueden sintetizarla por hidroxilacion de fenilalanina.

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides. Su
esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos
unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcion del grado de
oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se encuentra

la defensa y la pigmentacién (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Las antocianinas son flavonoides pigmentados responsables de la
mayoria de los colores de las flores y los frutos. Por ello son importantes en la
polinizacién y en la dispersion de semillas. Son glicésidos con un azucar en
posicion 3. Cuando las antocianinas carecen de azucar se denominan

antocianidinas.

El color de las antocianinas depende del nimero de grupos hidroxilo y
metoxilo en el anillo B y del pH de las vacuolas en las que se almacenan. Algunos
ejemplos son pelargonidina (rojo-naranja), cianidina (rojo purpura) y delfinidina

(azul purpura).

2.2.3 Taninos

Los taninos son compuestos no nitrogenados con un peso molecular entre
300 y 20,000 Da (Khanbabaee y Ree, 2001), amorfos, de sabor astringente,
débilmente acidos la mayoria de ellos se encuentran presentes en el citoplasma

y las vacuolas de las células como metabolitos secundarios.

Después de las ligninas, los taninos son el segundo grupo de compuestos
fendlicos presentes en las plantas, y se encuentran distribuidos principalmente

en cortezas, maderas, hojas, frutos, raices y semillas (Guerra, 2012).

Existen dos categorias: taninos condensados y taninos hidrolizables. Los
taninos condensados son polimeros de unidades de flavonoides unidas por
enlaces C-C, los cuales no pueden ser hidrolizados pero si oxidados por un acido
fuerte para rendir antocianidinas. Los taninos hidrolizables son polimeros
heterogéneos que contienen acidos fenolicos, sobre todo acido galico y azucares
simples; son mas pequefios que los condensados y se hidrolizan mas facilmente.
Generalmente son toxinas debido a su capacidad de unirse a proteinas. También

actuan como repelentes alimenticios de muchos animales que evitan, en el caso
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de los mamiferos, plantas o partes de plantas que contienen altas
concentraciones de taninos. Esto ocurre en los frutos inmaduros en los que se

concentran los taninos en la piel (Avalos y Pérez, 2009).

2.3.4 Compuestos que contienen nitrégeno

Existen muchos metabolitos secundarios que contienen nitrdgeno en su
estructura. Dentro de ellos se encuentran los alcaloides y los glicosidos
cianogénicos. Muchos metabolitos secundarios nitrogenados se biosintetizan a

partir de aminoacidos comunes.

2.3.5 Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas de 15,000 metabolitos
secundarios que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua,
contienen al menos un atomo de nitrdgeno en la molécula, y exhiben actividad
biolégica. La mayoria son heterociclicas aunque algunos son compuestos

nitrogenados alifaticos (no ciclicos).

Se encuentran en el 20 % aproximadamente de las plantas vasculares, la

mayoria dicotiledéneas herbaceas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

En estas sustancias, el atomo de nitrégeno esta formando parte de un
anillo heterociclico, un anillo que contiene atomos de nitrégeno y de carbono
(Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Como su nombre lo sugiere, muchos alcaloides son alcalinos. A los valores
normales de pH del citosol (pH 7.2) y de la vacuola (pH de 5 a 6), el atomo de
nitrogeno esta protonado; por tanto, los alcaloides estan cargados positivamente

y, por lo general, son solubles en agua.
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Los alcaloides se sintetizan cominmente de aminoacidos comunes como

la lisina, tirosina y triptéfano.

Actualmente se considera que la mayoria de los alcaloides actian como
defensas frente predadores, especialmente mamiferos, debido a su toxicidad y
capacidad de disuasion (Taiz y Zeiger, 2006).

2.3.6 Glicosidos

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo.
Existen tres grupos de glicésidos de particular interés: saponinas, glicosidos
cardiacos Yy glicésidos cianogénicos. Una cuarta familia, los glucosinolatos, se
incluyen en este grupo debido a su estructura similar a los glicosidos (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Las saponinas se encuentran como glicésidos esteroideos, glicésidos
esteroideos alcaloides o bien glicésidos triterpenos. Son por tanto triterpenoides
o esteroides que contienen una o mas moléculas de azlcar en su estructura. Se
pueden presentar como agliconas, es decir, sin el azlcar (el terpeno sin el azucar,
por ejemplo), en cuyo caso se denominan sapogeninas glicosidos (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Los glicésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las saponinas
esteroideas, tienen también propiedades detergentes, pero su estructura
contiene una lactona. Se encuentran de forma natural en forma de glicésidos o

de agliconas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los glicésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados, que no son

téxicos por si mismos pero se degradan cuando la planta es aplastada liberando
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sustancias volatiles téxicas como cianuro de hidrogeno (HCN) (Avalos y Pérez-
Urria, 2009).

2.4 Descripcion del material vegetal
2.4.1 Nogal pecanero

El nogal pecanero (Carya illinoensis) del cual obtenemos la nuez
encarcelada pertenece a la familia Juglandaceae (cuadro 2.1), que comprenden
a las plantas arboreas que producen una drupa, la cual consiste en un fruto
monospermo de mesocarpio carnoso, coriaceo o fibroso rodeado de un
endocarpio lefioso con una semilla en su interior, en el cual durante la fase de
maduracioén el pericarpio y el mesocarpio se secan y el endocarpio (cascara) y la
semilla (almendra) son consideradas como la nuez. Los géneros mas
importantes de esta familia son Juglans y Carya, destacando en el primero el

nogal de Castilla 'y en el segundo el nogal pecanero (Guerra, 2012).

El nogal pecanero es un arbol que puede superar los 30 metros de altura,
muy vigoroso y longevo, el cual inicia su vida productiva entre los 6 a 10 afios de
edad y contintia produciendo en niveles éptimos y comerciales durante poco mas
de 50 afios (SAGARPA, 2007).

14



Cuadro 2.1: Clasificacion taxonomica del nogal pecanero

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Juglandales
Familia Juglandaceae
Género Carya
Especie Spp.

Fuente: SINAREFI, 2016.

2.4.2 Produccién nacional

Durante el 2014 el pais obtuvo una cosecha de casi 127 mil toneladas, con

lo que desbancé a EU del primer lugar.

Durante 2014 la produccion nacional de nuez pecanera fue de 126 mil 799
toneladas (fig. 2.3), lo que representa un 20% mas que la obtenida en el 2013,
dicho incremento permitié a México colocarse como el principal productor de este
producto en el mundo (COMENUEZ, 2014).

El estado mexicano con mayor produccion fue Chihuahua (fig. 2.4), al
alcanzar 80 mil 413 toneladas, resultado que pone a esta entidad, incluso, por
encima del estado de Georgia, que por tradicién habia sido el mayor productor

estadunidense con 33 mil 142 toneladas.

La nuez por ser un producto muy nutritivo se ha vuelto muy demandada, y
ello hace que el cultivo sea rentable, por lo que se prevé un aumento del precio,
es decir, que pase de 55 mil pesos promedio por tonelada a 65 mil pesos por

tonelada.
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El mercado de exportacion acapara el 63 por ciento de la produccién
nacional, la mayor parte se destina hacia Estados Unidos, con lo cual, se obtienen

alrededor de 370 millones de dolares en ventas anuales (Tierra Fértil, 2014).
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Figura 2.3: Datos estadisticos de la produccion (toneladas) de nuez en México
durante el periodo 2000-2014 segun datos del SIAP-SAGARPA.

Como se puede apreciar en la figura 2.4, la produccién nacional de nuez
durante el periodo comprendido entre el 2000 a 2014 es inestable, observandose
que la mayor produccion se obtuvo en el afio 2009, la cual se equipara a la
produccion de 2012 a 2014. La produccién més baja se obtuvo en el afio 2000,
donde a partir de dicho afio se incrementa de manera gradual la produccion.

Notandose ademas que en el afio 2010 una un decremento significativo.
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Figura 2.4: Participacion (%) de los estados con mayor produccion

Como se puede apreciar en la figura 2.5, el estado con mayor produccion
es Chihuahua, que ocupa un 54.3 %, seguido de Sonora y Coahuila con 15.5 %
y 13. 6 % respectivamente. Los estados de Durango y Nuevo Ledn destacan con
su participacion de 5.9 % el primero y 5.5 % el segundo, el resto del pais tan solo

ocupa un 5.2 % de la produccién nacional.

2.4.3 Cascara de nuez pecanera (Carya illinoensis)

La cascara de nuez pecanera equivale al 50% en peso de la nuez siendo
el primer subproducto de la industria comercializadora de nuez (Lépez et al,
2004). Tiene usos tales como: material para jardineria, abrasivo, carbon activado

y como fuente de pigmentos y taninos, entre otros (Guerra, 2012).

La céscara de nuez es una fuente excepcional de taninos y pueden ser
obtenidos con altos rendimientos (cerca del 40 % en base al peso seco) y son
MAas reactivos que la mimosa, el estandar industrial para los taninos condensados
(Guerra, 2012).
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2.5 Métodos de cuantificacion de metabolitos secundarios

Para la obtencion del extracto es importante identificar la parte de la planta
gue contiene los constituyentes de interés. El mecanismo de extraccion involucra
dos fenémenos fisicos: difusién a través de la pared celular y el lavado de los
contenidos celulares, una vez que las paredes se han roto (Vinatoru, 2001).

Las diferentes coloraciones y la cantidad de color producidas por unidad
de masa en los métodos colorimétricos (Schofield et al., 2001), la variabilidad en
los resultados con la utilizacion de diferentes patrones y los diferentes
mecanismos en las técnicas de precipitacion (Krueger et al, 2000), son las

mayores limitantes en las marchas analiticas mas utilizadas en la actualidad.

El grupo de metabolitos que més se ha cuantificado en el campo de la
nutricion animal son los compuestos fendlicos, como producto de su amplia
distribucion en las plantas de interés agricola y su repercusion en la fisiologia

digestiva de los rumiantes y los no rumiantes (Mueller-Harvey, 2001).

La técnica Folin-Ciocalteau (propuestos en los trabajos realizados por
estos autores entre los afios 1912 y 1927), que se basan en la reduccion del
acido fosfomolibdico hasta 6xidos azules de molibdeno con estados de oxidacion
inferiores a 7+, se han convertido en técnicas universales en la determinacion de
fenoles totales (Mueller-Harvey, 2001); sin embargo, Schofield et al. (2001)
plantean que el método del Azul de Prusia (FeCls/ KsFe (CN)e), en sentido

general, propicia mejores lecturas.
Segun Garcia (2004), los métodos para la cuantificacion de compuestos

fendlicos se pueden clasificar en: 1) colorimétricos, 2) cromatograficos, 3)

gravimétricos, 4) de inhibicidon enzimatica, 5) por precipitacion, 6) toxicologicos.
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El ensayo del butanol-HCI es especifico para taninos condensados, pero
requiere de patrones internos fidedignos a la naturaleza de la muestra analizada,
ya que el color varia con la estructura tanica. Aunque es un método clasico, no
es totalmente confiable para la determinacion si no se conoce el tipo de tanino

presente (Garcia, 2004).

La utilizaciéon de la Vainillina-HCI es especifica para meta difenoles y se
pueden cuantificar los monémeros de taninos condensados obtenidos después
de la hidrélisis del material; no obstante, si estdn presentes unidades de
flavonoides se pueden obtener sobreestimaciones de los contenidos de estos
tipos de taninos (Sun et al., 1998).

Los procedimientos que emplean HPLC son factibles para las
determinaciones de estructuras complejas (Hedqvist et al., 2000), pero algunos
solo son aplicables para taninos condensados de 7 a 8 unidades, y en ocasiones

se observan uniones irreversibles con la matriz utilizada (Garcia, 2004).

Otros métodos significativamente importantes son el empleo de la
rodanina para la cuantificacién de taninos hidrolizables del tipo galotaninos
(Mueller-Harvey, 2001), el empleo de KIOs en las determinaciones de galo y
elagitaninos (Willis y Allen, 1998).

2.6 Métodos alternativos para el control de NGI en ovinos y caprinos

2.6.1 Agujas de oxido de cobre (AOC)

Son administradas via oral en capsulas de gelatina y llegan hasta el
abomaso, donde los filamentos de cobre son liberados y quedan atrapados en
los pliegues de este organo digestivo. Las AOCs se oxidan liberando iones de
cobre que provocan la muerte y expulsion de los parasitos del abomaso. Las

AOCs presentan una elevada eficacia contra H. contortus y una persistencia

19



superior al 46%, 35 dias después de su dosificacion. A pesar de su utilidad en
ovinos y caprinos, muestran el riesgo derivado del cobre acumulado en el higado
de los animales tratados. Por tal motivo, se sugiere tratar la Hemoncosis en el
primer afio de vida de las corderas o cabritas (con dos dosis espaciadas cada 60
dias) (Aguilar-Caballero et. al., 2011).

Posterior a esta edad, no se recomienda usar AOC para que el cobre se
reduzca gradualmente del higado al siguiente afio. Las AOC reducen las cargas
de H. contortus entre 75 y 90% y reducen la cantidad de parasitos, pero no
necesariamente mejoran la ganancia de peso de los animales. La dosis de una
capsula de dos gramos es recomendable cuando inicia el periodo infectivo de la
pradera; se puede repetir 60 dias después. Es importante explotar la capacidad

inmunitaria del animal para el control de los NGI (Galindo-Barboza et al., 2011).

2.6.2 Hongos nemato6fagos

Estos hongos son considerados como los enemigos naturales principales
de los neméatodos. En si, son organismos del suelo que poseen la capacidad de
transformar sus micelios en trampas especializadas para capturar y destruir
nematodos, ya sea en el suelo o en las heces de los animales. Las clamidosporas
de los hongos nematéfagos son ofrecidas oralmente a los animales, como parte
de su dieta, para llegar al tracto gastrointestinal sin ser dafiadas. Una vez que las
heces se depositan en el exterior se estimula la germinacion y desarrollo del
hongo por contacto con las fases larvarias de neméatodos. En condiciones de
campo se ha probado que la inoculacion de D. flagrans reduce significativamente
la infeccidon de las praderas con NGI, donde se observa adicionalmente una
mayor ganancia de peso en ovinos en pastoreo. Las dosis van de 1 a 100
millones de clamidosporas (Torres-Acosta y Hoste, 2008).
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2.6.3 Taninos condensados (TC)

Los TC han probado ser eficaces como sustancias antihelminticas. Un
extracto de 5-6% redujo la prolificidad de las hembras parasitas y redujo el
establecimiento de larvas y la poblacidn de parasitos adultos. Parece tener mayor
eficacia contra T. colubriformis comparado con otros NGI abomasales. En
Yucatan, se han identificado plantas (Lisiloma latisiliguum, Havardia albican)
ricas en taninos que afectan las fases adultas y larvarias de H. contortus, ya que
reducen la longitud y la prolificidad del parasito. Las evidencias, hasta este
momento, indican que 500 g de esas plantas reducen la carga parasitaria de los

caprinos (Torres-Acosta et al., 2012).

2.6.4 Manejo del pastoreo: pastoreo alterno y rotacion de praderas

El manejo del pastoreo puede ser usado para controlar la infeccion por
NGI al reducir la cantidad de larvas disponibles para ser consumidas por los
animales. Las técnicas de pastoreo se agrupan en técnicas preventivas, de
evasion y de dilucion. El pastoreo rotacional es una técnica de evasion donde los
animales se mueven antes de que se enfrenten a altas cargas de larvas L3 en la
pastura. En regiones de clima templado, el desarrollo y la sobrevivencia de las
larvas L3 puede ser considerablemente mayor. En estas condiciones, es mejor
utilizar el pastoreo alternado donde primero se introducen en la pradera animales
de mayor resistencia, capaces de consumir mayor cantidad de larvas infectantes
y que no tengan signos de enfermedad y puedan eliminar bajas cantidades de
huevos de nematodos en sus heces. Posteriormente, cuando la infeccion de la
pradera es menor, se introducen animales mas susceptibles a la parasitosis

gastrointestinal (Torres-Acosta y Hoste, 2008).
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2.6.5 Seleccién Genética

La seleccion de los animales resistentes a las infecciones con NGI es
medida a través de la cuenta de huevos por gramo de heces (HPG). Los animales
resistentes no son completamente refractarios a la enfermedad, solo albergan
menos parasitos que los animales susceptibles, y por lo tanto, eliminan menos
huevos en las heces. Se ha demostrado que algunas razas caprinas son mas
resistentes que otras a los NGI. Existe una variabilidad genética individual lo que
ha obligado a la seleccién de aquellos animales con una reducida eliminacioén de
huevos en las heces. Dicha variabilidad probablemente esta basada en la
capacidad individual de un animal para responder inmunolégicamente contra los
parasitos y es una caracteristica altamente heredable. Existen dos formas de
evaluar la resistencia genética a los NGI, la primera y mas comun es medir la
reduccion en la eliminacién de huevos en las heces, ya que existe una alta
correlacion entre esta medicidn con la carga parasitaria en el animal. La segunda
y mas confiable para conocer el efecto racial sobre la resistencia a los NGl en los
ovinos, es conocer la cantidad de parasitos (larvas y adultos) presentes en el
tracto gastrointestinal de los animales. La seleccién se ha basado en la retenciéon
de caprinos con las menores cuentas de HPG, la mejor resiliencia o resistencia.
Sin embargo, en ovejas se ha probado que cuando se estresan se vuelven
susceptibles de nuevo a las infecciones con H. contortus (Hoste et al., 2008;
Hoste et al., 2010).

2.6.6 Uso de suplemento para el control de nematodos gastrointestinales
(NGI)

La suplementaciéon con proteina dietética mejora la resistencia contra
infecciones de NGI tanto en ovinos como en caprinos. Se reporta que los
animales suplementados reducen sus cargas de HPG e incrementan su cuenta
de eosindfilos periféricos. Animales suplementados con maiz tienen menor
cantidad de H. contortus que los no suplementados, y la suplementacién con

maiz-soya ocasiona una mayor cantidad de larvas hipobidticas de T.
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columbriformis y O. columbuianum. Ambas estrategias disminuyen la cantidad de
hembras por cada macho de H. contortus y reducen la cantidad de huevos in
Utero de las hembras de los NGI. Las fuentes de energia, como el maiz y la
melaza, han demostrado su eficacia para el control de los NGI. Recientemente,
se demostrd que la suplementacién con maiz al 1% del peso vivo de los animales
en pastoreo presento la mejor respuesta para el control de los NGI a través de la
inmunidad celular (eosinofilos y mastocitos celulares), manteniendo valores de
crecimiento de acuerdo a los nutrientes ofrecidos. La propuesta actual es ofrecer
a los animales maiz (base fresca) al 1% de su peso vivo (Torres-Acosta et al.,
2012).

2.6.7 Inmunizacién

En el caso de H. contortus, el uso de larvas irradiadas parecia ser una
buena alternativa y en 1987 se produjo una vacuna llamada “Contortin® Sin
embargo, por el costo, su eficiencia y el material necesario para su elaboracion,
se cuestiond su aplicacion. Hoy en dia, el uso de antigenos
excretorios/secretorios y somaticos de este parasito parece ser una buena
alternativa. Sin embargo, su eficacia solamente ha sido probada sobre la
excrecion de HPG y la respuesta inmune humoral y celular, ha tenido resultados
variados. El uso de larvas L3 y parasitos adultos es todavia un método utilizado.
Los resultados muestran una reduccion de 50 a 70% en la excrecion de HPG y
una reduccion en la carga parasitaria adulta; para mejorar la inmunidad se
necesita una segunda dosis de infeccién). Se ha probado que las infecciones
naturales que son detenidas con tratamientos antihelminticos permiten a los
corderos desarrollar inmunidad contra los NGI. En este sentido se observan
reducciones en la cuenta de HPG (50%) (Aguilar-Caballero et al., 2008; Hoste et
al., 2008)
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2.6.8 Antihelminticos naturales

En el cuadro 4.2 se pr

esentan especies de plantas que han sido

identificadas con potencial para ser empleados como antihelminticos.

Cuadro 2.2. Plantas con propiedades antihelminticas

Planta

Descripcion

Acacia auriculiformis

Los tallos de los frutos contienen saponinas,

gue actuan como vermifugos.

Allium sativum

Contiene allicina, alinina, alina. Tiene eficacia
contra especies del género Ascaris y contra

nematodos pulmonares.

Artemisia absinthium

Contiene tuyona (=tujona. Presenta actividad
contra nematodos gastrointestinales en

ovinos.

Artemisia vulgaris

Puede usarse toda la planta. Contiene tuyona
(=tujona), bastante téxica.

Azadirachta indica

Se puede utilizar las hojas que contiene

azadiractina.

Bursera copallifera.

Puede hacerse uso de los tallos. Presenta
actividad «in vitro» contra Haemonchus

contortus.

Butea monosperma

Contiene palasonina, la cual ha demostrado
tener actividad contra Ascaris

lumbricoides y Fasciola hepatica.

Carica papaya

Los frutos contienen benzil-isotiocianato.

Chenopodium anthelminticum

Contiene ascaridol. Ha mostrado actividad

contra nematodos gastrointestinales.

Juglans regia

Las hojas tienen juglona y acido galico, que

han demostrado ser buenos antihelminticos.
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La fitomedicina es una actividad humana milenaria, desde hace mucho
tiempo algunos productores marginados, muchas veces indigenas, han
identificado plantas que mejoran la condicion y el estado de salud de sus

animales (Cuéllar, 2016).

24 especies de plantas con potencial antihelmintico fueron identificadas:
Acacia farnesiana, Acacia melanoxylon, Acacia salicina, Acacia holosericea,
Acacia flavescens, Acacia leptostachya, Acacia nilotica, Eucalyptus tessellaris,
Eucalyptus tereticornis, Eucalyptus platyphylla, Eucalyptus corymbia, Eucalyptus
drepanophylla, Eucalyptus citriodora, Eucalyptus moluccana, Eucalyptus crebra,
Casuarina cunninghamiana, Callitris endlicheri, Melaleuca leucodendra,
Alphitonia excelsa, Erythrina variegata, Neolitsea dealbata, Allocasuarina

torulosa, Euphorbia hirta y Panicum minutiflora (Moreno et al., 2010).
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3 MATERIALES Y METODOS

La determinacion de compuestos polifendlicos y el analisis quimico de la
cascara de nuez pecanera (Carya illinoensis) se realizd en el laboratorio del
Departamento de Nutricibn Animal, en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio

Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila, México.

La determinacion de compuestos bioactivos presentes en la cascara de
nuez se efectud en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma

de Coahuila.

3.1 Coleccion del material vegetal

El material vegetal se obtuvo de una fabrica de dulces de nuez, ubicada
en Saltillo, Coahuila, México. Se empled Unicamente un kilogramo de cascara
de nuez pecanera (Carya illinoensis) para la realizacidon de este trabajo de
investigacion. Una vez retirada el fruto, se dejo secar en el horno a 60° C por 24

horas.

3.2 Preparacion del extracto acuoso de la cascara de nuez pecanera

Para la preparacion del extracto acuoso de la cascara de nuez, las
cascaras secas se molieron finamente (1 kg), de la cual se tom6 una muestra de
15 g, a la que se le agregd 50 mL de agua a una temperatura de 60° C (1.5/5;
planta: disolvente). La mezcla se coloco en el horno a la misma temperatura
durante 30 min, en la cual en intervalos de 5 minutos se le proporcioné

homogeneidad con agitamiento.
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3.3 Determinacién del contenido de polifenoles

A los extractos acuosos de la cascara de nuez se les cuantifico el
contenido de polifenoles. Las técnicas utilizadas fueron las siguientes: Folin-
Ciocalteau (Guerra, 2012), para cuantificar los taninos hidrolizables (TH) de los
extractos acuosos de Carya illinoensis y HCI-butanol (Guerra, 2012) para taninos

condensados.

3.4 Determinacion de taninos hidrolizables

Se colocaron 10 pL de la muestra en un tubo de ensaye, al mismo tubo se
le adicionaron 390 ul del reactivo comercial Folin-Ciocalteau, se agité en el vortex
y se dejb reposar por 5 minutos. Después se adicionaron 400 pL de carbonato
de sodio 0.01 M, se agité y se dejé reposar por 5 minutos. Posteriormente se
diluyé con 390 pl de agua destilada y se realizé la lectura en un espectro
UV/Visible a 725 nm, para determinar los taninos hidrolizables. La curva de

calibracion (fig. 3.1) se elaboro con acido galico y agua destilada (Makkar, 2000).

Curva patron para taninos hidrolizables

y =0.0051x + 0.0168

2.5 R?=0.9997
2
15
1
0.5
0
0 100 200 300 400 500 600

Figura 3.1: Curva patron para la determinacion de taninos hidrolizables.
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3.5 Determinacion de Taninos Condensados

En un tubo de ensaye se colocaron 10 pL de muestra, sobre este se
agregaron 3 ml de HCl/butanol y 10 pul de reactivo férrico. Los tubos se taparon,
para evitar la evaporacion del butanol. Todos los tubos se calentaron por una
hora a bafio Maria a 100 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se dejaron enfriar y
se leyo la absorbancia en el espectrofotometro UV/Visible a 460 nm. . La curva
de calibracién (fig. 3.2) se elabora con catequina y agua destilada (Porter et al.,
1986; Makkar et al., 1993; Makkar, 2000).

Curva patron para taninos condensados
0.8

0.7 y =0.0007x - 0.0286

R?=0.9922
0.6

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

o1 0 200 400 600 800 1000 1200

Figura 3.2: Curva patron para la determinacion de taninos condensados

3.6 Cromatografia en columna utilizando amberlita XAD-16.

Se realiz6 utilizando una columna con capacidad de 500 mL, se utilizaron
61.2 g de amberlita XAD-16 (sigma) para 100 mL de extracto. Se usé agua
destilada como eluyente para descartar compuestos indeseables v,
posteriormente, el etanol se empled como eluyente para obtener una porcion de
metabolitos totales. El liquido obtenido se fracciono en cajas Petri y se guardo en
la estufa para desecar marca Robert Shaw a 65°C para evaporar el disolvente,
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finalmente, los metabolitos totales se recuperaron como polvo fino (Ascacio
Valdés et al., 2013; Seeram et al., 2005).

3.7 Analisis proximal

Se realiz6 el andlisis bromatoldgico de la cascara de nuez por el método
de Weende, se obtuvieron: materia seca parcial y total, proteina cruda, fibra
cruda, cenizas y extracto etéreo (AOAC, 1990).

3.7.1 Determinacion de materia seca parcial

En una bandeja de aluminio vacia previamente pesada, se agrego el
material de muestra hasta que llend y se registré el peso mas la muestra
himeda. Se colocé la bandeja con la muestra humeda en el horno de conveccién
de aire forzado con temperatura de 60° C por un periodo no menor de 18 horas.
Luego del periodo indicado con anterioridad, se retird la bandeja con la muestra
parcialmente seca del horno y se coloco sobre la mesa para que se equilibrara
con la humedad del aire del laboratorio por lo menos durante 30 minutos. Se pesé
la bandeja con la muestra parcialmente seca y se registro el valor. El resultado
se saco por la diferencia de peso entre el material fresco y material parcialmente

SecCo.

3.7.2 Determinacion de materia seca total

Se colocaron crisoles de porcelana en un horno de conveccion de aire
forzado a 100 °C por 16 horas por lo menos. Se removio el crisol de porcelana
del horno, utilizando pinzas de metal, y se colocé en un desecador, se dejo enfriar
por 20 minutos. Se procedié a remover el crisol del desecador con unas pinzas
de metal y procedié a registrar su peso. El peso se registr6 en una balanza
analitica. Sin remover el crisol de la balanza, se agreg6 con cuidado 2 g de

muestra y se registrd el peso. Se retir6 el crisol de la balanza y se colocé en un
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horno de conveccién de aire forzado a 100 °C durante 24 horas. Al final del
periodo de secado, se removio el crisol del horno y se coloc6 en un desecador,
dejando que se enfriara. Se registro el peso del crisol mas la muestra seca con

exactitud.

3.7.3 Determinacion de cenizas

El crisol y la muestra seca utilizada para la determinacion de humedad a
100°C se colocaron en un incinerador frio, donde se ha preestablecido como
temperatura maxima los 600 °C. Cuando la temperatura alcanzo los 600° C se
dej6 las muestras por espacio de dos horas. Se apago el incinerador y se espero
a que la temperatura descendiera por debajo de los 200° C. Se procedi6 a retirar
los crisoles hacia un desecador, utilizando pinzas, para que se enfriaran. Al

enfriarse se pesaron los crisoles mas las cenizas con exactitud (AOAC, 1990).

3.7.4 Determinacion de proteina cruda

En un papel filtro libre de nitrogeno se pes6 1.0 g de muestra,
posteriormente se coloco la muestra con el papel dentro del balén tipo Kjeldhal,
evitando perder algo de muestra. Después se afiadieron tres perlas de vidrio en
cada uno de los matraces, luego se agrego 5 g de mezcla reactiva de selenio y
se afladio 30 ml de H2SOa4 rotando levemente el matraz para que se humedeciera
completamente el papel con la muestra. Se encendi6 el calentador y se colocaron
los matraces sobre él. Se esper6 el cambio de color, la cual pasa de un color
oscuro hasta quedar completamente clara o ligeramente verdosa. Terminado el
periodo, se apag0 el calentador y se dejé enfriar los balones. AUn tibios, se
agrego lentamente al balén 300 ml de agua destilada tratando de lavar las
paredes, y se dej0 enfriar a temperatura ambiente. Se afadié al baldn
lentamente, sin agitar, aproximadamente 100 ml de NaOH al 45%, asimismo se
le agrego zinc. Se coloco el balén sobre el calentador del sistema de destilacion

y en el extremo opuesto del sistema de condensacion coloque un Erlenmeyer con
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aproximadamente 50 ml de la solucibn de &cido bdrico e indicadores
correspondientes, de manera que el extremo del tubo colector quedara inmerso
en la solucién. Se gir6 el balon de manera que la soluciéon de NaOH se mezclara
completamente con el contenido del balén. Se encendié el calentador y se
procedio a destilar hasta recolectar cerca de 150 ml de destilado. Se retir6 el
Erlenmeyer de manera que la punta del tubo recolector quedara fuera de la
solucion pero no fuera del Erlenmeyer. Se retir6 el Erlenmeyer y se titulo el
destilado con la solucion estandarizada de HCI 0.10526315 N y se calculo el

porcentaje de Nitrégeno en la muestra. Se registra el volumen utilizado de &cido.

3.7.5 Determinacion de extracto etéreo

Se sac6 del horno los matraces de extraccion sin tocarlos con los dedos,
se dejaron enfriar en un desecador y se obtuvieron los pesos con aproximacion
de mg. Se peso en un dedal de extraccion manejado con pinzas, 4 g de la muestra
seca con aproximacion de miligramos y se colocéd coléquelo en la unidad de
extraccion. Se conecto al extractor el matraz con 200 ml de hexano. Se llevé a
ebullicién. Al término de 8 horas se recuperé el hexano para un uso posterior. Se
colocd el matraz en el horno durante hora y media para eliminar el éter. Se
dejaron enfriar los matraces en un desecador y se obtuvieron los pesos con

aproximacion de miligramos.

3.7.6 Determinaciéon de fibra cruda

Se peso con aproximacion de miligramos 2 g de la muestra desengrasada
y seca. Se coloc6 en un vaso y se le adicioné 200 ml de la solucion de &cido
sulftrico en ebullicibn. Se dejé hervir exactamente por 30 min, manteniendo
constante el volumen con agua destilada y moviendo periodicamente el matraz
para remover las particulas adheridas a las paredes. Se instal6 el embudo

Buchner con el papel filtro y se precalenté con agua hirviendo. Simultaneamente
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y al término del tiempo de ebullicion, se retiré el matraz, se deja reposar por un
minuto y se filtr6 cuidadosamente usando succion. Se lavo el papel filtro con agua
hirviendo. Se transfirio el residuo al matraz con ayuda de una piseta conteniendo
200 ml de solucion de NaOH en ebullicion y se dejo hervir por 30 min. Se retird
nuevamente y se filtré en el embudo Buchner, se lavo el residuo con agua
hirviendo. El residuo se colocé en un crisol que posteriormente se llevé al horno
a 100°C por 12 hr. Se retir6 del horno y se dejo enfriar en un desecador. Se
pesaron los crisoles con el residuo y se colocaron en la mufla a 600°C por 2

horas, se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron nuevamente.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anélisis proximal

Para la caracterizacion de la cascara de nuez pecanera se realizé el

analisis proximal, los resultados se muestran en la Tabla 4.1.

La fibra cruda representa la fraccion principal de la cascara de nuez
pecanera (61.09 %), seguido por la humedad (8.73 %), arrojé un bajo contenido

de proteina (2.41 %), de extracto etéreo (1.1 %) y de cenizas (1.96 %).

Cuadro 4.1.: Analisis proximal de la cdscara de nuez pecanera (Carya illinoensis)
Composicién nutricional de la cdscara de nuez

Componente (g/100 g)* Promedio + D.E (n=6)
Materia seca total 91.27+0
Humedad 8.73+0
Proteina Cruda? 2.41+0.16
Extracto Etéreo 1.22+0.2
Fibra Cruda 61.09+2.19
Cenizas 1.96+0.07

IPromedio+Desviacion Estandar (n=6);2N x 6.25.

Los valores obtenidos de proteina cruda y extracto etéreo son similares a
los reportados por Pinheiro do Prado et al. (2009), quienes reportaron valores de
2.2% y 1.1%, respectivamente. Los mismos autores reportan valores de 16.8%
de humedad y 48.6% de fibra cruda, diferentes a los valores encontrados en el
presente trabajo de investigacion, la composicion fisicoquimica puede variar
segun el grado de desarrollo de la planta o de la estacion o temporada en la que

es colectada (Moreno, 2012).
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4.2 Determinacion de la concentracion de polifenoles (mg/g)

Para la determinacion de la concentracibn en mg/g de polifenoles
presentes en la cascara de nuez pecanera (Carya illinoensis) se tomaron 6
muestras del extracto acuoso, en los cuales se obtuvieron el contenido de taninos
condensados (TC), el contenido de taninos hidrolizables (TH) y con la sumatoria
de los dos se obtuvo el contenido de polifenoles totales. Los resultados se

muestran en el cuadro 4.2.

Segun los resultados, el extracto acuoso de la cidscara de nuez pecanera
contiene mayor contenido de taninos condensados que de taninos hidrolizables,

con valores promedio de 37.79 mg/g y 20.38 mg/g, respectivamente.

Cuadro 4.2.: Fenoles totales, taninos condensados y taninos hidrolizables.

TC TH PT
(mg/g)* (mg/g)* (mg/g)*
Muestra 1 38.86 21.59 60.45
Muestra 2 39.57 21.10 60.67
Muestra 3 37.43 20.71 58.14
Muestra 4 38.86 20.61 59.47
Muestra 5 36.71 19.73 56.44
Muestra 6 35.29 18.55 53.84
Promedio+D.E.2 37.79+1.613 20.38+1.088 58.17+ 2.64

*TC=Taninos condensados, TH= taninos hidrolizables, PT= polifenoles totales; 2Promedio
+desviacion estandar (n=6).

Villarreal-Lozoya et al. (2007) reporté un contenido de fenoles totales de
448 mg EAC/g (equivalente de acido clorogénico) o 80 mg EAG/g (equivalentes
de acido galico) en extracto de cascara de nuez pecanera en una mezcla de
acetona-agua (70:30), asumiendo un factor de conversion de 0.6 de EAC a EAG
(Kyoung Chun y Kim, 2004). Estos valores son similares a los reportados en este

trabajo de investigacion.

Pinheiro et al. (2009), utilizando cascara de nuez pecanera (Carya

illinoensis), reportaron 43 £7 mg EC/g de TC, similar a los resultados encontrados
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en este estudio donde hubo una concentracion de 37.79£1.61 mg/g. Villarreal-
Lozoya et al. (2007) reportaron un promedio de 42+1.5 mg EC/g (equivalente de

catequina).

De la Rosa et al (2011), utilizando el ensayo de vainillina encontraron
valores de 316.1 a 464 mgCE/g de TC, ademas de sugerir que la cascara de
nuez pecanera puede estar formado hasta un 46% de TC, los resultados
obtenidos en es este estudio son significativamente diferentes a los encontrados
por estos autores, sin embargo, cabe mencionar que la técnica utilizada es
diferente, a lo cual Moreno (2012), sugiere que la concentracion de taninos se ve
afectado por el tipo de solvente utilizado y por la interaccion de la planta por

solvente.

Al respecto, Robbins et al. (2015), comentan que el tipo de cultivo y el lugar
deben de ser tomados en cuenta como punto importante, pues es bien sabido
gue estos dos aspectos pueden tener un efecto potencial en el nivel de fenoles

en la plantas.

De laRosa et al. (2011), comentan que los constituyentes polifendlicos de
la cascara de nuez pecanera son afectados por si origen geografico. Sugieren
ademas que las condiciones de almacenamiento post-cosecha influyen en la

concentracion de compuestos polifendlicos.
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4.3 Identificacién de compuestos bioactivos

Los resultados de la identificacion de los compuestos bioactivos de la
cascara de nuez pecanera mediante cromatografia liquida de alta resolucion,

acoplado a espectrometro de masas HPLC/MS, se muestran en el cuadro 4.3.

Se puede apreciar gue en compuesto bioactivo que se encuentra en mayor
concentracion es el pelargodenin 3-O-glucosil-rutinocido, perteneciente a la
familia de las antocianinas, que reporta un peso molecular de 740; seguido de
apigenin 6,8 diglucosido, perteneciente a la familia de los flavonoides, que arroja
un peso molecular de 593; seguidos por el epigalocatequin 7-O-glucuronido,
perteneciente a la familia de los flavonoles, que posee un peso molecular de
479.2; que a su vez es seguido por el dimetil epigalocatequin 3-O- galato,
perteneciente a la familia de los flavonoles con un peso molecular de 487 y por
altimo el compuesto que se encontré en menor proporcion fue el sesaminol,

perteneciente a la familia de los lignanos, con un peso molecular de 371.1.

Cuadro 4.3: Compuestos bioactivos presentes en un extracto acuoso de la
cascara de nuez pecanera

Tiempo de

retencion
(min)

m/z" Compuesto Familia

31.6 740 |Pelargodenin 3-O- glucosil- rutinocido | Antocianina
34.4 593 Apigenin 6,8 diglucosido Flavonoide
33.4 497.2| Epigalocatequin 7-O- glucuronido | Flavonoles
34.2 487 | Dimetil epigalocatequin 3-O- galato | Flavonoles
32.4 371.1 Sesaminol Lignano

*m/z= Relacién masa/carga

36



Kornsteiner et al (2006), comentan que los compuestos bioactivos son
usados para el control y la prevencion de enfermedades como el céancer,
arterosclerosis y enfermedades inflamatorias. Proporcionan mecanismos de

proteccion.

4.3.1 Pelargodenin 3-O-glucosil-rutinocido

El pelargodenin 3-O-glucosil-rutinocido (fig. 4.1) pertenece a la familia de
las antocianinas, las cuales ejercen efectos terapéuticos conocidos que incluyen
la reduccibn de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la

agudeza visual y del comportamiento cognitivo (Garzén, 2008).

CH

Fig. 4.1: Estructura quimica de pelargodenin 3-O-glucosil-rutinocido

Garzon (2008), afirma que estudios con fracciones de antocianinas
provenientes del vino han demostrado que estas son efectivas en atrapar
especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y
la agregacion de plaquetas. A las antocianinas también se les atribuye actividad
antitumoral y anticancerigena. Segun Tristan et al (2008), las antocianinas

muestran propiedades hipoglucémicas.
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Borges et al (2007), las antocianinas, familia a la que pertenece el
compuesto bioactivo en cuestion, tienen propiedades anticancerigenas y
antiinflamatorias, sugieren también que posee efectos en la mejora de la vision y

memoria, ademas de reducir la incidencia de la enfermedad coronaria.

4.3.2 Apigenin 6,8 diglucosido

La apigenina (fig. 4.2) parece estar orientada a reducir la ansiedad y
causar sedacion. La apigenina también es un compuesto anticanceroso muy
potente (NCBI, 2016).

Fig. 4.2: Estructura quimica de Apigenin 6,8 diglucosido

Kris-Etherton et al. (1999), mencionan que los flavonoides, familia a la que
pertenece el compuesto en cuestion, tienen efectos cardioprotectores. Estudios
epidemiologicos han demostrado que la ingesta de flavonoides reduce

significativamente la mortalidad por enfermedad coronaria.
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De la Rosa et al (2011), reporta que en las cascaras de nuez pecanera
las concentraciones de flavonoides oscilaron entre 26,3 y 36,1 mgEC / g

(aproximadamente un tercio del total de compuestos fendlicos extraibles).

4.3.3 Epigalocatequin 7-O- glucuronido

El epigalocatequin 7-O-glucuronido (fig. 4.3) pertenece a la familia de los
flavonoles, diversos estudios indican que la ingesta de flavonol se ha asociado
con un menor riesgo de mortalidad por enfermedad coronaria, accidente

cerebrovascular e hipertension (Bell, 2016).

Fig. 4.3: Estructura quimica de Epigalocatequin 7-O- glucuronido

4.3.4 Dimetil epigalocatequin 3-O- galato

El dimetil epigalocatequin 3-O-galato (fig. 4.4) inhibe la oxidacion celular y
previene el dafio de los radicales libres a las células. Esta en estudio como un
potencial agente quimiopreventivo del cancer. (NCI). También actia como
agentes neuroprotectores, se usa en medicamentos destinados a prevenir dafios
al cerebro o a la médula espinal por isquemia, accidente cerebrovascular,

convulsiones o traumatismos (NCBI, 2016).
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Fig. 4.4: Estructura quimica de Dimetil epigalocatequin 3-O- galato

Este compuesto pertenece al grupo de los flavonoles, los cuales a su vez
pertenecen al grupo de los flavonoides. Martinez-Flores et al. (2002), menciona
qgue los flavonoides poseen efectos protectores en patologias tales como
diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y
duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son
sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades antitrombotica

y antiinflamatorias.

4.3.5 Sesaminol

Estudios recientes han demostrado que el sesaminol (fig. 4.5) tiene efectos

positivos contra el Alzheimer (Katayama, 2016).
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Fig. 4.5: Estructura quimica de sesaminol.

El sesaminol esta comprendido dentro del grupo de los lignanos, y éste a
la vez esta dentro del grupo de los fitoestrogenos. Drago et al. (2006), mencionan
gue el consumo de los fitoestrogenos se ha correlacionado con efectos benéficos
contra el cancer de préstata, obesidad y diabetes, asi como inflamacién, artritis,

infarto miocardico, neurodegeneracion y cancer de mama.
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5 CONCLUSIONES

El extracto acuoso de la céascara de nuez pecanera (Carya illinoensis)
presenta mayor concentracion de polifenoles condensados que de polifenoles
hidrolizables.

Se observd mayor contenido de FC, por lo que posiblemente no seria
viable para ser empleado como alimento para rumiantes, al ser altamente
indigestible, aunado a esto la cdscara de nuez presenta niveles bajos de proteina

cruda y extracto etéreo.

Los compuestos bioactivos encontrados a través de una cromatografia
liguida de alta resolucién acoplado a espectrometro de masas, al parecer
pudieran tener actividad antimicrobiana, antiviral, antioxidante, anticancerigeno y
antiglucémico. Por ejemplo, los compuestos bioactivos encontrados en el
extracto de la cascara de nuez pecanera pertenecen a los grupos de las
antocianinas, flavonoles, flavonoides y lignanos, a los cuales se les han atribuido
acciones favorables en patologias como cancer, enfermedades coronarias,
Alzheimer, diabetes mellitus, entre otras, por lo tanto es necesario realizar otros

estudios in vitro, para corroborar el supuesto.
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