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Graphical Abstract Resumen
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THHSLNN NvJ3d

Introduccion

Uno de los residuos agroindustriales mas importantes y con potencial aplicacion son los de la nuez
pecanera [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch]. La produccion de esta oleaginosa es liderada a nivel
mundial por México y Estados Unidos, que en 2019 produjeron 171,132 y 116,042 ton respectivamente.
Durante la cosecha y descascarado de este fruto se generan diversos subproductos como hojas, ramas,
ruezno y especialmente enormes volumenes de cascara, ya que representa el 50% del peso total del fruto
(Reyes-Vazquez, et al. 2022). La cascara de nuez se utiliza como relleno para caminos y abrasivos (Lim,
2012) y mas recientemente como biomaterial (Cabrera-Alvarez et al. 2023), pero escasamente como
fuente de fitocompuestos con potencial biolégico. Dentro de sus cualidades quimicas, la cascara de nuez
pecanera tiene un alto contenido en compuestos polifenolicos, como lo son flavonoides, lignanos, cidos
fendlicos, taninos condensados e hidrolizados, entre otros (do Prado et al. 2014). A pesar de su alta gama
de compuestos presentes en este subproducto, son pocas las investigaciones que planteen el
fraccionamiento y purificacion de compuestos como el cido galico, acido 4-hidroxibenzoico, catequina,
acido clorogenico, acido vainillico, acido caféico, epicatequina, epigalocatequina, galato de epicatequina
y &cido elagico (Kureck, 2018). A lo largo de los Gltimos afios la c&scara de nuez y sus compuestos
activos han sido objeto de estudio en el area de salud, donde se han encontrado maltiples actividades
bioldgicas por parte de sus extractos organicos y/o pre purificaciones como capacidad antioxidante,
antihipercolesterolémica, anti edematogénico, anti hiperglicémica, efecto hepatoprotector, ansiolitico,
antituberculoso, actividad citotoxica frente a células cancerigenas y antimicrobiana (Reyes-Vazquez, et
al. 2022).

De esta manera, en nuestro laboratorio, se han iniciado estudios en la obtencion de extractos etanolicos
de cascara de nuez pecanera de la variedad Bustamante que demostrd actividad antioxidante in vitro
(datos no mostrados). En el presente trabajo, se pretende realizar la purificacion parcial de los
compuestos fendlicos mayoritarios, como una prospeccién de busqueda de nuevos compuestos
bioactivos.

Materiales y Métodos

1. Material bioldgico.
20 Kg de nuez pecanera criolla [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch] fueron adquiridas de una huerta
nogalera del municipio de Bustamante, Nuevo Ledn, México (26°32'00” N 100°30'00" O). La cascara
se separd con la ayuda de un descascarador manual. La cascara libre de corazones de nuez se pulverizd
en un molino pulverizador marca Micron modelo K20Al con una criba de 0.5 mm hasta la textura de
polvo. El polvo pulverizado de cascara de nuez se conservé en bolsas con sello hermético, a temperatura
ambiente y en un lugar seco apartado de la luz, hasta su posterior extraccion de fitocompuestos.
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2. Obtencidn de extracto etanolico de cascara de nuez pecanera.
Se pesaron 500 g. de cascara de nuez pulverizada, y se colocaron en maceracion dinamica con 1.5 L de
etanol 98% durante 24 horas. Al finalizar la maceracion, se separ0 el sobrenadante por filtracion a vacio
con papel filtro de celulosa poro medio. El filtrado se concentrd por rotaevaporacion a presion reducida
a 180 rpm a 45°C hasta sequedad en un rotoevaporador marca Blichi® R-210. El extracto crudo sélido
y seco fue recuperado y almacenado en viales ambar a temperatura ambiente hasta su uso.

3. Fraccionamiento por cromatografia en columna.

Para la cromatografia en columna se prepar6 una columna de 70 X 2.6 cm con 200 g de silica gel [Alta
pureza, tamafio de poro medio 60 A (52-73 A), malla 70-230, 63-200 um marca Sigma-Aldrich]. 10 g
de extracto crudo pulverizado se colocaron en la superficie de la columna. Con la columna preparada se
inicid la elucién con fase reversa con Acetato de etilo y se determind el volumen muerto de 160 ml (9
fracciones de 18 ml). EI cambio de la fase movil fue en incrementos del 5 y 10% con metanol. En cada
cambio de polaridad, se realiz6 una cromatografia en capa fina con gel de silice (TLC) marca Sigma-
Aldrich, con la finalidad de observar los compuestos 0 mezclas de compuestos eluidos.

4. Cuantificacion e identificacion de los polifenoles presentes en las fracciones.
La cuantificacion e identificacion de polifenoles de las fracciones se realizd utilizando un sistema
Acquity UPLC H-Class (Waters, Milford, MA, EE. UU.) con un detector de matriz de diodos (DAD) y
una columna Acquity UPLC HSS C18 (Waters, Milford, MA, EE. UU.), siguiendo el procedimiento
informado por Avilés-Betanzos, et al. 2023.

Resultados y Discusion

Los procesos de extraccion de productos naturales a partir de plantas y subproductos agroindustriales,
permite la implementacion del aprovechamiento con nuevas técnicas amigables con el ambiente en
relacion con las técnicas convencionales. Por citar un ejemplo, 1) La extraccion asistida por microondas
utiliza energia de microondas para liberar compuestos quimicos de una matriz al disolvente. A la par que
la energia de microondas es absorbida, la humedad contenida se evapora y genera presion dentro de las
células que eventualmente conduce al rompimiento de la membrana celular, con un menor uso de
disolventes y mayor rendimiento de extraccion; 2) La extraccion asistida por enzimas, se basa en el uso
de carbohidratasas y proteasas con el fin de romper la pared celular y liberar el bioactivo deseado; esta
tecnologia es amigable con el ambiente ya que no es toxica y elimina el uso de disolvente, ademas
presenta alto rendimiento de extraccion y conserva la bioactividad de los compuestos; 3) La extraccion
asistida por ultrasonido, utiliza ondas ultrasénicas para generar burbujas de cavitacion en el disolvente
de extraccidn, el colapso de éstas proporciona una mayor penetracion de los disolventes en la penetracion
de la planta. Permite extracciones rapidas y fiables con un consumo reducido tanto de energia como de
disolventes; 4) La extraccion con liquido presurizado, el solvente utilizado, generalmente etanol o
metanol, es llevado a altas temperaturas y presion con la finalidad de mantenerlo en estado liquido sin
llegar al punto critico, generando un aumento de solubilidad y la tasa de transferencia de masa. Por su
parte la extraccion convencional con el uso de solventes organicos, permite obtencion de numerosos
compuestos quimicos, que dependen directamente de la naturaleza propia del material vegetal, humedad,
tamafno de pulverizacién, tiempo de procesamiento, foto y termosensibilidad de los compuestos
quimicos, solubilidad, asi como del tipo, proceso, tiempo de extraccion, capacidad de saturacion y
polaridad del solvente. En este trabajo, se abordd la extraccion etandlica y su purificacion parcial por
cromatografia en columna con incremento de polaridad (Acetato de etilo:Metanol), como se describe a
continuacion.

1. Descarado y pulverizacion de nuez pecanera variedad Bustamante.
Del proceso de descascarado (Figura 1) se obtuvo un rendimiento de 45.3 + 1.63 % de cascara (Cuadro
1), lo que representa una proporcion 1:1 w/w en relacion con el corazén de nuez pecanera.
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Figura 1. Proceso de descarado de nuez pecanera variedad Bustamente. a) Nuez pecanera entera; b) proceso de
descascado manual; c) Cascara de nuez pecanera.

Cuadro 1. Porcentaje de los componentes que constituyen la nuez pecanera

Componente: Lote Promedio Rendimiento
©2020:1  2020:2  2020:3 2020:4 (= DS) [%] (£ DS)
No. de piezas 113 108 117 108 111.5+4.36 -
Corazoén (g) 540 529 571.7 541 545.4 +18.3 54,54 +1.83
Cascara (g) 460 463 428.3 459 452.6 £16.3 45.26 £ 1.63

Después del procedo de descascarado, la cascara se pulveriz6 en molino de martillos Micron modelo
K20Al, de 7.2 Kg de cascara triturada se obtuvieron 6.3 Kg con textura de polvo muy fino. El proceso

de pulverizado se presentaron pérdidas en merma del 12.6%.

2. Preparacion de extracto etandlico a partir de la cascara de nuez pecanera

La extraccién de fitocompuestos a partir de cascara de nuez pecanera pulverizado se realiz6 mediante
maceracion dinamica w/v con etanol 98% (Figura 2). El sobrenadante recuperado se concentrd por roto
evaporacion a presion reducida (Figura 3). Finalmente, de 500g de polvo de céscara de nuez, se

obtuvieron 38.7g de extracto seco, con una coloracion rojo marrén con un rendimiento de 7.7%.

Figura 2. Obtencidn de extracto crudo por maceracion de pulverizado de cascara de nuez pecanera en etanol.
=== I’ - “ n 0 b \~H—_- m—

Figura 3. Rotoevaporacion de extracto crudo de cascara de nuez hasta sequedad.
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3. Fraccionamiento parcial por cromatografia en columna de componentes mayoritarios del
extracto etanolico de cascara de nuez pecanera.

El fraccionamiento parcial de los fitocompuestos presentes en el extracto crudo etandélico de cascara de
nuez pecanera, inicié con eluciones de fracciones con coloracion verde amarillenta, seguida de
fracciones amarillas, fracciones con tonalidades marrén y finalmente en tonos naranja. Esto de acuerdo
con el incremento de la polaridad (Acetato de etilo:Metanol) y la correspondiente elucion de los
compuestos. Al finalizar la eluciéon de la cromatografia en columna, se obtuvieron 90 fracciones, las
cuales se agruparon de acuerdo con la similitud de elucion, verificadas por corrimiento en cromatoplaca.
Segun lo observado en la TLC, las eluciones de agruparon en 6 fracciones distintas (figura 4).

0 1 1213455 66 |0 6
= S ”

Figura 4. Cromatografia en capa fina (TLC) de fracciones totales reunidas con fase movil Acetato de etilo/Metanol 30:70
revelado con: a) Lampara de luz UV, b) camara reveladora con gases de yodo. Referencias: 0= Extracto completo; 1)
Fracciones 1-14 y Fracciones 19-27; 2) Fracciones 15-18; 3) Fracciones 28-36; 4) Fracciones 37-45; 5) Fracciones 46-63;
6) Fracciones 64-90

En el cuadro 2 se muestran la agrupacién de fracciones con respecto a las fracciones eluidas durante la

purificacion parcial por cromatografia en columna con fase movil Acetato de etilo/Metanol 30:70.

Cuadro 2. Relacidn y agrupacion de fracciones organicas eluidas en relacion con la polaridad del solvente

No. Fracciones Polaridad de elucion
1 1-14y 19-27 Acetato de etilo 100% y Acetato de etilo/Metanol 95:5
2 15-18 AcOEt 100%
3 28-36 AcOEt/MeOH 90:10
4 37-45 AcOEt/MeOH 70:30
5 46-54 y 55-63 AcOEt/MeOH 70:30 y AcOEt/MeOH 50:50
6 64-72'y 73-90 AcOEt/MeOH 30:70 y MeOH 100%

Cuantificacion e identificacion de los polifenoles presentes en las fracciones.

En la tabla 3 se muestran el contenido en cada fraccion de los principales polifenoles encontrados, que
en funcion de su polaridad, destaca la elusion en las primeras cuatro fracciones compuesta
fundamentalmente por &cidos fendlicos, mientras que los flavonoides estuvieron presentes adn en las
fracciones 5y 6. En el grupo de acidos fenolicos predominan con una mayor cantidad: catequina (20-
690 pg/ml), &cido clorogénico (5-189 pg/ml), seguido de 8 a 23 ug/ml de &cidos fendlicos: ferulico,
gélico, cumérico, cinamico y vainillinico. También se encontraron flavonoides en niveles de 1 a 38 ug/mi
como: rutina, luteolina, quercetina, kaempherol, naringenina, diosmetina, diosina y hesperidina entre los
principales. Este resultado concuerda con lo reportado por reciente revision realizada especificamente
en cascara de nuez por Reyes-Vazquez et al. (2022). Cabe destacar que la presencia de acidos fendlicos
y flavonoides en residuos de cascara de nuez han sido relacionados con la actividad antioxidante in vitro
por (Hilbig, et al. 2018; Carson, et al. 2021) asociada con una neutralizacion in vitro de los radicales
DPPHy ABTS™. Asimismo, los extractos de céascaras de nuez pecanera han mostrado actividad
antimicrobiana. En investigacion realizada por (Do Prado et al. 2014) utilizando extractos con contenido
elevado de compuestos polifendlicos y taninos condensados, que exhibieron actividad antioxidante
(DPPH", ABTS™™) demostraron también actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Vibrio parahemolyticus y Bacillus cerus; estos extractos mostraron actividad
bactericida contra estos microorganismos relacionados con enfermedades causadas por alimentos. En
otro estudio, Flores-Estrada, et al. (2020) demostraron actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P), usando el método de difusion en disco y micro dilucion, con un didmetro de
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zonas de inhibicién de 13.3 + 1.5 mm y concentracion minima inhibitoria (CMI= 0.9+ 0.13 mg/ml). Esta
actividad antimicrobiana fue atribuida a la presencia de proantocianidinas tipo B mediante la alteracion
de la morfologia bacteriana, con evidencia de destruccion de la pared celular y membranas. Por lo que,
los residuos de céscara de nuez constituyen un agro residuo potencial de compuestos bioactivos con
elevada actividad antioxidante, e inhibitoria contra bacterias Gram positivas. Se espera que las fracciones
antes descritas, tengan alguna actividad igual o mayor con relacion al extracto crudo en posteriores
modelos biol6gicos, ya sea contra bacterias, virus o parasitos que ocasionan enfermedades o infecciones
microbioldgicas, o contra lineas celulares para determinar su actividad citotoxica o anticancerigena. Por
tanto, la cascara de nuez pecanera como subproducto agroindustrial, es una fuente potencial para el
estudio fitoquimico y de busqueda de nuevas moléculas de gran calidad para ser utilizadas en aplicacién
en salud.

Cuadro 3. Cuantificacion polifenoles (ug/ml) en fracciones obtenidas del extracto alcohdlico de c&scara de nuez pecanera

Polifenoles Namero de Fraccién
(Lg/ml) F-1 F-2 F-3 F-4 F-5 F-6

Ac. Fertlico 88104 - - - - -
Ac. Galico 12.1+0.2 - - 11.8£0.15 - -
Catequina 690.9 £ 208 100.7 £40.3 20.9+£40.3 - - -
Ac. Clorogénico 189.1+£0.8 - - 159+ 275 1124+ 61 -
Ac. Cumérico 15.2 + 0.06 3.8+0.2 41+0.2 7.2+0.2 52+0.8 -
Ac. Cindmico 23.6+£0.08 - 6.1+0.0 11.8+0.6 - -
Rutina 41.1+0.25 6.1+0.1 134.2+0.1 2522+ 17 22+38 -
Luteolina + 13.9+0.08 13.1+0.2 31.4+0.2 15.7+0.2 - 126+19
Quercetina
Kaempherol 7.2+0.09 - 13.4+0 288+19 - -
Vainillina 388104 0.5£0.03 141 £0.03 55%0.2 0.16+0 -
Diosmina_~ 17.2 +1.02 45004  181+004  512+36 33+0 .
+ Hesperidina
Naringenina 7.0 £0.09 15+0.1 19+0.1 6.4+16 - 15+£03
Diosmetina 10.6 £ 0.6 3.7£0.2 16.4+0.2 140+28 - -

(-): No detectado
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Figura 5. Representacion grafica de los cromatogramas para la cuantificacion de polifenoles en la fraccion 1 de la
separacion parcial a) Cromatograma de los picos identificados con la curva de calibracion de la catequina; b)
Cromatograma de los picos identificados con la curva de calibracion (Ac. Galico, Ac. Protocatequico, Ac. Clorogénico, Ac.
Cumarico, Ac. Cinamico, Rutina, Luteolina + Quercetina y Kaempherol); ¢) Cromatograma de los picos identificados con
la curva de calibracién (Vainillina, Diosmina + Hesperidina, Neohesperidina, Naringenina, Apigenina y Diosmetina); d)
Cromatograma de los picos identificados con la curva de calibracién (Ac. Vanilico, Ac. Ferulico y Ac. Elagico).
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Conclusiones

Dado el potencial de aplicacion de los fitocompuestos con actividad bioldgica que contiene la nuez
pecanera, se muestran estudios iniciales de un método de obtencion, fraccionamiento, pre purificacion e
identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos mayoritarios, siendo la catequina el compuesto
con mayor concentracion con 690.9 + 208 pg/ml en la fraccion 1 con la mezcla de acetato de etilo 100%
y Acetato de etilo/Metanol 95:5 de baja polaridad, como una prospeccion de blsqueda de nuevos
compuestos con potencial aplicacion como anitoxidantes y antimicrobianos, entre otros.
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