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RESUMEN

“Recuperacion de Compuestos Fendlicos Solubles e Insolubles a partir
de Residuos del Procesamiento de la Nuez: Perfil Fendlico y Actividad
Antioxidante”

Estos ultimos afios la agroindustria de la nuez, semilla de gran importancia
economica para Chile, por ser uno de los principales productores a nivel
mundial, ha venido creciendo notablemente debido a la tendencia del
consumidor de elegir alimentos saludables de origen vegetal. A consecuencia
de ello, se ha venido generando significativas cantidades de desechos o
residuos agroindustriales, resultantes del proceso agroindustrial. Su importante
contenido en compuestos bioactivos de tipo fendlicos los han convertido en
materias primas secundarias valoradas siendo posible la recuperacion de sus

compuestos con potencial antioxidante promoviendo la economia circular.

Es por ello que, el objetivo del presente estudio fue caracterizar el residuo de la
bebida vegetal de nuez (RBVN) y nuez desgrasada (ND) respecto a sus
compuestos fendlicos con vias a potenciar la aplicacién de estos residuos como
fuente de compuestos bioactivos con potencial antioxidante. Se realizd la
extraccion de las fracciones de fenoles solubles (libres, esterificados y
eterificados) e insolubles. Fue necesario realizar una hidrolisis alcalina y acida
para poder recuperar las fracciones de fenoles solubles esterificados y
eterificados, respectivamente. Asimismo, para la obtencion de la fraccidon
insoluble se aplicé una hidrdlisis alcalina. Se obtuvieron cuatro extractos por
cada muestra (RBVN y ND), haciendo un total de ocho extractos. Los
compuestos fendlicos totales (CFT) y la actividad antioxidante de las fracciones
de fenoles tanto solubles como insolubles de ambas muestras fueron
analizados mediante Folin-Ciocalteu y los métodos FRAP y ORAC,

respectivamente. Asimismo, la identificacion cualitativa y cuantitativa de los
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compuestos fendlicos presentes en el RBVN fue llevada a cabo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS/MS).

A partir de la ND, el mayor contenido estimado de fenoles totales fue
encontrado en la fraccion libre (384,51 mg EAG/100 g p.s.) mientras que la
fraccion insoluble de los RBVN fue la que presenté el mayor contenido de
fenoles totales (167,95 mg EAG/100 g p.s). Se mostré6 una correlacion
significativa entre CFT y FRAP, donde la fraccion libre de la ND presento6 el
mayor poder reductor (887,56 umol ET/g). Ademas, el valor ORAC total de la
ND (132,20 pumol ET/g) fue el doble del RBVN (66,25 umol ET/g), donde las
fracciones insolubles de la ND y RBVN representaron el 38,17 y 31,45 % del
valor ORAC total respectivamente. Diez compuestos fendlicos entre acidos
fendlicos (6) y flavonoides (4) fueron identificados y cuantificados en el RBVN,
de los cuales el acido galico fue el mas representativo (3768,68 pg/100 g p.s.).
La biochanina A fue identificada por primera vez en el RBVN. Por lo tanto, el
RBVN puede ser considerado una fuente potencial para el desarrollo de aditivos

alimentarios antioxidantes y/o nutracéuticos.
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ABSTRACT

“Recovery of Soluble and Insoluble Phenolic Compounds from Walnut

Processing Residues: Phenolic Profile and Antioxidant Activity”

In recent years, the walnut agroindustry, a seed of great economic importance
for Chile as one of the main producers worldwide, has been growing significantly
due to the consumer trend of choosing healthy foods of vegetable origin. As a
result, significant amounts of agro-industrial waste or residues resulting from the
agro-industrial process have been generated. Their important content in
bioactive compounds of phenolic type have turned them into valued secondary
raw materials, being possible the recovery of their compounds with antioxidant
potential promoting the circular economy.

Therefore, the aim of the present study was to characterize the walnut plant-
based beverage residue (WPBR) and defatted walnut (DW) with respect to their
phenolic compounds in order to enhance the application of these residues as a
source of bioactive compounds with antioxidant potential. The extraction of the
soluble (free, esterified and etherified) and insoluble phenol fractions was
carried out. Alkaline and acid hydrolysis was necessary to recover the esterified
and etherified soluble phenol fractions, respectively. Likewise, an alkaline
hydrolysis was applied to obtain the insoluble fraction. Four extracts were
obtained for each sample (DW and WPBR), making a total of eight extracts.
Total phenolic compounds (TPC) and antioxidant activity of both soluble and
insoluble phenol fractions of both samples were analyzed by Folin-Ciocalteu,
FRAP and ORAC methods, respectively. Furthermore, qualitative and
guantitative identification of the phenolic compounds present in the WPBR was
carried out by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-
MS/MS).
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From DW, the highest estimated content of total phenols was found in the free
fraction (384,51 mg GAE/100 g p.s.) while the insoluble fraction of WPBR
presented the highest content of total phenols (167,95 mg GAE/100 g m.s). A
moderate correlation was shown between TPC and FRAP, where the free
fraction of DW showed the highest reducing power (887,56 pmol ET/Q).
Furthermore, the total ORAC value of DW (132,20 umol TE/g) was twice that of
WPBR (66,25 pmol TE/g), where the insoluble fractions of DW and WPBR
represented 38,17 and 31,45 % of the total ORAC value, respectively. Ten
phenolic compounds including phenolic acids (6) and flavonoids (4) were
identified and quantified in the WPBR, of which gallic acid was the most
representative (3768,68 pg/100 g p.s.). In addition, biochanin A was identified
for the first time in the WPBR. Therefore, WPBR could be considered a potential

source for the development of antioxidant and/or nutraceutical food additives.
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1. INTRODUCCION

La nuez (Juglans regia L.), fruto seco comestible de alto valor nutritivo, es
compuesta principalmente de &cidos grasos insaturados, proteinas, fibra
dietética, minerales, vitaminas del complejo B, ademas de la vitamina E
(tocoferoles) y fitoesteroles (Abdallah et al., 2015; Croitoru et al., 2019; Shahidi
etal.,, 2021; Wang etal., 2022). En adicion, la nuez contiene importantes
cantidades de compuestos de naturaleza fendlica (Wu et al.,, 2021). Estos
compuestos han mostrado posibles efectos beneficiosos sobre la salud humana
contra enfermedades cronicas no transmisibles mediadas por el estrés oxidativo
(algunos tipos de cancer, diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares) y
neurodegenerativas por su capacidad antioxidante y antiinflamatorio en estudios
in vitro e in vivo (Carvalho et al., 2010; Guasch-Ferré et al., 2021; Kris-Etherton,
2014; Ni et al., 2021a).

Los compuestos fendlicos se encuentran en diferentes formas dependiendo de
su asociacion con la matriz alimentaria, se tienen los fenoles solubles tanto
libres, esterificados y eterificados, asi como los fenoles insolubles (de Camargo
et al.,, 2017; Zhang et al., 2020). No obstante, la mayor parte de los estudios
reportados solo consideran el analisis fendlico y la actividad antioxidante de la
fraccion de fenoles solubles, generalmente evaluados tras la obtencion de un
extracto crudo, omitiendo la contribucion de cada una de las fracciones de
fenoles, es decir: los libres, esterificados, eterificados e insolubles (Kafkas
et al., 2020; Slatnar et al., 2015). Estos ultimos son aquellos fenoles que se
encuentran unidos a la pared celular de la matriz mediante enlaces covalentes,
los cuales pueden ser liberados mediante hidrélisis alcalina (Shahidi & Yeo,
2016).

El potencial antioxidante de la nuez ha sido evidenciado mediante diferentes

métodos analiticos como el DPPH, FRAP, ORAC y ABTS principalmente
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(Arranz et al., 2008; Trandafir et al., 2016; Wang et al., 2022), los cuales son
métodos practicos y accesibles de ser realizados (Granato etal.,, 2018).
Asimismo, también los subproductos de la nuez como la cascara verde externa,
cascara marron dura, hojas y flores del arbol de nuez y asi como su piel han
demostrado poseer una alta capacidad antioxidante y poder reductor (Salem
et al., 2022; Soto-Maldonado et al., 2022; Zhang et al., 2020).

Sin embargo, en la actualidad, se han venido generando otros subproductos
provenientes de la industria de la nuez, considerados como deshechos, como
por ejemplo las tortas obtenidas del proceso de extraccidén del aceite y bebidas
vegetales a base de nuez. La nuez desgrasada (ND) mostrd ser una fuente rica
de compuestos fendlicos con potencial antioxidante (Garcia-Mendoza et al.,
2021). Sin embargo, no se han reportado estudios previos de la caracterizacion
fenodlica y actividad antioxidante a partir de las diferentes fracciones de fenoles
solubles (libres, esterificados y eterificados) e insolubles del residuo de la
bebida vegetal de nuez (RBVN) y tampoco del porcentaje de compuestos
fendlicos en la materia prima que se estaria desechando al no considerar el
residuo de la bebida vegetal de nuez como una fuente de compuestos fendlicos.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar los fenoles totales y
su actividad antioxidante de cada fraccion de fenoles solubles e insolubles tanto
de la ND como del RBVN, asi como realizar por primera vez la identificacion
cualitativa y cuantitativa de los compuestos presentes en el RBVN mediante

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.



2. MARCO TEORICO

2.1Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son aquellos que en su estructura presentan uno o
varios anillos aromaticos unido a uno o mas grupos hidroxilo. Son los
metabolitos secundarios mas abundantes en plantas con mas de 8000
estructuras conocidas. Van desde compuestos fendlicos simples como los
acidos fendlicos hasta compuestos complejos como los taninos. Estos
compuestos estan involucrados en la defensa de las plantas contra los rayos
ultravioleta (UV), patdgenos y otros depredadores. Su presencia en todos los
organos de las plantas los convierte en una parte importante de la dieta humana
(Alara, Abdurahman, y Ukaegbu,2021).

2.1.1 Biosintesis

Existen dos rutas propuestas para la biosintesis de los compuestos fendlicos: la
ruta del shikimato o acido shikimico y la ruta del fenilpropanoide. Los
aminoacidos fenilalanina y tirosina sirven como puntos centrales y son los
precursores cruciales para la formacion de los diferentes tipos de compuestos
fendlicos (de la Rosa et al., 2019; Vuolo et al., 2019). La Figura 1 presenta las

rutas de biosintesis para compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos serian sintetizados en el reticulo endoplasmaético y
luego serian transportados al ndcleo de la célula. Su liberacion y transporte
desde el interior de la célula hasta la pared celular seria a través de un sistema
de transferencia vesicular dando lugar a la formacion de los fenoles insolubles
ligados, unidos a carbohidratos como la celulosa, hemicelulosa, arabinosa,
pectina, o proteinas estructurales mediante enlaces covalente. Mientras que los
compuestos fendlicos solubles libres podrian ser transportados al interior de las
vacuolas. Varios tipos de enzimas como la fenilalanina amoniaco liasa (FAL), la

tirosina amoniaco liasa (TAL) y la cinamato-4-hidroxilasa intervienen

3



principalmente en la biosintesis de los compuestos fenodlicos (Shahidi &
Hossain, 2023). A consecuencia de dicha actividad enzimética, se llegarian a
formar fenoles que incluyen a los acidos fendlicos (hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos), flavonoides (flavanones, flavonoles, flavonas, isoflavonas,
antocianidinas) y otro tipos de fenoles (cumarinas, curcuminoides, estilbenos,

lignanos, taninos condensados) (Mark et al., 2019).
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Figura 1. Biosintesis de los compuestos fendlicos (Mark et al., 2019).



2.1.2 Clasificacién

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados de diferentes formas. De
acuerdo a su estructura quimica, se han propuesto ciertas formas de
clasificacion como fenoles simples y complejos, monofenoles o fenoles y
polifenoles o también como flavonoides, fenoles asociados y polifenoles (Vuolo
etal.,, 2019). Entre los polifenoles se han categorizado a los taninos
(hidrolizables y condensados), lignanos, estilbenos y cumarinas, entre otros.
Por otro lado, los compuestos fendlicos también han sido clasificados
dependiendo de su asociacion con la matriz alimentaria pudiendo ser
catalogados como solubles (libres, esterificados y eterificados) e insolubles o
también como fenoles libres y conjugados. Los acidos fendlicos, mayormente
los fenoles méas abundantes en las matrices vegetales, estan presentes en

diferentes formas ya sea libre o conjugada. (Shahidi & Hossain, 2023).

2.1.2.1 Por su estructura quimica

En la Figura 2 se muestra una propuesta de clasificacion de los compuestos
fendlicos por su estructura quimica. En el caso de los taninos, poseen un gran
namero de grupos hidroxilo u otros grupos funcionales, siendo encontrados en
la forma de ésteres. Los taninos han sido divididos en taninos hidrolizables y no
hidrolizables o condensados. Estos Uultimos son estructuralmente mas

complejos y uniformes que los taninos hidrolizables (Vuolo et al., 2019).
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Figura 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos por su estructura quimica
(Alara et al., 2021; Shahidi & Hossain, 2023).

2.1.2.1.1 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos poseen a lo menos un anillo aromatico donde por lo menos
un hidrégeno es reemplazado por un grupo hidroxilo (Heleno et al., 2015). Se
pueden categorizar en dos grupos: acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos.
La Figura 3 presenta la estructura quimica de &cidos fendlicos. Los acidos
hidroxibenzoicos tienen la estructura quimica C6-C1. Entre los mas conocidos
se tienen el &cido salicilico, protocatecuico, siringico y galico. Por otro lado, los

acidos hidroxicinamicos tienen la estructura C6-C3, con un doble enlace en la



cadena lateral con posibilidad de configurarse de forma cis o trans. En las
matrices alimentarias, mayormente se presentan como monomeros, dimeros o
polimeros (Vuolo et al., 2019). Los acidos hidroxicinamicos mas representativos
en alimentos se encuentran el acido cafeico, p-cumarico, ferulico y sinapico (de
la Rosa et al., 2019).

Acidos hidroxibenzoicos

Acido fenolico R1 R2 R3 R4
Acido salicilico OH H H H
(2-hidroxibenzoico)

Acido p-hidroxibenzoico H H OH H
(4-hidroxibenzoico)

Acido protocatecuico H OH OH H
Acido galico H OH OH OH
Acido siringico H OCHz OH OCHs

Acidos hidroxicinamicos

Acido fenolico R1 R2
Acido p-cumarico H H
(A-hidroxicinémico)

Acido cafeico OH H
Acido ferulico OCHs H
Acido sinapico OCHz  OCHz3

Figura 3. Estructura quimica de &cidos fendlicos (de la Rosa et al., 2019).



2.1.2.1.2 Flavonoides

Los flavonoides estan constituidos por un esqueleto de 15 carbonos (C),
dispuestos como C6-C3-C6, con diferentes sustituciones, disposicion del
esqueleto base y grado de insaturacion. En sintesis, los flavonoides
representan dos anillos arométicos A y B, unidos comUnmente por un anillo
heterociclico C (Faggio et al.,, 2017). Los flavonoides pueden subdividirse en
seis grupos o familias, de acuerdo a sus diferencias en el anillo pirano. En la
Figura 4 se muestran los diferentes tipos o subgrupos de flavonoides segun su
estructura quimica. En cada subgrupo, los compuestos difieren en su patron de

hidroxilacion y metilacion de los anillos tanto A como B (Vuolo et al., 2019).

Las flavonas son la familia que posee la estructura més bésica de entre todos
los flavonoides. Las flavonas contienen un grupo cetona en C4, un doble enlace
entre el C2 y C3, asi como un anillo B unido al C2. En las isoflavonas, los
anillos A y C (anillos cromanos) permanecen conectados al anillo B desde la
posicion C3, en lugar deC2. Las isoflavonas tienen una distribucién menor en
comparacion con otros grupos y se encuentran en muchas especies de la
familia Fabaceae (Sarfraz et al., 2021). Ademas, se ha informado que pueden
estar presentes en plantas de las familias Rosaceae, Moraceae, Iridaceae y
algunos microorganismos. Se los considera ampliamente como un fitoestrégeno
debido a su accidn estrogénica. Entre las principales isoflavonas de encuentran
la genisteina, la daidzeina y la gliciteina y sus 7-O glicésidos, las cuales se
encuentran en la soya, el garbanzo, las lentejas, alubias, el trébol rojo, el mani,
entre otras plantas leguminosas (Lone et al., 2020). Sin embargo, en los ultimos
afos se ha reportado también la presencia de la isoflavona biochanina A la cual
ha presentado un alto potencial protector contra multiples enfermedades como

el cancer, diabetes, obesidad y hepaticas (de Camargo et al., 2022).



[ Flavonas ] [ Isoflavonas ]

R, O
Flavona R1 R2 R3 R4 R5 R6 Isoflavona R1 R2
Apigenina H OH OH H OH H Daidzeina H  OH
Luteolina OH OH OH H OH H Genisteina OH OH

Gliciteina H OCHs

{ Estructura basica \

[ Flavanonas ] de los flavonoides [ Antocianidinas ]

!

Flavanona R1 Antocianidina R1 R2

Naringenina H

Pelargonidina H H
Eriodictiol OH Cianidina OH H
Hesperidina OCHs Delfinidina OH OH
Peonidina OCHs H
Flavonol Rl R2 Petunidina OCHs OH
Kaempferol H H Malvidina OCHs OCHs

Quercetina OH H

Miricetina OH OH

Figura 4. Estructura quimica de los tipos de flavonoides



Los flavonoles son un subgrupo que estructuralmente son flavonas hidroxiladas
en el C3. Entre los principales flavonoles estudiados se encuentran el
kaempferol, quercetina y miricetina (de la Rosa et al., 2019). En el caso del
subgrupo de flavanonas, el anillo C presenta un grupo pirano saturado, es decir
no poseen un doble enlace entre los C2 y C3, pero si muestran el grupo
cetonico en C4. Las principales flavanonas son la naringenina, el eriodictiol y la
hesperitina. Estas flavanonas mayormente son encontradas en productos
citricos y hierbas como el orégano. Por otro lado, las antocianidinas, no
presentan el grupo cetonico en el C4 y poseen un OH en C3 asi como dos
dobles enlaces en el anillo C (de la Rosa et al., 2019; Miao et al., 2022; Vuolo
et al., 2019).

2.1.2.2 Por su asociacion con la matriz alimentaria

Los compuestos fendlicos pueden encontrarse localizados en la matriz vegetal
de diferentes formas como se muestra en la Figura 5. Los compuestos fendlicos
solubles libres mayormente se ubican en las vacuolas dentro de la célula, no
unidos fisica ni quimicamente con otras moléculas, pudiendo ser extraidos

haciendo uso de solventes polares u organicos (Figura 6).
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Figura 5. Clasificaciéon de los compuestos fendlicos por su asociacion con la

matriz vegetal (Zhang et al., 2020).
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Figura 6. Localizacion de los compuestos fendlicos solubles e insolubles dentro

de una célula de la matriz vegetal (Shahidi y Yeo, 2016).

En el caso de los fenoles solubles esterificados y eterificados estan unidos
mediante enlaces covalentes, éster u éter a azlUcares y macromoléculas de bajo
peso molecular. Por ejemplo, los grupos hidroxilo de alguna sustancia de la
pared celular puede formar enlaces éster con el grupo carboxilo de los acidos
fendlicos. En adicion, los compuestos fendlicos se pueden unir mediante
enlaces éter con los grupos hidroxilo de otros componentes presentes. A
diferencia de los fenoles solubles, los fenoles insolubles se encuentran unidos a
carbohidratos y proteinas que forman parte de la pared celular como la
celulosa, hemicelulosa, arabinosa, pectina, lignina y proteinas estructurales
mediante enlaces éster, éter y carbono-carbono (C-C). En la Figura 7 se
presenta los tipos de enlaces tanto éster y éter que se da entre un compuesto
fendlico ya sea un acido fendlico o flavonoide de la fraccion insoluble unido a la
celulosa. Ademas, los fenoles insolubles también podrian estar unidos a la
matriz alimentaria mediante enlaces hidrofébicos y puentes de hidrégeno
(Shahidi & Hossain, 2023).
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Figura 7. Enlaces éster y éter entre un acido fendlico y flavonoide de la fraccion
insoluble unidos a la celulosa que forma parte de la matriz vegetal (Shahidi &
Hossain, 2023).

Los fenoles insolubles ligados se encuentran en las plantas en un rango
promedio de 20 a 60 % (Shahidi & Hossain, 2023). Las semillas de chia
reportaron tener un 32,27 % de fenoles insolubles con respecto al total de
fenoles encontrados (Rahman et al., 2017). Sin embargo, en ciertas matrices se
han reportado altos porcentajes de insolubles. De Camargo etal. (2022)
obtuvieron un contenido entre 76,47 - 87,75 % de fenoles insolubles en
muestras de garbanzo. En adicion, se encontré que la fraccion de fenoles
insolubles fue predominante con un 79 % en muestras de residuos vitivinicolas

de la variedad tempranillo (de Camargo et al., 2014).

En cuanto a su localizacion en los tejidos de la matriz, los fenoles solubles se
encuentran generalmente en los tejidos nutricionales (germen, endospermo,
radicula, etc.) mientras que los fenoles insolubles se encuentran generalmente
en los tejidos protectores (cascara o piel de la semilla y pericarpio) y una parte
de ellos también se localizarian en los tejidos nutricionales, pero en menor
proporcion (Shahidi & Yeo, 2016; Z. Wang et al.,, 2020). Sin embargo, no se
puede hacer una generalizacién en este aspecto puesto que en el caso de la
piel de mani se encontré un bajo contenido de fenoles insolubles (7,93 %) (de

Camargo et al., 2017).
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2.2 La nuez
2.2.1 Generalidades

El arbol de la nuez (Juglans regia L.) pertenece a la familia Juglandaceae del
orden de las Fagales (ITIS, 2011). Este arbol ha sido cultivado en el sureste
del continente Europeo y se ha prolongado hasta el Himalaya y el suroeste
de China. Esta planta es procedente de Kirguistan (Asia Central), donde el
arbol de nuez crece hasta los 1000 - 2000 m de altitud. Este arbol ha sido
comercializado por 66 paises alrededor del mundo sobre una superficie total
de 1 417 640 ha en el afio 2021. Su produccion a nivel global fue de 3 500
172, 84 t (con céascara) en el periodo 2021. China, Estados Unidos y Chile
representaron el 31, 19 y 4 % del total de la produccién mundial de nueces,
respectivamente. La produccion de nuez con cascara en Chile ascendio a
148 000 t en el afio 2021. Ademas, se registraron ventas de exportacion por
32 848 toneladas equivalente a USD 237 605 miles de dblares como nuez sin
cascara. Sus principales destinos fueron Alemania, Italia y Espafa (FAO,
2023).

2.2.2 Composicién quimica

El fruto comestible de la nuez, conocido como kernel en inglés, es una
semilla grande, drupaceo, con mesocarpio carnoso Yy endocarpio duro,
arrugado en dos valvas y el interior dividido incompletamente en dos o cuatro
celdas, con un didmetro geométrico promedio del fruto de la nuez con el
endocarpio duro que varia entre 3,5 a 4,5 cm (Ercisli etal.,, 2012). Esta
compuesto principalmente de &cidos grasos, tocoferoles, fitoesteroles y
compuestos fenolicos (Abdallah et al., 2015). La parte comestible es rica en
macro y micronutrientes tal como se presenta en la Tabla 1. Entre los
macronutrientes se destaca el alto contenido de lipidos y proteinas. El
contenido de lipidos puede variar entre 50 a 70 % dependiendo del tipo de

cultivar, condiciones climaticas y de suelo. Comparado a otros frutos secos,
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la nuez se caracteriza por ser una rica fuente de &acidos grasos esenciales
tanto monoinsaturados (AGMI), donde predomina el &cido oleico, como
poliinsaturados (AGPIs), teniendo al &cido linoleico y a-linolénico como los
principales. Entre los micronutrientes (vitaminas y minerales), presenta un
alto contenido de potasio, fosforo, magnesio y calcio, mientras que es baja en
sodio. Ademas, tiene un contenido importante de la vitamina liposoluble E y

vitaminas del complejo B (Croitoru et al., 2019).

Tabla 1. Composicion nutricional de la nuez

Energia/Constituyentes

Valor nutricional por 100 g

Energia 2738 kJ (654 kcal)
Carbohidratos 13,71
Almidén 0,06
Azlcares 2,61
Fibra dietaria 6,7
Lipidos 65,21
Lipidos saturados 6,126
Lipidos monoinsaturados 8,933
Lipidos poliinsaturados 47,174
Proteinas 15,23
Humedad 4,07
Calcio 98 mg
Hierro 2,91 mg
Magnesio 158 mg
Manganeso 3,414 mg
Fosforo 346 mg
Potasio 441 mg
Sodio 2mg
Zinc 3,09 mg
Beta-caroteno 12 ug
Vitamina A 20 UI
Tiamina (B1) 0,314 mg
Riboflavina (B2) 0,15 mg
Niacina (B3) 1,125 mg
Acido pantoténico (B5) 0,570 mg
Vitamina B6 0,537 mg
Folato (B9) 98 ug
Vitamina C 1,3mg
Vitamina E 0,7 mg
Vitamina K 2,7 ug

pHg= microgramos; mg = miligramos; Ul=unidades internacionales

(Croitoru et al., 2019).
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2.2.3 Compuestos fendlicos de la nuez

Entre muchos frutos secos, un estudio mostré que el contenido de fenoles
totales de la nuez es significativamente mayor que el de las almendras,
avellanas, anacardos y cacahuetes (Rocchetti et al., 2018). Se ha mostrado
gue la mayoria de los fenoles de la nuez se presentan en forma libre (51,1%-
68,1%), seguidos de formas insolubles o ligadas (21,0%-38,0%) vy
esterificadas (9,7%-18,7%). Asimismo, se ha demostrado que los fenoles
solubles (&cidos hidroxicinAmicos y flavanoles) pueden ser mejor extraidos

con acetona (Wu et al., 2021).

2.2.3.1 Acidos fendlicos de la nuez

Los &cidos fendlicos se consideran los mas representativos en la nuez,
alrededor de un 80 % de los fenoles totales (Wu et al.,, 2021). Entre los
acidos fendlicos encontrados mas distintivos en muestras de nuez, se ha
reportado la presencia del acido galico y otros acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicindmicos (Croitoru et al., 2019). En la Figura 8, se muestra la
estructura quimica del &cido galico, que también es denominado como 3,4,5
trinidroxibenzoico. Ademas se identificd el acido feralico en diez diferentes
nueces tanto americanas como francesas (Slatnar et al., 2015). El acido
gdlico junto con otros acidos fendlicos fue encontrado en las fracciones de

fenoles solubles libres, esterificadas e insolubles (Wu et al., 2021).

OH
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L

Figura 8. Estructura quimica del acido galico (Croitoru et al., 2019).
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2.2.3.2 Flavonoides de la nuez

Los flavonoides se pueden encontrar en un 20 % en la nuez, donde los
flavonoides del tipo flavanoles predominan sobre los flavonoles y flavanos en
nueces provenientes de origen chino (Wu et al., 2021). Entre los flavonoides
identificados en nueces americanas se encontraron los derivados de

quercetina (Regueiro et al., 2014).

2.2.4 Propiedades beneficiosas de la nuez

Desde hace un largo tiempo, el arbol de nuez ha sido objeto de arduo estudio
por sus propiedades beneficiosas para la salud. La extensa gama de sus
caracteristicas bioactivas se deberia primordialmente a la existencia de
elementos fitoquimicos como acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
carotenoides, compuestos que contienen nitrégeno junto con otros elementos
polifendlicos (Fukuda et al., 2003). Casi todas las partes de esta planta, como
la corteza, la almendra, las flores, las hojas, la cascara, el tabique y el aceite
poseen sus propias caracteristicas bioactivas (Jahanban-Esfahlan et al.,
2020). La composicion quimica de los fitonutrientes depende de la ubicacion
geogréfica, las condiciones climéticas y la naturaleza del suelo. Muchos
estudios han demostrado que la nuez muestra propiedades antioxidantes,
analgésicas, antiulcerosas, antidiabéticas, hepatoprotectoras,
antimicrobianas, antiinflamatorias, antihipertensivas, neuroprotectoras,
anticancerigenas, cicatrizantes y otras bondades terapéuticas tanto en
modelos in vitro como in vivo (animales y humanos) (Carvalho et al., 2010;
Gupta etal.,, 2019; Ni etal., 2021b; Shah etal.,, 2015). Las principales
propiedades nutraceuticas de los fenoles mas predominantes en la nuez se

presentan en la Figura 9.
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Figura 9. Potencial bioactivo de los principales constituyentes de Juglans regia
L. (Gupta et al., 2019).

2.2.5 Actividad antioxidante de la nuez

Se han reportado varios estudios sobre el potencial antioxidante de los
compuestos fendlicos presentes en la nuez (Garcia-Mendoza et al., 2021;
Trandafir etal.,, 2016; Wang, Ping etal., 2022; Wu etal., 2021). Estos
compuestos pueden llegar a prevenir o detener el progreso de varias
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo, debido principalmente a sus
propiedades redox, el cual les permite actuar como agentes reductores,
guelante de metales, atrapador de radicales libres, inhibidor de oxigeno singlete
y donador de hidrégeno (Shah et al., 2015).

2.2.6 Residuos agroindustriales o subproductos de la nuez

Los residuos agroindustriales vegetales comprenden diferentes partes
vegetales no comestibles y subproductos industriales como cascaras, pieles,
cascarillas, huesos, paja, tallos, hojas y bagazo, entre otros, asi como los
productos no aptos para el consumo debido al deterioro y/o apariencia no
aceptable (Galanakis, 2012). Su alto contenido en polisacaridos y metabolitos

secundarios los ha convertido en materias primas secundarias valiosas y
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facilmente disponibles para la produccion de energia, productos quimicos o
fuentes de ingredientes funcionales y/o nutracéuticos.

La agroindustria de la nuez puede llegar a generar diferentes tipos de
subproductos o residuos agroindustriales como se muestra en la Figura 10.
El &rbol de nuez esta compuesto de brotes, ramas, la raiz, el tronco, las hojas
y el fruto, de los cuales principalmente de los dos ultimos mencionados se
han extraido compuestos con propiedades bioactivas en cantidades

importantes.

Arbol de nuez

,/.~/.A ) WA [
o " P ) ‘, u\ 3
S ‘A A,
Cascara verde . N
Nuez Raris comestibly Parte comestible
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sin piel
. -
Cascara marréon Piel

Figura 10. Diferentes partes del arbol de nuez y su fruto, asi como los
subproductos generados (Jahanban-Esfahlan et al., 2019).
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En cuanto al fruto en si, se considera la parte mas importante de la planta por
contener la parte comestible. En la agroindustria de la nuez, se pueden llegar
a generar subproductos o residuos como la cascara verde externa, la cascara
interna (shell en inglés), la nuez en si, la piel y la membrana o tejido que
separa la nuez en partes (Chamorro et al.,, 2022). La céscara interna es
considera un material lignocelulésico de alta dureza. La piel que cubre la
parte comestible es una capa protectora marrén, la cual protege de la
oxidacion y contaminacién microbiana. Se ha reportado que la piel presenta
mayormente un alto contenido de compuestos fendlicos y una vez retirada
(nuez sin piel), se evidencié la disminucion de la actividad antioxidante (Arcan
& Yemenicioglu, 2009; Colaric et al., 2005).

2.3 Bebidas vegetales

En el procesamiento de la nuez, se llegan a generar ciertos subproductos,
como se muestra en la Figura 11. En el caso del procesamiento de las
bebidas vegetales también se generan subproductos que pueden ser
revalorados. Las bebidas vegetales son bebidas elaboradas a base de
semillas oleaginosas, cereales, legumbres o de frutos secos (nuez, almendra,
anacardo, soja), conocidas también como bebidas plant-based o sustitutos de
la leche. Su consumo se ha incrementado estos ultimos afios debido a
diversas causas entre ellas la tendencia del consumidor a preferir alimentos
saludables que no sean de origen animal y que tengan efectos beneficiosos
para su salud, asi como el aumento de personas intolerantes a la lactosa a
nivel mundial. El volumen de las ventas de la bebida vegetal de avena de
2017 a 2018 aumento6 en un 71 %, asimismo la bebida vegetal de almendras

y de coco en un 10 y 16 % respectivamente (Aydar et al., 2020).

En Chile, desde el 2017, la empresa Vilay inici6 el procesamiento y

comercializacién de bebidas vegetales a base de almendras. Entre el afio
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2018 y 2019 el volumen de produccion de las bebidas vegetales crecié en
méas de un 70% en Chile (Sour magazine, 2021). Luego, en el afio 2020, la
empresa Not Company (NotCo) lanzé al mercado una bebida vegetal llamada
“‘Not Milk” a base de diferentes matrices vegetales como arvejas, achicoria,
coco, repollo, pifia, entre otras. Estas bebidas se caracterizan por su rico
contenido de &cidos grasos insaturados, fibra, compuestos bioactivos como
fitoesteroles y compuestos fendlicos los cuales tienen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y que podrian reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, cancer, aterosclerosis y/o diabetes. Sin
embargo, uno de los desafios actuales en la industria de este tipo de bebidas
es el manejo y aprovechamiento de los residuos generados conocidos como
tortas obtenidas en el proceso de filtracién, las cuales son fuentes de
compuestos fenolicos solubles e insolubles con alta capacidad antioxidante,

ademas de aceites esenciales (Penha et al., 2021).
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Figura 11. Diagrama de flujo del procesamiento de la bebida vegetal y aceite de

nuez y sus subproductos generados.
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2.4 Extraccion de compuestos fendlicos

El método mas comun de extraccion de compuestos fendlicos es considerado la
extraccidbn con solventes que podrian incluir la maceracién, decoccién,
percolacion y/o digestién. La extraccidbn por maceracion es un procedimiento
simple que consiste en remojar muestras trituradas en un solvente adecuado en
un sistema cerrado seguido de agitacion constante o intermitente a temperatura
ambiente (Olejar et al., 2015). Después del periodo de extraccién, se utiliza un
proceso de separacion para disociar el solido del solvente. Este proceso
generalmente se logra mediante filtracion, sedimentacion o centrifugacion. Es
una técnica simple, aunque tiene como desventaja ser lenta y requerir un

importante volumen de solvente (Alara et al., 2021).

Los fitoquimicos se extraen principalmente utilizando disolventes organicos y su
formulacién acuosa. Por ejemplo, la acetona al 50 % ha demostrado ser
eficiente en la extraccion de polifenoles a partir del tabique de las nueces en
comparacion con el etanol y mezclas hidroalcohélicas (Rusu et al., 2018). Sin
embargo, otro estudio informé que el agua seria el mejor disolvente para la
extraccion de polifenoles a partir de cascaras verdes de nuez (Fernandez-
Agullé et al., 2013). Un estudio reciente encontré que los disolventes acuosos y
organicos lograron mejores eficiencias de extraccion en comparacion con los
disolventes organicos absolutos (de Camargo et al., 2021). Del mismo modo, se
reportd que el metanol podria ser un disolvente adecuado para extraer

polifenoles a partir de extractos de nueces (Wu et al., 2021).

2.4.1 Extraccion mediante hidrdlisis alcalina 'y acida

Los compuestos fendlicos solubles esterificados y eterificados pueden ser
extraidos mediante hidrdlisis alcalina y acida respectivamente. La hidrdlisis
alcalina consiste en aplicar un alcali siendo mayormente empleado el hidréxido

de sodio (NaOH) y el hidréxido de potasio (KOH) diluidos en concentraciones
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entre 2 a 4 M. Mediante el tratamiento alcalino, los enlaces éster que unen al
compuesto fendlico con algun componente de la matriz vegetal son divididos
permitiendo la liberacion de acidos fendlicos, flavonoides, taninos y otros
polifenoles. Las condiciones de extraccion a tomar en cuenta mediante el uso
de alcalis serian mantener protegidos los extractos de la luz o acondicionarlos
en un lugar oscuro y ajustar luego el pH a condiciones &cidas (2 a 4)
adicionando &cido citrico o clorhidrico concentrado. El proceso de acidificaciéon
es muy relevante puesto que las condiciones acidas permiten que se evite la
formacion de las quinonas que se dan usualmente en condiciones basicas
donde se desprotonan los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos. En
adicién, una consecuencia que provoca el tratamiento con una base fuerte es la
precipitaciéon de las proteinas. Aunque la hidrélisis alcalina se da en largos
rangos de tiempo (1 a 4 horas), mediante esta hidrélisis se puede lograr la

separacion irreversible de los enlaces éster.

En el caso de la obtencion de los compuestos fendlicos insolubles, también se
da generalmente mediante la hidroélisis alcalina. El proceso de extraccion de los
compuestos fendlicos mediante el tratamiento con &acidos fuertes se da
mediante el empleo de &cidos tales como el acido clorhidrico o sulfarico en altas
concentraciones (6M), donde se da el rompimiento de enlaces mayormente del
tipo éter (Shahidi & Hossain, 2023; Shahidi & Yeo, 2016; Z. Wang et al., 2020).

2.5 Técnicas analiticas

2.5.1 Compuestos fendlicos totales (CFT)

El método de Folin-Coicalteu determina de manera colorimétrica, utilizando un
fenol de referencia (acido galico), la cantidad de polifenoles totales presentes en
las muestras. La técnica se basa en la capacidad de los polifenoles para reducir

una mezcla de acidos fosfomolibdotungstico llamada reactivo de Folin-
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Ciocalteu, que en su forma oxidada es de color amarillo, generando un
complejo reducido de molibdeno (V) de color azul y que se mide a una longitud
de onda de 765 nm. En la Figura 12 se aprecia la reaccion quimica que se da

del acido gélico y el reactivo de Folin-Ciocalteu (Mufioz-Bernal et al., 2017).
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Figura 12. Reaccién de acido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu (Mufioz-
Bernal et al. 2017).

2.5.1.1 Capacidad reductora de hierro del plasma (FRAP)

Este método consiste en la reduccién de iones férricos (Fe lll) a ferrosos (Fe Il)
a un pH bajo de 3,6, resultando un complejo coloreado. El reactivo
tripiridiltriazina (TPTZ) férrico es reducido a la forma ferrosa (Fe Il) por accién
de antioxidantes donde un color azul intenso es formado a una absorbancia
maxima de 593 nm (Benzie & Strain, 1996). En la Figura 13 se presenta la

reaccion quimica y el mecanismo que se lleva a cabo en el ensayo FRAP.
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Reaccion quimica

[Fe'"(TPTZ):]* + ArOH — [Fe"(TPTZ)]* + ArO* + H*

Mecanismo de reaccioén
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[Fe(TPTZ),]>* [Fe(TPTZ),1*

A =593 nm

Figura 13. Reaccién quimica y mecanismo de reaccion que se produce en el
ensayo FRAP (ArOH: antioxidante) (Bibi Sadeer et al., 2020).

2.5.1.2 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno (ORAC)

El método ORAC fue desarrollado por Cao y Prior (1998). Este método evalla
los cambios de fluorescencia de una molécula blanco, fluoresceina (FLH), en
presencia de radicales no sélo peroxilo (ROQ") sino también alcoxilo (RO")
formados a partir de AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro)
(Dorta et al., 2015). Este fenomeno puede ser cuantificado siguiendo el perfil
cinético de la molécula blanco en funciébn del tiempo de reaccidon
correlacionando al &rea bajo la curva de los perfiles obtenidos en presencia y
ausencia de una muestra antioxidante (XH) y un antioxidante de referencia, que
mayormente es el Trolox, analogo de la vitamina E (Prior, 2015; Shahidi &
Zhong, 2015). En la Figura 14 se representa el mecanismo de reaccion que se

desarrolla durante el ensayo ORAC.
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El indice ORAC basado en la fluoresceina esta determinado por la reactividad
de un antioxidante hacia los radicales alcoxilo y radicales peroxilo, y la
contribucién relativa de estas dos especies depende de la reactividad de la
sonda y el antioxidante. El radical peroxilo es una especie de oxigeno reactivo
el cual es el mas importante bioldgicamente presente en el cuerpo humano,
siendo el mas abundante y responsable por el dafio oxidativo. Por lo tanto, el
método ORAC, es un método mas realista y confiable que otros métodos que
emplean radicales sintéticos. Otra ventaja es que el método ORAC usando la
fluoresceina, permite medir la actividad antioxidante de compuestos de
naturaleza tanto hidrofilica como lipofilica de una muestra (Dorta et al., 2015;
Shahidi & Zhong, 2015).

2.2'-azobis (2-amidinopropanao)
dihidrocloruro (AAPH)

AAPH —-(-)-Zb 2RO0O" + N2 [1]

FLH + ROO° —=ap  FL' + ROOH [2]
XH + ROQ" —==p X' + ROOH [3]
2ROO0O° ——enly- ROO-OOR [4]
ROO-OOR —=p 2RO + O2 [5]
FLH + RO° —=ap»  FL' + ROH [6]
XH + RO’ e X' + ROH [7]

G COOH ROOQ" RO Productos

G = s AEx=480 nm o fluorescentes
HO o o] AEm=510 nm

Fluoresceina

Figura 14. Mecanismo de reaccion que se produce en el ensayo ORAC (Dorta
et al., 2015).
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3. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos recuperados en la fraccion insoluble representan un
mayor contenido y potencial antioxidante en comparacion a las fracciones de
fenoles solubles tanto libres, esterificados y eterificados extraidos a partir de los

residuos del procesamiento de la nuez.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar los residuos provenientes de la produccion de la nuez como fuente

de compuestos bioactivos con potencial antioxidante.

4.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar las fracciones que contienen fendlicos solubles (FS) y fendlicos
insolubles (FI) de los residuos del procesamiento de la nuez en cuanto a
sus contenidos de fendlicos totales y sus perfiles fendlicos por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

b) Evaluar el poder reductor (FRAP) y el potencial antioxidante (ORAC) de las
fracciones que contienen FS 'y Fl.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Materia prima

La nuez en formato mariposa light (variedad Chandler) sin cascara gruesa
marron fue obtenida de una tienda de productos naturales, cosechada en otofio
del 2022 en la comuna del Paine, provincia de Maipo, de la region Metropolitana
de Chile En la Figura 15 se muestra la nuez adquirida para el desarrollo del

presente estudio.

&

Figura 15. Nuez variedad Chandler empleada en el presente estudio.

5.1.2 Solventes y reactivos quimicos

Hexano, Merck (Darmstadt, Germany).

Acetona, Merck (Darmstadt, Germany).

Eter dietilico, Merck (Darmstadt, Germany).

Acetato de etilo, Merck (Darmstadt, Germany).

Metanol, Merck (Darmstadt, Germany).

Acido clorhidrico, Merck (Darmstadt, Germany).

Reactivo de Folin-Ciocalteu, Merck (Darmstadt, Germany).
Acido acético glacial, Merck (Darmstadt, Germany).

Hidréxido de sodio (NaOH), Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).

vV V.V V V V VYV V VY
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vV V VYV V

YV V V VYV V V

Carbonato de sodio (Na2CO3), Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).

Acido galico, Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).
2,4,6-tri(2-piridil)-S-triazine (TPTZ), Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox), Sigma-
Aldrich (St. Loius, MO, USA).

Acetato de sodio trihidratado, Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).

Cloruro férrico (FeCls), Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).

Fluoresceina 70 Nm (376,27 g/mol), Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA).
Solucién de buffer acetato 0,3 M, pH 3,6

Solucién buffer fosfato pH 7,4.

2,2 '-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) (271 g/mol), Sigma-
Aldrich (St. Loius, MO, USA).

El agua empleada para el analisis HPLC fue purificada en un sistema Milli-Q

(Synergy, Millipore, Darmstadt, Germany).

5.1.3 Materiales de laboratorio

vV V.V V V VY

YV V V V V

Papel filtro Watman #1

Embudo Buchner

Papel aluminio.

Papel parafilm.

Film plastico.

Materiales de vidrio (matraces aforados de 10 - 250 mL, vasos de
precipitados de 100 - 1000 mL, probetas de 25 - 500 mL, frascos con tapa
de 100 - 1000 mL.)

Tubos falcon cénicos de 15 - 50 mL.

Tubos Ependorf 1,5 mL.

Puntas de plastico de diferente tamafio.

Micropipetas.

Viales de vidrio 2 mL.
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5.1.4 Equipos

Licuadora (Model Blender Base, Osterizer, México).

Equipo homogenizador (MioMat Pro, China).

Agitador magnético (LMS-1003, LabTech).

pHmetro (pH6175, JENCO® VisionPlus).

Centrifuga (Modelo Z206A, HERMLE, Alemania).

Bafo termorregulador con agitador (Modelo LSB-130S, LabTech, Corea).
Cabina de extraccion

V V V V V V VYV V

Rotaevaporador (Modelo RE 100-Pro, MlabScientific) acoplado a una
bomba (Vac V-500, BUCHI, Suiza).

Espectrofotdmetro UV-Vis (N4S, BiosLabChile, China).

Lector de microplacas Infinite Pro 200 (TECAN, Suiza).

Y VY

» Espectrometro de masas triple cuadrupolo 4500 con electrospray (Turbo V)
adjunto a un cromatografo liquido Eksigent Ekspert Ultra 100 (AB/Sciex,
Concord, ON, Canada).

5.2 Meétodos

5.2.1 Preparacion de la muestra

5.2.1.1 Obtencién de lanuez desgrasada

La fraccion lipidica de la nuez fue removida mediante el licuado de la nuez
previamente triturada manualmente con solvente hexano (sélido/solvente, 1:5,
w/v, 5 min) en una licuadora (Model Blender Base, Osterizer, México) a
temperatura ambiente tres veces. Las nueces licuadas con hexano fueron
filtradas al vacio a través de un papel filtro Whatman #1 usando un embudo
Buchner. Las nueces desgrasadas (Figura 16a) fueron secadas en estufa por
24 h a 40 °C siendo posteriormente molidas y almacenadas a -20 °C.

5.2.1.2 Obtencion del residuo de bebida vegetal de nuez desgrasado
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Para la obtencion del residuo de bebida vegetal de nuez, 100 gramos de
nueces con piel fueron sometidas a remojo en agua destilada por un tiempo de
8 horas. Luego, las nueces fueron estrujadas en un equipo homogenizador
(MioMat Pro, China) a una temperatura de 42 °C por 12 min. Al residuo sélido
obtenido, tipo una torta, se le extrajo la fraccién lipidica de la misma forma que
a la nuez, haciendo uso del solvente hexano. El residuo de la bebida vegetal de
nueces desgrasado (Figura 16b) fue sometido a un proceso de secado en
estufa por 24 h a 40 °C y luego molido siendo almacenado a -20 °C para

posteriores extracciones.

(b)

Figura 16. Residuo de (a) nuez desgrasada y (b) de bebida vegetal de nuez

desgrasado.

Haciendo un balance de masa desde la recepcion de la nuez hasta la obtencion
de la nuez desgrasada y residuo de la bebida vegetal de nuez desgrasado, se

obtuvieron rendimientos de 35y 17 % respectivamente (Anexo 1 y Anexo 2).

5.2.2 Extraccion de los compuestos fendlicos
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La extraccion de compuestos fendlicos solubles como insolubles tanto a partir
de la nuez desgrasada como del residuo de la bebida vegetal de nuez
desgrasado se llevaron a cabo segun se muestra en la Figura 17. Se realiz
una hidrolisis alcalina para la obtencion de la fraccion de fenoles solubles
esterificados e insolubles, mientras que la fraccion de fenoles solubles

eterificados fue obtenida mediante una hidrélisis acida.

5.2.2.1 Extraccién de compuestos fendlicos solubles

Los fenoles solubles fueron extraidos usando acetona : agua (1:1, v/v) (Rusu
et al.,, 2018). En resumen, 3 g de la muestra fueron extraidos con 30 mL del
solvente (1:10, m/v). Estas muestras fueron sometidas a 30 °C x 20 min en un
bafio con agitacion (Modelo LSB-130S, LabTech, Corea). Luego fueron
centrifugadas a 4000 g x 5 min (Modelo Z206A, HERMLE, Alemania). Después
de la centrifugacion, los sobrenadantes fueron recolectados. Este proceso de
extraccion fue repetido tres veces. Los sobrenadantes colectados fueron
empleados para la extraccion de la fraccion de fenoles solubles libres,
esterificados y eterificados, y el residuo sélido fue almacenado para
posteriormente extraer la fraccion de fenoles insolubles presentes en la nuez y
en el residuo de la bebida vegetal de nuez. El solvente organico (acetona 50 %)
fue removido bajo vacio a 40 °C usando un equipo rotavapor (Modelo RE 100-
Pro, MlabScientific) acoplado a una bomba (Vac V-500, BUCHI, Suiza)
obteniendo una fraccion acuosa de fenoles solubles, la cual fue empleada para

las subsiguientes extracciones.

A. Extraccion de fenoles solubles libres

Para la obtencion de la fraccion de fenoles libres, la fraccion acuosa fue
ajustada su pH a 2 y luego se realizaron lavados con un mismo volumen de la
mezcla de solventes éter dietilico: acetato de etilo (1:1, v/v) cinco veces. Entre

cada lavado se agité y decantd la muestra recuperando la fase acuosa inferior.
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La fase organica suspendida fue evaporada hasta obtener un extracto seco.
Este extracto fue disuelto en 5 mL de metanol y almacenado a temperaturas de

congelacion para posteriores analisis.

B. Extraccion de fenoles solubles esterificados

Para la obtencion de la fraccién de solubles esterificados, la fase acuosa fue
hidrolizada con NaOH 2M por cuatro horas. Luego el pH de la fase acuosa
hidrolizada fue ajustado a 2 con HCI 6M y los fenoles liberados fueron extraidos
con la mezcla de éter dietilico: acetato de etilo (1:1, v/v). Se evaporo la mezcla
de solventes hasta la obtencion de un extracto seco, el cual fue suspendido en
5 mL de metanol y sometido a congelaciébn para los andlisis posteriores

respectivos.

C. Extraccion de fenoles solubles eterificados

La fraccion de fenoles solubles eterificados fue obtenida haciendo un previo
ajuste del pH a 2 con HCI 6M a partir de la fase acuosa que se recolectd de la
extraccion de la fraccion de fenoles esterificados. Esta fase acidificada fue
incubada a 95 °C x 45 min en bafio termorregulado con agitacion. Luego, los
fenoles eterificados fueron extraidos con la mezcla de éter dietilico: acetato de
etilo (1:1, v/v). El solvente fue evaporado hasta obtener un extracto seco, el cual
fue disuelto en 5 mL de metanol y almacenado a temperaturas de congelacion

para posteriores analisis.

5.2.2.2  Extraccion de compuestos fendlicos insolubles

Para la obtencion de la fraccion de fenoles insolubles, el residuo sélido obtenido
de la extraccién de los fenoles solubles fue disuelto en NaOH 2M (20 mL/g de
muestra) y agitado por 4 h. La mezcla fue ajustada a un pH de 2 con HCI 6M.
Luego, se extrajeron los fenoles insolubles con la mezcla de éter dietilico:

acetato de etilo (1:1, v/v) cinco veces, siendo sometido a centrifugacion para
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facilitar la separacion de las fases (organica y la acuosa). La mezcla de
solventes fue evaporada al vacio hasta obtener un extracto seco, el cual fue
también suspendido en un volumen determinado de metanol para posteriores

analisis.

|~ = Centrifugacién | | Sobrenadante | | Faseacuosa | |  Faseacuosa | |
W i > | { ——— | / - SR = | ."I \ |
\ /A.Evaporacion” | / B.Hidrélisis \ |/ C.Hidrolisis \ > f
/ " alcalina acida .
Mezcla de muestra v ¥ *
y solvente | Fenoles
Precipitado esterificados

| %A
\

Hidrolisis
alcalina \
Fenoles
insolubles

Figura 17. Proceso de extraccion de compuestos fendlicos A) solubles libres, B)

esterificados, C) eterificados e insolubles (Shahidi & Hossain, 2023).

5.2.3 Compuestos fendlicos totales (CFT)

Los fenoles totales fueron analizados de acuerdo a la metodologia descrita por
Swain & Hillis (1959) con ciertas modificaciones. En resumen, 450 yL de agua
destilada fue mezclada con 400 uL de carbonato de sodio (20 %, p/v) en un
tubo de ensayo. Luego, el extracto diluido en metanol (150 pL) fue adicionado
seguido del reactivo del fenol Folin-Ciocalteu (2000 pL). Para la preparacion del
blanco, se adicion6 150 pL de metanol en lugar del extracto. Dichas
preparaciones fueron mantenidas a 37 °C x 30 min. Luego, la absorbancia fue
medida a 765 nm en un equipo espectrofotometro (N4S, BiosLabChile, China)
por triplicado para cada muestra. El contenido de compuestos fendlicos totales
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fue expresado como mg de equivalente de acido gélico (EAG) por 100 g de

muestra en peso seco.

5.2.4 Anélisis UPLC-MS/MS

El andlisis mediante cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC) acoplado a
espectrometria de masas tandem (MS/MS) fue llevado a cabo siguiendo la
metodologia descrita por de Camargo etal. (2022) empleando un equipo
espectrometro de masas triple cuadrupolo 4500 provisto con un electrospray
(Turbo V) adjunto a un cromatografo liquido Eksigent Ekspert Ultra 100 con un
sistema de automuestreo (AB/Sciex, Concord, ON, Canada). El electrospray fue
empleado en modo negativo considerando los siguientes parametros: gas de
cortina = 30, gas de colision = 10, tensién de pulverizacion ionica = 4500,
temperatura = 650, gas fuente de iones 1 = 50, gas fuente de iones 2 = 50,

potencial de entrada = 10.

La separacion cromatografica se efectud considerando una elusién en gradiente
con dos fases moviles (A) 0,1 % acido férmico y (B) metanol. El gradiente se
llevé a cabo de la siguiente manera: 0.1 min, 5 % B; 1-12 min, 5-50 % B: 12-13
min 50-50 % B; 13-14 min, 50-5 % B; y 14-15 min, 5 % B. EIl volumen de
inyeccion fue de 10 pL con un caudal de flujo de 0.5 mL/min, y una columna con
tapa final (LiChrospher 100 RP-18; 125 mm, 4 mm, 5 um; Merck, Darmstadt,
Alemania) mantenido a 50 °C. Estandares comerciales fueron empleados para
construir las curvas de calibracion con fines de cuantificacion de los
compuestos presentes en las muestras. Los limites de deteccion (LDD) y
cuantificacion (LDC) asi como el r? de los gréaficos trazados para cada estandar
fueron los siguientes: acido galico (LDD = 41 ppb, LDC= 124 ppb y un r? =
0,9988); acido p-cumarico (LDD= 124 ppb, LDC= 377 ppb y un r? = 0,9911);
acido fertlico (LDD= 110 ppb, LDC= 334 ppb y un r? = 0,9944); acido sinapico
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(LDD= 120 ppb, LDC= 364 ppb y un r? = 0,9984). Todos los andlisis fueron
realizados en triplicado para los estandares y muestras respectivas.

5.2.5 Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

El poder reductor de los extractos fue determinado siguiendo el procedimiento
descrito por Benzie & Strain (1996) con algunas modificaciones reportadas por
de Camargo et al. (2022). El reactivo FRAP fue preparado mezclando 50 mL de
la solucién tampon acetato (pH 3,6), 5 mL de la solucion TPTZ diluido en HCI
(40 mM) y 5 mL de la solucién de cloruro férrico (FeCls). Alicuotas de 300 pL de
muestra fueron mezcladas con 2700 pL del reactivo FRAP en un tubo de
ensayo. Luego, las muestras fueron incubadas en oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente. Las lecturas de absorbancia fueron realizadas a 593 nm
en un espectrofotometro UV-vis (N4S, BiosLabChile, China) por triplicado para
cada muestra. La curva de calibracion fue construida con el estandar Trolox en
concentraciones desde 25 a 200 pM. Los resultados fueron expresados como
pmol de equivalentes Trolox por gramo de muestra.

5.2.6 Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)

El ensayo ORAC fue realizado siguiendo la metodologia descrita por de
Camargo et al. (2019) con ciertas modificaciones. Alicuotas de 175 pL de
tampon fosfato pH 7,4, 30 uL de fluoresceina y 20 pL de la muestra fueron
mezclados en una microplaca de 96 pocillos. Las mezclas fueron incubadas por
20 min a 37 °C dentro del equipo lector de microplacas Infinite Pro 200 (TECAN,
Suiza). Luego, se le adicioné 25 pL de AAPH a cada pocillo. Las lecturas de
fluorescencia fueron realizadas cada 2 minutos durante 140 min con una
longitud de onda de excitacion y emision de 480 nm y 510 nm respectivamente.

El estandar Trolox fue empleado en concentraciones desde 2,5 uM a 10 pM.
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Las mediciones se realizaron por triplicado para cada muestra. Los resultados

fueron expresados como pmol de equivalentes Trolox por gramo de muestra.

5.2.7 Analisis estadistico

Los resultados del contenido de fenoles totales (CFT), LC-MS/MS, poder
reductor (FRAP) y potencial antioxidante (ORAC) fueron analizados mediante
andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey (p < 0,05) mediante el
software Statgraphics Centurion XV.l para conocer las diferencias significativas
entre las muestras. Ademas, los resultados obtenidos mediante ORAC fueron

evaluados empleando el software GraphPad Prism 8.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Contenido de fenoles totales (CFT)

La nuez contiene distintos compuestos fendlicos, entre ellos principalmente
acidos fendlicos y flavonoides (Regueiro et al.,, 2014). En este estudio, el
contenido de fenoles totales (CFT) de cada una de las fracciones tanto solubles
(libre, esterificada y eterificada) como insoluble fue determinado en los extractos
a partir de la nuez desgrasada y el residuo de la bebida vegetal de nuez, los
cuales se muestran en la Tabla 2. Aunque las fracciones de fenoles solubles
tienen una mayor representacion (62,79 %), cabe destacar que la estimacion de
fenoles totales indica que la nuez presentaria una importante cantidad de
fenoles insolubles (37,21 %) que mayormente tiende a ser mas dificil su
extraccién de la matriz puesto que se encuentran adheridos fuertemente a la
pared celular (Shahidi & Yeo, 2016). La relacion de fenoles solubles sobre
insolubles (S/I) presentes en la nuez es de 1,69. Ademas, dentro de las
fracciones solubles, los libres representan el 61,02 %, seguido de los solubles

esterificados y eterificados con un 22,45 % y 16,53 % respectivamente.

Tabla 2. Contenido de fenoles totales (CFT) (mg EAG/100 g p.s.) de las
fracciones de fenoles solubles (libres, esterificados, eterificados) e insolubles de

la nuez desgrasada y residuo de la bebida vegetal de nuez.

Andlisis/muestra Libres Esterificados Eterificados Insolubles

Nuez desgrasada 384,51 +9,8272  1415+2,18"° 104,15+2,89"° 373,48 + 4,962

Residuo de

bebida  vegetal
de nuez 124,45 + 3,49%° 78,3 + 0,88 72,55 + 0,665 167,95 + 3,32B2

Los datos representan los valores de la media + desviacién estandar (n=3). Las medias seguidas por letras
en mayuscula diferentes dentro de una parte de la columna muestran diferencias significativas entre
ambas muestras (p < 0.05). Las medias seguidas por letras en minlscula diferentes dentro de una fila
muestran diferencias significativas entre las fracciones de fenoles (p < 0,05). EAG, equivalentes de acido
galico; p.s., peso seco de la muestra desgrasada.
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Se llevaron a cabo algunos estudios previos los cuales determinaron el
contenido de fenoles totales a partir de un extracto crudo, es decir sin
considerar el fraccionamiento de los fenoles como se hizo en el presente
estudio. Se reportd un CFT de 540,08 mg EAG/100 g p.s. a partir de nueces de
la misma variedad Chandler empleadas en el presente estudio, pero de origen
americano (Kafkas et al., 2020). En adicion, Trandafir et al. (2016) emplearon
nueces de 12 diferentes genotipos provenientes de Romania con resultados de
fenoles totales entre 1131 y 2892 mg EAG/100 g p.s.. Asimismo, Labuckas et
al. (2008) reportd un CFT de 1630 mg EAG/100 g p.s. a partir de harina de nuez
entera haciendo uso de metanol al 60 % y etanol al 70 % como solvente de
extraccion. Ademas, otro estudio donde se analizaron nueces provenientes de
dos diferentes areas de crecimiento en Chile (cerca a la cordillera de los Andes
y al Océano Pacifico) de diferentes colores de la variedad Chandler reporto
contenidos de fenoles totales en el rango de 570 a 1270 mg EAG/100 g p.s
(Fuentealba et al., 2017). Aniadiendo, Slatnar et al. (2015) analizaron cuatro
variedades de nueces provenientes de Francia y USA donde sus resultados
estuvieron en el rango de 609,54 a 1092,51 mg EAG/100 g p.s..

Por otro lado, se han llevado a cabo muy pocos estudios donde se realizaron el
analisis de fenoles totales a partir de las diferentes fracciones solubles tanto
libres, esterificados como eterificados e insolubles. Es importante resaltar que el
presente estudio es el primero en evaluar el contenido de fenoles totales de
todas las cuatro fracciones de compuestos fendlicos a partir de la nuez
desgrasada. Entre los pocos estudios donde analizaron ciertas fracciones, se
encuentra el desarrollado por Wu et al. (2021), los cuales analizaron la nuez sin
piel de origen chino obteniendo un CFT de las fracciones de fenoles solubles
libres y esterificados e insolubles de 1536, 500 y 749 mg EAG/100 g p.s.,
respectivamente. Asimismo, se llevé a cabo otro estudio donde se empled la

nuez entera y se obtuvieron rangos mayores de CFT libres, esterificados, pero
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de similar contenido de insolubles (341-530 mg EAG/ 100 g p.s.) puesto que lo
reportado en el presente estudio se encuentra dentro del rango (Wang et al.,
2022). Estas diferencias en el CFT podrian depender de diversos factores como
variedad y especie de la nuez, su origen, sus atributos de calidad, factores
climaticos, ambientales, agronémicos, asi también a los métodos de extraccion
empleados, tipo de solvente aplicado y diferentes condiciones de preparacion e
integridad de la matriz vegetal (Fuentealba et al., 2017; Kafkas et al., 2020;
Slatnar et al., 2015; Vu et al., 2018; Wei et al., 2022).

En cuanto al residuo de la bebida vegetal de nuez, las fracciones de fenoles
solubles libres, esterificados, eterificados e insolubles representaron el 28,08,
17,66, 16,37 y 37,89 %, respectivamente. La relacion de fenoles solubles sobre
insolubles (S/1) presentes en este tipo de residuo fue de 1,64. Ademas, dentro
de las fracciones solubles, los libres representaron el 45,21 %, seguido de los
esterificados y eterificados con un 28,44 % y 26,35 % respectivamente. No se
han reportado estudios previos del contenido de fenoles totales a partir de los
extractos obtenidos de las diferentes fracciones de fenoles solubles e insolubles
de residuos de la bebida vegetal de nueces. En este estudio, se muestra que el
44% de los fenoles presentes en la nuez no fueron extraidos durante la
produccion de la bebida vegetal de nuez y siguieron permaneciendo en el
residuo respectivo. Existen muy pocos estudios llevados a cabo donde se
analizaron los fenoles totales a partir de residuos de bebidas vegetales, sin
embargo, mayormente se han realizado a partir del residuo de bebida vegetal
de soya, conocido comunmente como “okara”(Canaan et al., 2022; Vital et al.,
2018).

Canaan et al. (2022), reportaron un CFT de 298 mg EAG/100 g p.s. a partir del
extracto crudo del residuo okara. Ademas, Vital et al. (2018), analizaron

mediante el mismo método de Folin-Ciocalteu con ciertas diferencias el residuo
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de la bebida vegetal de soya determinando un CFT de 130,50 mg EAG/100 g
p.s.. Por lo tanto, tomando en cuenta que el residuo de la bebida vegetal de
nuez presenta un contenido de fenoles totales de 443,25 mg EAG/100 g p.s. a
partir de las fracciones tanto de fenoles solubles libre, esterificada, eterificada e
insoluble, el residuo de la bebida vegetal de nuez se podria considerar también
una fuente importante de compuestos fendlicos a fin de ser aprovechado por la

industria de la nuez.

6.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

Estudios previos han logrado realizar la caracterizacion cualitativa y cuantitativa
de los principales compuestos fendlicos presentes en la nuez (Regueiro et al.,
2014; Wu et al., 2021). Sin embargo, ante la necesidad de valorar los residuos
provenientes de la industria de la nuez, en el presente estudio, ciertos
compuestos fendlicos de tipo principalmente acidos fendlicos y flavonoides
fueron identificados y cuantificados de los cuatro extractos o fracciones (libres,
esterificados, eterificados e insolubles) a partir del residuo de la bebida vegetal
de nuez (RBVN) por primera vez. En la Tabla 3 se muestran los compuestos
fendlicos que fueron identificados y cuantificados mediante cromatografia

liguida acoplada a espectrometria de masas (LC-ESI-MS/MS).

Fueron identificados diez compuestos fendlicos, entre ellos seis acidos fendlicos
y cuatro flavonoides en el residuo de la bebida vegetal de nuez. Considerando
la suma de todas las fracciones, los &cidos fendlicos galico y p-cumarico fueron
los que se encontraron en mayor cantidad, con un 9242 y 3,81 %

respectivamente, del total de acidos fendlicos presentes.
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Tabla 3. Compuestos fendlicos (&cidos fendlicos y flavonoides) de las
fracciones solubles (libre, esterificada y eterificada) e insoluble presentes en el
residuo de la bebida vegetal de nuez (ug/100 g).

Compuesto

fendlico Libre Esterificada Eterificada Insoluble Total
Acidos fendlicos
Acido galico 3061,01 £ 19,712 88,87 + 3,838 88,10 £ 0,87~ 530,70 + 3,898¢  3768,68
Acido p-cumérico 18,15+ 1,97Ba 25,43 £ 0,08¢a tr 111,73 £5,65¢ 155,31
Acido cafeico 54,50 + 0,63C Tr nd tr 54,50
Acido ferdlico 5,70 £ 0,4482 7,38 £ 0,752 tr 40,83 + 3,144b 53,90
Acido
dihidroxibenzoico 43,32 £ 0,95¢ Nd nd nd 43,32
Acido sinapico Tr Tr 2,11 +0,158 tr 2,11
Flavonoides

Biochanin A 259,17 + 20,7842 593,75 + 1,508 nd nd 852,92
Quercetina 40,30 + 11,3782 Tr tr 34,26 + 0,64 74,56
Quercitrina 37.-,49 + 11,1882 12,53 + 0,15¢b 11,03+0,69>  tr 61,05
Crisina Tr 8,67 + 0,367 tr tr 8,67

tr, trazas; nd, no detectado. Las medias seguidas por letras mayUsculas diferentes dentro de una parte de
la columna muestran diferencias significativas (p < 0,05). Las medias seguidas por letras mindsculas
diferentes dentro de una fila muestran diferencias significativas entre las fracciones de fenoles para cada
compuesto fendlico cuantificado (p < 0,05).

El acido gélico, &cido organico conocido también como 3,4,5-trihidroxibenzoico,
es producido mediante un proceso hidrolitico ya sea acido o alcalino a partir de
un tipo de taninos denominado galotaninos. El acido galico ha sido evaluado
como aditivo alimentario y para formulaciones farmacéuticas por sus
potenciales propiedades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas,
antiinflamatorias, entre otras. Entre las principales aplicaciones que ha sido
evaluado el acido galico y sus derivados se encuentra como aditivo antioxidante
gue contrarresta la oxidacion lipidica de productos marinos (ostras) y aceites
(Lu et al., 2021; Zhao et al., 2021), la oxidacioén de antocianinas y pérdida de

color en jugos (Roidoung et al., 2016), y ademas ha sido afiadido en empaques
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alimentarios (Mehmood et al.,, 2022) con el fin de evitar el crecimiento de

microorganismos patégenos.

Por otro lado, las propiedades beneficiosas para la salud que aporta el acido
galico han sido evaluadas como su potencial terapéutico contra la obesidad y la
diabetes, mejorando la resistencia a la insulina en modelos animales (Behera
et al., 2023). Asimismo, se corrobord que a largo plazo, el acido galico mejoro el
estado de la microbiota fecal, incrementando la abundancia relativa de las
bacterias productoras de &acidos grasos de cadenas corta y redujo los
triglicéridos séricos (Yang etal.,, 2022) en perros. Ademas, el &cido gélico

aport6 en la mejora de las funciones renales en ratas (Obafemi et al., 2022).

Al comparar con otras matrices vegetales, el contenido de acido galico en la
fraccion insoluble determinado en el presente estudio (530,70 pg/100 g p.s.) fue
mayor al reportado en muestras de residuos de membranas carpelares (404
1g/100 g p.s ) y mesocarpio (264 ug/100 g p.s) de granada (Ambigaipalan et al.,
2016) en la misma fraccion, asi como de la harina de residuos de semillas de
mora (345 pg/100 g p.s) (Ayoub et al.,, 2016). Sin embargo, el contenido de
acido gélico resultante fue inferior al encontrado en residuos vitivinicolas (18
000 ug/100 g p.s) extraido mediante hidrdlisis alcalina (de Camargo et al.,
2016).

Por otro parte, la biochanina A, la forma metilada de la isoflavona genisteina,
fue el flavonoide mas predominante con un 85,53 %, seguido de la quercetina y
quercitrina con un 7,48 y 6,12 % respectivamente. En el presente estudio, es la
primera vez que se identifica y cuantifica la biochanina A presente en un
producto de nueces. Anteriormente solo fue identficada y cuantificada la
isoflavona daidzeina con trazas de genisteina en nueces Juglans nigra L.
(Mazur & Adlercreutz, 1998; Ososki & Kennelly, 2003).
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La biochanina A es un flavonoide del tipo isoflavona O-metilada, que esta
sustituida por un grupo hidroxilo adicional en la posicién 5y un grupo metoxi en
la posicion 4, por ello también se le conoce como 5,7-Dihidroxi-4'-
metoxiisoflavona (Figura 18) (Sarfraz etal., 2021). Ha sido encontrada
principalmente en el trébol rojo (Trifolium pratense L.), el garbanzo (Cicer
arietinum) y otras especies como la Cassia fistula y Astragalus membranaceus
(Sarfraz et al., 2021). En adicion, la piel del mani resultdé ser una importante
fuente de biochanina A (Rossi et al., 2020). Esta isoflavona es considerada un
fitoestrogeno de alto potencial terapéutico avalado por algunos estudios previos,
que incluyen propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias vy
neurodegenerativas (A. Sarfraz etal, 2020). Ademés, ha presentado
interesantes propiedades de inhibicién de la tirosina quinasa asi como agente
antineoplasico y antidiabético (Felix et al., 2022; Hou et al., 2022; Jaina et al.,
2022; L. Wang et al., 2020).

HO

OCHs,

Figura 18. Estructura quimica de la isoflavona biochanina A (Sarfraz et al.,
2021).

En la fraccidn libre, el acido galico fue el compuesto fendlico que se encontré en
mayor concentracion (3061,01 pg/100 g p.s.) seguido del acido cafeico (54,50
pg/100 g p.s.) y dihidroxibenzoico (43,32 pg/100 g p.s.). Estos dos ultimos
acidos mencionados solo se encontraron en la fraccion libre. Sin embargo, el
contenido de flavonoides en la fraccion libre sélo represento la décima parte con

respecto a los acidos fendlicos. En la fraccion esterificada del RBVN, fueron
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identificados tres acidos fendlicos, de los cuales el &cido p-cumarico y ferulico
presentan un mayor contenido en comparacion con la fraccion libre, indicando
posiblemente que una buena parte de estos acidos estén unidos mediante
enlaces tipo éster a la matriz. En esta fraccion esterificada se mostré el mayor
contenido significativo de biochanina A de entre todas las fracciones,
representando casi el 70 % del total encontrado en el RBVN. Esto nos indicaria
gue este flavonoide estd mayormente unido mediante uniones esterificadas a
residuos de azlcar, aminas, acidos organicos, lipidos y otros fenoles (de
Camargo et al., 2022). Cabe destacar que solo en esta fraccion esterificada se
reporté la presencia de crisina (8,67 pug/100 g p.s.). En la fraccién eterificada, se
identificaron dos acidos fendlicos, reportdndose Unicamente en esta fraccion el
acido sinapico aunque en cantidades minimas (2,11 pg/100 g p.s.). En esta
fraccion, el unico flavonoide presente fue la quercitrina, representando un 18 %

del total de este compuesto presente en el RBVN.

En la fraccion de fenoles insolubles, el Unico compuesto fendlico identificado de
tipo flavonoide fue la quercetina en una cantidad importante (46 % del total de
este compuesto). Es relevante mencionar que los acidos fendlicos presentes en
la fraccion insoluble representan poco mas del 95 % en comparacién con los
flavonoides presentes en dicha fraccion. De los tres acidos identificados en la
fraccion insoluble, el acido p-cumarico y ferulico son los que se encontraron en
mayor cantidad en comparacion con las otras fracciones representando un
71,94 y 75,75 % respectivamente. Lo cual sugiere que la mayor parte de estos
acidos estan unidos a la pared celular de la matriz.

Es importante destacar que, al considerar el contenido total de acidos fendlicos
y flavonoides cuantificados, solo un 14 % se presenta en la fraccion insoluble,
contrastando con los resultados obtenidos a través de la estimacion de los

fenoles totales (CFT). Esto podria deberse a las interferencias causadas por la
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presencia de otros compuestos con capacidad reductora en el residuo de la
bebida vegetal de nuez como el acido ascoérbico (vitamina C), acido
dehidroascorbico (forma oxidada de vitamina C), metales de transicion,
aminodacidos reductores (tript6fano y tirosina) y azucares reductores. Estos
compuestos de naturaleza no fendlica, solubles en el solvente orgénico
empleado (metanol), han podido haber reducido el reactivo Folin-Ciocalteu
sobreestimando el contenido de fenoles totales, la cual es una limitante de ese
método espectrofotométrico. En contraste con dicha técnica de analisis,
mediante cromatografia liquida (UPLC) acoplada a espectrometria de masas
(MS) se logra no sélo la cuantificacién si no también la identificacion de los
compuestos fendlicos presentes con una alta precision, resolucion, eficiencia y
reproducibilidad (Escarpa & Gonzéalez, 2001; Motilva et al., 2013).

A semejanza con otros residuos vegetales como fue el caso de la piel de mani
(92,07 %) (de Camargo et al., 2017), la cdscara de la fruta marolo (76,16 %)
(Arruda et al., 2018) y harina de residuos de arandano (62,74 %) (Ayoub et al.,
2016), los compuestos solubles también fueron mayoritarios (86%) en el residuo
de bebida vegetal de nuez. Lo anterior podria hacer la reutilizacion de este
residuo mas competitiva puesto que estrategias para liberacién de compuestos
insolubles, que implicarian etapas y gastos adicionales, no serian tan
necesarias. En este estudio, fue la primera vez que se logré caracterizar
cualitativa y cuantitativamente el contenido de compuestos fendlicos por cada
fraccion tanto de fenoles solubles (libres, esterificados y eterificados) como de
la fraccidn de fenoles insolubles a partir del residuo de bebida vegetal de nuez.

6.3Poder reductor (FRAP)
El poder reductor de los fenoles de la nuez y los residuos de la bebida vegetal
de nuez son mostrados en la Figura 19. El mecanismo de operacion del ensayo

FRAP, mediante transferencia de electrones, puede ser influido por la
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presencia, nimero y configuracion de los grupos hidroxilo presentes en los
compuestos fendlicos de la matriz. Esto puede ejercer una influencia en las
reacciones quimicas que se llevan a cabo, las cuales estan relacionadas a la
capacidad de los fenoles en desactivar o reducir las especies de oxigeno
reactivas (ROS) y/o iones metalicos como el ién férrico en el caso del ensayo
FRAP (Chen et al., 2020; de Camargo et al., 2014).

1000,00
900,00 T
800,00
700,00
600,00 FS_L
500,00 FS Est
400,00 mFS Et
300,00 mFl
200,00 b

100,00 , ¢ ¢ D
0,00 = -_
ND RBVN

FRAP (umol TE/ g d.w.)

Figura 19. Poder antioxidante reductor de hierro (umol ET/g p.s.) de las
fracciones de fenoles solubles libres (FS), esterificados (FEST), eterificados
(FET) e insolubles (FI) de la nuez desgrasada (ND) y residuo de la bebida
vegetal de nuez (RBVN).

Los resultados obtenidos mediante el método FRAP, considerando los
resultados obtenidos de los ocho extractos tanto de la nuez como del residuo de
la bebida vegetal de nuez, muestran que existe una correlacion significativa
entre el poder reductor FRAP y CFT (r = 0,7516, p = 0,0315), lo cual demuestra
el potencial antioxidante de los extractos fendlicos al reducir iones inestables.
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La fraccion de fenoles solubles libres de la nuez desgrasada fue la que presenté
el mayor poder reductor (887,56 pumol ET/g p.s.) de todas las fracciones
evaluadas incluyendo las del residuo de bebida vegetal de nuez. Las fracciones
de fenoles solubles esterificados y eterificados de la nuez desgrasada
presentaron un poder reductor muy similar representando el 7,61y 7,59 % del
total, respectivamente. Cabe destacar que la fraccion de fenoles insolubles
aportd con el 13,76 % del total del poder reductor presente en la nuez
desgrasada. La relacién del poder reductor de los fenoles solubles/insolubles
(S/1) fue de 6.

En el caso de los residuos de bebida vegetal de nuez, la fraccion de fenoles
solubles libres fue también la que contribuyé mayormente con el poder reductor
de todas las fracciones (55,9 %) incluyendo la fraccidon insoluble, la cual le
siguio con aproximadamente el 30 % del poder reductor total presente en este
residuo. La fraccion de solubles eterificados fue la que presenté menor poder
reductor (8,97 umol ET/g p.s.), la cual se correlaciona con el menor CFT

presente en dicha fraccion (72,55 mg EAG/100 g p.s.).

En este estudio, existio una correlacion altamente significativa (r= 0,9942,
p=0,0058) entre el acido galico y el poder reductor (FRAP), lo cual sugeriria que
el &cido galico seria uno de los principales compuestos fendlicos responsable
de otorgar esa capacidad reductora de iones férrico a ferroso a las fracciones

de extractos a partir de los residuos de bebida vegetal de nuez.

El poder reductor de los fenoles presentes en la nuez desgrasada fue mucho
mayor al del residuo de bebida vegetal de nuez (seis veces mas
aproximadamente). No obstante, se podria destacar que este residuo también
podria ser aprovechado porque presentd un significativo poder antioxidante
(196,07 umol ET/g p.s.). Como referencia, segun Arranz etal. (2008),

determinaron una capacidad antioxidante de 114,92 + 4 umol ET/g p.s. a partir
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del extracto crudo de nueces espafolas desgrasadas y Christopoulos y Tsantili
(2011) analizaron nueces californianas cultivadas en Grecia Central de la
misma variedad que el presente estudio (Chandler) donde reportaron un poder

reductor de 153,40 umol ET/g p.s. a partir del extracto crudo.

6.4 Potencial antioxidante (ORAC)

La medicibn de ORAC es empleada en presencia de especies reactivas de
oxigeno (EROs), especialmente radicales peroxilo, los cuales se encuentran en
sistemas biolégicos y también pueden ser generados en alimentos con alto
contenido de lipidos durante la oxidacion de estos. La capacidad de
absorbancia del radical oxigeno (ORAC) total de la ND (132,21 umol ET/g) fue
el doble en comparacién con el RBVN (66,25 pmol ET/g). Tanto en la ND como
en el RBVN, la fraccion de fenoles insolubles presenté la mayor capacidad
antioxidante (50,47 + 1,83 pupmol ET/g y 20,84 = 0,04 pmol ET/g,
respectivamente), mientras que las fracciones de fenoles solubles esterificadas
mostraron la menor capacidad antioxidante (20,24 + 0,35 pumol ET/g y 13,84 +
0,10 umol ET/g, respectivamente). Ademas, hubo diferencias significativas
entre las fracciones solubles libres, esterificadas y eterificadas a partir de la ND,
lo cual difiri6 en el caso del RBVN, donde no hubo diferencias significativas
entre la fraccién soluble libre (15,52 + 0,09 umol ET/g) y eterificada (16,05 +
0,82 umol ET/g).

En la ND, las fracciones de fenoles solubles (libres, esterificadas, eterificadas)
representaron el 61,83 % del valor ORAC total, mientras que en el RBVN las
fracciones de fenoles solubles tuvieron un valor ORAC mas representativo, de
un 68,55 % en comparacion con la fraccion insoluble. La relacion del valor
ORAC de fenoles solubles sobre insolubles (S/I) fue 1,62 y 2,18 en la ND y
RBVN respectivamente. Todos los valores ORAC obtenidos para las diferentes

fracciones fueron significativamente diferentes entre la ND y RBVN, donde se
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puede destacar que la fraccién libre de la ND representd 2,4 veces el valor
ORAC de la misma fraccion en comparacion con el RBVN.

Hubo una correlacién positiva significativa entre los valores CFT y los valores
ORAC (r = 0,9133, p = 0,0015) de todos los extractos evaluados tanto para la
ND como el RBVN.

Hasta la fecha no se han desarrollado estudios donde se haya realizado el
analisis del potencial antioxidante (ORAC) a partir de las diferentes fracciones
de fenoles solubles como insolubles de la nuez u otro fruto seco similar. Sin
embargo, se pueden mencionar ciertos estudios donde analizaron ORAC a
partir de extractos crudos como puntos de referencia. De acuerdo a Ojeda-
Amador et al. (2018), reportaron un rango de valores ORAC entre 455 a 520
umol ET/g en el subproducto de nuez desgrasada a partir de diferentes
variedades. En adicion, un estudio previo mostré6 un valor ORAC de 187,18
umol ET/g como nuez desgrasada (Arranz et al., 2008). Ademas, se analizaron
otros subproductos a partir de nuez oriunda de Chile, como es el caso de la
cascara verde de la nuez (CV) y la cascara marron (CM) donde se reportd que
el valor ORAC de la CV (240 umol TE/ g) fue mayor al de la CM (175 pmol TE/
g) (Soto-Maldonado etal., 2022). Estas diferencias en los valores ORAC
pueden estar relacionadas a multiples factores entre ellos las diferencias en las
caracteristicas propias de cada variedad de nuez, las condiciones de la
preparacion de la matriz, el método y los parametros de extracciéon

(fraccionamiento, uso de mezcla de solventes), entre otros.
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7. CONCLUSIONES

El contenido de fenoles totales de las fracciones solubles fue mayor en
comparacion con la fraccion insoluble tanto en la nuez desgrasada como en el
residuo de bebida vegetal de nuez. Mediante el analisis UPLC-MS/MS se
evidencio que la fraccion de fenoles solubles (libres, esterificados y eterificados)
representd el 86 % aproximadamente del total de fenoles presentes en el

residuo de bebida vegetal de nuez.

El &cido galico fue el compuesto fendlico mas representativo y el que se
encontro en todas las fracciones de fenoles tanto solubles como insolubles en el
residuo de la bebida vegetal de nuez. La isoflavona biochanina A fue
identificada y cuantificada por primera vez en un producto a partir de la nuez en

cantidades importantes principalmente en la fraccién esterificada.

Se determind tanto en la nuez desgrasada como en el residuo de la bebida
vegetal de nuez que la suma de los compuestos solubles (libres, esterificados y
eterificados) presentaron la mayor contribucion para el poder reductor FRAP y
potencial antioxidante ORAC en comparacion con los fenoles insolubles, por
ende estos extractos fendlicos de las fracciones solubles a partir de estos
residuos podrian ser aprovechados para su potencial aplicacibn como

suplementos nutracéuticos o aditivos alimentarios con potencial antioxidante.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Balance de masa para la obtencién de la nuez desgrasada (ND).

{ Fecepcidn de lanuez ]

!

Extraccion de la Aceite = 53,70 ¢
Muez = 10000 g ————» .
\ g { fraCCIOr'I |I[3l|d|Ca J Nuez deggrasada
=46,30 g
Agua = 1063 g
Muez desgrasada >
= 46 30 gg MNuez desgrasada seca =
| 3567 g

Rendimiento nuez desgrasada seca = (35,67 g/100,00 g) * 100 = 35,67 %

Anexo 2. Balance de masa para la obtencion de los residuos de la bebida
vegetal de nuez (RBVN).

[ Recepcidn de la nuez J

Nuez = 100,00 g Muez remojada = 140,00 g
Agua = 300 00 mL Agua = 260 00 mL

N ada = 140.00 l Leche de nuez = 108124 mL
e ri;nféa:i[;og mi_ ? 'l Homogenizacion Residuo de la leche
l denuez = 5876 g

Residuo de la leche —| Extraccién de la Aceite = 5,04 g

denuez = 5876 ¢ fraccion lipidica Residuo dela leche de nuez
desgrasado = 5372 g

. l Agua = 3585 mL
Residuo de la leche de nuez—b Residuo de 14 leche de nues

desgrasado = 53,72 g desgrasado seco= 17,87 g

Rendimiento residuo de la bebida vegetal de nuez desgrasado seco =
(17,87 g/100,00 g) * 100 = 17,87 %
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Anexo 3. Curva de calibracion obtenida del ensayo del contenido de fenoles
totales (CFT).

Concentracion

del 4cido galico Absorbancia

(mg/L) 765 nm
X Y
20 0,01
20 0,014
20 0,012
80 0,106
80 0,109
80 0,108
120 0,219
120 0,224
120 0,213
200 0,457
200 0,478
200 0,459
240 0,6
240 0,587
240 0,582
280 0,717
280 0,715
280 0,722
320 0,847
320 0,872
320 0,863
1
y = 0,0029x - 0,0976 &
0,8 R2=0,9903_, #
&

g 0,6 ’,f'

Lo

2 o4 -

. ”
(2] &
< 02 Pie
Py 2
'
0 > R
0 100 200 300 400
-0,2
[1mg/L
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Anexo 4. Curva de calibracién obtenida del ensayo del potencial antioxidante
reductor de hierro (FRAP).

1,000
0,900
0,800
£ 0,700
c
o 0600
2 0,500
» 0,400
o)
< 0,300
0,200
0,100
0,000

Concentracion de Absorbancia 593

Trolox [umol] nm
X Y
25 0,063
25 0,078
25 0,069
50 0,178
50 0,180
50 0,197

100 0,400
100 0,405
100 0,410
150 0,622
150 0,637
150 0,628
200 0,836
200 0,864
200 0,867

y = 0,0045x - 0,0412
Rz =0,9991

50

100 150
Trolox [pmol]

200

250
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Anexo 5. Curva de calibracién obtenida del ensayo de la capacidad antioxidante

de radicales de oxigeno (ORAC).

c L Area bajo la
oncentracion :
de Trolox [umol] curva promedio
(AUC)
X Y
0 877,348304
2,5 2010,36377
5 2848,18755
7,5 3913,34433
10 4826,89349
6000
5000 y =392,08x + 934,81
R2 = 0,9982
4000 .
O]
2 3000 P
2000 .
1000 &
0
0 2 4 6 8 10

Trolox (umol)

12
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Anexo 6. Andlisis de varianza del contenido de fenoles totales (CFT) de las
fracciones solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir de la

nuez desgrasada al 95 % del nivel de confianza.

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio Razon F Valor p
Entre grupos 199153 3 66384,5 1978,51 0,0000
Dentro de cada 268,422 8 33,5528
grupo
Total 199422 11

Anexo 7. Prueba de Tukey del contenido de fenoles totales de las fracciones
solubles libres (FL_ND), esterificadas (FEST_ND) y eterificadas (FET_ND) e

insolubles (FI_ND) a partir de la nuez desgrasada al 95 % del nivel de

confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FET_ND 104,153 X
FEST_ND 141,493 X
FI_ND 373,483 X
FL_ND 384,517 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_ND - FEST_ND * 243,023 15,1402
FL_ND - FET_ND * 280,363 15,1402
FL_ND - FI_ND 11,0333 15,1402
FEST_ND - FET_ND * 37,34 15,1402
FEST_ND - FI_ND * -231,99 15,1402
FET_ND - FI_ND * -269,33 15,1402

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo 8. Andlisis de varianza del contenido de fenoles totales (CFT) de las
fracciones solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir del

residuo de la bebida vegetal de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Fuente Suma de Gfados de Cuadrado Razén F Valor p
cuadrados libertad medio

Entre grupos 17915,2 3 5971,72 977,32 0,0000

Dentro de cada 48,8825 8 6,11032

grupo

Total 17964,0 11

Anexo 9. Prueba de Tukey del contenido de fenoles totales de las fracciones
solubles libres (FL_RBVN), esterificadas (FEST_RBVN) vy eterificadas
(FET_RBVN) e insolubles (FI_RBVN) a partir del residuo de la bebida vegetal

de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FET_RBVN 72,5533 X
FEST_RBVN 78,2967 X
FL_RBVN 124,45 X
FI_RBVN 167,95 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_RBVN - FEST_RBVN * 46,1533 6,46101
FL_RBVN - FET_RBVN * 51,8967 6,46101
FL_RBVN - FI_RBVN * -43,5 6,46101
FEST_RBVN - FET_RBVN 5,74333 6,46101
FEST_RBVN - FI_RBVN * -89,6533 6,46101
FET_RBVN - FI_RBVN * -95,3967 6,46101

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo 10. Andlisis de varianza del poder reductor (FRAP) de las fracciones
solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir de la nuez

desgrasada (ND) al 95 % del nivel de confianza.

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Raz6n E valor
cuadrados libertad medio P

Entre grupos 1,38002E10 3 4 60006E9 1181,63 0,0000

Dentrode cada 5 39F7 8 3.89299E6

grupo

Total 1,38313E10 11

Anexo 11. Prueba de Tukey del poder reductor (FRAP) de las fracciones
solubles libres (FL_ND), esterificadas (FEST_ND) y eterificadas (FET_ND) e

insolubles (FI_ND) a partir de la nuez desgrasada (ND) al 95 % del nivel de

confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FET_ND 7947,78 X
FEST_ND 7970,0 X
FI_ND 16707,3 X
FL_ND 88755,6 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_ND - FEST_ND * 80785,6 5157,16
FL_ND - FET_ND * 80807,8 5157,16
FL_ND - FI_ND * 72048,2 5157,16
FEST _ND - FET_ND 22,22 5157,16
FEST_ND - FI_ND * -8737,32 5157,16
FET_ND - FI_ND * -8759,54 5157,16

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo 12. Andlisis de varianza del poder reductor (FRAP) de las fracciones
solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir del residuo de

la bebida vegetal de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio Razon F Valor p
Entre grupos 1,8687ES8 3 6,22899E7 266,27 0,0000
Dentro de cada ; g-9,9p¢ 8 233937

grupo

Total 1,88741E8 11

Anexo 13. Prueba de Tukey del poder reductor (FRAP) de las fracciones
solubles libres (FL_RBVN), esterificadas (FEST_RBVN) vy eterificadas
(FET_RBVN) e insolubles (FI_RBVN) a partir del residuo de la bebida vegetal

de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FET_RBVN 897,333 X
FEST_RBVN 1951,78 X
FI_RBVN 5793,91 X
FL_RBVN 10964.,4 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_RBVN - FEST_RBVN * 9012,67 1264,21
FL_RBVN - FET_RBVN * 10067,1 1264,21
FL_RBVN - FI_RBVN * 5170,53 1264,21
FEST_RBVN - FET_RBVN 1054,45 1264,21
FEST_RBVN - FI_RBVN * -3842,13 1264,21
FET_RBVN - FI_RBVN * -4896,58 1264,21

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo 14. Analisis de varianza del potencial antioxidante (ORAC) de las
fracciones solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir de la

nuez desgrasada (ND) al 95 % del nivel de confianza.

Suma de Grados de  Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio Razon F Valor p
Entre grupos 1,65341E7 3 5,51137E6 408,12 0,0000
Dentro de cada 108034 8 13504,3

grupo

Total 1,66422E7 11

Anexo 15. Prueba de Tukey del potencial antioxidante (ORAC) de las fracciones
solubles libres (FL_ND), esterificadas (FEST_ND) y eterificadas (FET_ND) e

insolubles (FI_ND) a partir de la nuez desgrasada (ND) al 95 % del nivel de

confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FET_ND 2024,27 X
FEST_ND 2470,13 X
FI_ND 3679,64 X
FL_ND 5046,77 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_ND - FEST_ND * 1655,36 303,741
FL_ND - FET_ND * 1209,51 303,741
FL_ND - FI_ND * -1367,13 303,741
FEST _ND - FET_ND * -445 854 303,741
FEST_ND - FI_ND * -3022,49 303,741
FET_ND - FI_ND * -2576,64 303,741

* denota una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo 16. Analisis de varianza del potencial antioxidante (ORAC) de las
fracciones solubles (libres, esterificadas y eterificadas) e insolubles a partir del

residuo de la bebida vegetal de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Fuente Suma de Gr_ados de Cuadn_ado Raz6n E valor p
cuadrados libertad medio

Entre grupos 811203 3 270401 156,41 0,0000

Dentro de cada 13830,3 8 1728,79

grupo

Total 825033 11

Anexo 17. Prueba de Tukey del potencial antioxidante (ORAC) de las fracciones
solubles libres (FL_RBVN), esterificadas (FEST _RBVN) vy eterificadas
(FET_RBVN) e insolubles (FI_RBVN) a partir del residuo de la bebida vegetal

de nuez (RBVN) al 95 % del nivel de confianza.

Fracciones Media Grupos homogéneos
FEST_RBVN 1383,67 X
FL_RBVN 1552,31 X
FET_RBVN 1605,42 X
FI_RBVN 2083,7 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
FL_RBVN - FEST_RBVN * 168,639 108,678
FL_RBVN - FET_RBVN -53,1097 108,678
FL_RBVN - FI_RBVN * -531,391 108,678
FEST_RBVN - FET_RBVN * -221,749 108,678
FEST_RBVN - FI_RBVN * -700,03 108,678
FET_RBVN - FI_RBVN * -478,281 108,678

* denota una diferencia estadisticamente significativa.
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