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1. INTRODUCCION

Los frutos secos forman parte de la alimentacién humana. El cultivo, y por
tanto el consumo de los frutos secos se remonta a la prehistoria. Las pocas
exigencias de cultivo y de conservaciéon, ademas de su alto poder energético y
nutritivo, les han hecho formar parte de la dieta del hombre desde tiempos
inmemoriales. Dentro del grupo de los frutos secos, la nuez ha ocupado un lugar

destacado, ya que su cultivo se extiende a todas las latitudes.

La preocupacién por el mantenimiento y control de un peso adecuado, y el
temor al sobrepeso, ha producido en las ultimas décadas un descenso en el
consumo de alimentos energéticos y ricos en grasa, como es el caso de los frutos
secos. Sin embargo las investigaciones llevadas a cabo en los dltimos afios han
mostrado lo injustificado de este descenso en el consumo de frutos secos. El
descubrimiento de los efectos beneficiosos de los compuestos fenodlicos sobre el
estrés oxidativo y de los acidos grasos poliinsaturados (omega-3) sobre la salud
cardiovascular, ha motivado que de nuevo los frutos secos en general y las nueces
en particular sean considerados dentro de la dieta mediterrdnea como un

alimento de consumo diario.

En este sentido son numerosos los estudios que encuentran en las nueces un
aliado para el tratamiento de determinadas patologias. El perfil nutricional de las
nueces, y sobre todo, su perfil de 4dcidos grasos, cuyo consumo se ha asociado con
la disminucién de los marcadores bioquimicos (lipoproteinas, glucosa), la presion
arterial y el riesgo cardiovascular, hacen de ellas un ingrediente ideal para lo que
se puede considerar una alimentacion saludable. Por otra parte su contenido en
compuestos fendlicos como flavonoides, acidos fendlicos, etc., las incluye dentro
del grupo de alimentos con caracter antioxidante, que en los dltimos afios han
sido objeto de numerosas investigaciones por su efecto sobre la prevencién y/o
tratamiento de enfermedades con una base de estrés oxidativo.

El cultivo del nogal no goza de gran tradicion en la Region de Murcia. Sin
embargo, en los tultimos afios ha sufrido una importante expansién en

determinadas comarcas de la Regién, motivada sobre todo, por representar una
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alternativa a otros frutales que en la actualidad sufren una importante crisis de
mercado. El alto grado de mecanizacion y las pocas necesidades de laboreo
justifican, en parte, esta expansion, siendo diversas las variedades de nueces que

se cultivan.

Sin embargo, es conocido que algunos factores como la variedad o las
condiciones edafoclimaticas pueden influir en la composicion nutricional de los
alimentos. En este sentido, creemos interesante ante una eventual potenciacion
del cultivo del nogal en la Region de Murcia, conocer la composicién nutricional
de las distintas variedades cultivadas y, en concreto, la composicién en aquellos
nutrientes que les confieren un valor afiadido por sus potenciales efectos

beneficiosos sobre la salud.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es caracterizar los perfiles fendlico
y lipidico de 10 genotipos de nueces cultivados en la Regién de Murcia y su
actividad antioxidante in vitro, asi como estudiar la influencia de los factores

edafoclimaticos sobre estos parametros.

Para alcanzar este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos

parciales:

e Evaluar el contenido en fenoles totales, asi como identificar y cuantificar
los compuestos fenodlicos presentes en la semilla de los diferentes genotipos de

nueces.

e Determinar la actividad antioxidante in vitro de los compuestos fenélicos

en los diferentes genotipos de nueces.

e Analizar el contenido en humedad y grasa total, asi como identificar y
cuantificar los 4cidos grasos presentes en la semilla de los diferentes genotipos de

nueces.

e Establecer la influencia del clima en los contenidos fendlico y lipidico de

las semillas de nueces.

e Estudiar la biodisponibilidad in vitro de los compuestos fendlicos.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.EL CULTIVO DEL NOGAL

El cultivo de los frutos secos es uno de los mas antiguos de la humanidad.
El hombre primitivo recolectaba los frutos secos y los consumia de manera
habitual, sirviendo de suministro estable durante todo el afio ya que se trataba de
un grupo de alimentos con una gran capacidad para resistir cambios climéticos
severos que no requerian unas condiciones de almacenamiento demasiado
exigentes (Dreher et al., 1996).

Dentro de los frutos secos las nueces han ocupado y ocupan un lugar muy
relevante. El hombre ha utilizado el nogal desde tiempos inmemoriales. Muchas
leyendas y supersticiones han estado asociadas con esta especie, que griegos y
romanos consideraron un simbolo de fecundidad (Salas-Salvadé et al., 2005). Su
origen es controvertido, seglin unos autores es originario de Persia, y segtin otros
de China o Japén, desde donde fue transportado a Grecia, a Italia y a los demads
paises de Europa (Prasad, 2003). En su migracién hacia Europa, el nogal fue
perdiendo algunos caracteres (como la fructificacion lateral), debido al proceso de
selecciéon y adaptacion a condiciones diferentes. Después de las campafias de
Alejandro Magno, se introdujeron en Grecia materiales vegetales de Asia que al
cruzarse con los ya existentes dieron origen a nuevas fuentes de diversidad
(Rosengarten, 2004).

La introduccién del nogal en la Europa septentrional y occidental data
quiza antes de la época romana y en el continente americano hacia el siglo XVIL
Existen evidencias fésiles de la presencia del nogal Juglans regia, en la Peninsula
Ibérica, que se remontan al Paleolitico.

3.1.1. Antecedentes econdOmicos

3.1.1.1. El mercado mundial de la nuez

El nogal comtn es un arbol de gran importancia econémica, tanto por la

produccion de los frutos, que se consumen frescos o se les extrae aceite, como por
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la calidad de su madera, similar a la del nogal negro, que es utilizada en

ebanisteria, siendo una de las especies frutales méas rentables actualmente.

La produccién mundial de nueces se eleva a 2.282.264 toneladas (FAO,
2011a) y su &rea de cultivo ocupa la mayoria de los continentes, si bien, es en el
hemisferio norte donde se encuentra la mayor parte de ella. Dos paises, China y
Estados Unidos, cuya cosecha supera las 300.000 toneladas (FAO, 2011a),
dominan la produccién (Figura 3.1), siendo también los principales exportadores
(Figura 3.2).
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Figura 3.1. Principales Paises Productos de Nueces (%) (Fuente:
Elaborada a partir de FAO, 2011a)

Estados Unidos, exporta un poco més del 40% de la produccién total, la
tercera parte con cascara y el resto en forma de semilla. En su mercado interior, la

mayor parte de la produccién se consume en grano.

China exporta principalmente la nuez en grano, en un volumen que
representa algo mas del 11% de su produccion (FAO, 2011b). Este pais tiene un
consumo interior muy importante, ya que se incluye de manera habitual en la

merienda y se utiliza como ingrediente en numerosos productos transformados.
Por el contrario, paises como Turquia, Iran y Ucrania, donde la producciéon

también es relativamente importante, participan muy poco del comercio exterior.

Espafia, que a escala mundial tiene una producciéon modesta, 13.299
toneladas (MARM, 2010) es, sin embargo, un pais muy activo en el comercio

internacional, importando 16.280 toneladas y exportando, como producto
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elaborado, 14.924 toneladas (FAO, 2011b). En Murcia la produccién de nueces con

cascara en 2009 se elevaba a 292 toneladas, ocupando el décimo puesto en el
conjunto de Espafia (MARM, 2010).
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Figura 3.2. Principales Paises Exportadores de Nueces (T) (Fuente:
Elaborada a partir de FAO, 2011b)

En Espafia existen millones de &rboles de semilla, sin injertar, aislados y/o
diseminados por todas las regiones. Sin embargo, las plantaciones regulares, con
variedades injertadas, datan de fechas recientes. Las primeras se establecieron a
finales de la década de 1970, coincidiendo con la especializacion de algunos

viveros espafioles en la multiplicacién del nogal (Salas-Salvadé et al., 2005).

En el sur de la peninsula podemos encontrar grandes superficies de cultivo
de variedades de California aunque el cultivo de nuez en Espafia es més un

cultivo de tipo familiar, dentro de pequenas estructuras.

En la Figura 3.3 se muestra la evolucién de la produccion del nogal en
toneladas en Espafia desde el afio 1999 (MARM, 2010).
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Figura 3.3. Evolucién de la produccién de nogal en Espafia (T) (Fuente:
Elaborada a partir de MARM, 2010)

La mayoria de los paises productores de nueces han aumentado su escala
operativa para reducir el coste en la adquisicién de la materia prima, asi como
para el procesamiento de la nuez, donde se ha logrado avanzar tanto en la
presentacion del producto como en la diversificacion de usos para lograr un

producto diferenciado.

En general, la mejora de competitividad en el cultivo del nogal, se ha

reflejado en el aumento de la superficie mundial cultivada.

3.1.1.2. Consumo de la nuez

La nuez, al igual que ocurre con otros frutos secos, forma parte de
diferentes productos (pasteles, panes, cereales, etc.). En la mayor parte de los
paises europeos la nuez se consume entera, siendo el consumo en grano

relativamente importante en Alemania y Austria.

El consumo mundial de nueces se sitta alrededor de 1,85 kg/persona/afio,

alcanzando en Espafia 7,63 kg/ persona/afo (FAO, 2011c).
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Dentro de la Unién Europea Alemania, Italia y Espafia son los paises con un
mayor consumo total de nueces con cifras que superan las 300.000 toneladas al
afio (Figura 3.4) (FAO, 2011c).
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Figura 3.4. Consumo de nueces en la Unién Europea (T) (Fuente:
Elaborada a partir de FAO, 2011c)

La nuez se comercializa mayoritariamente en cascara (mas del 80% de la
produccién). El consumidor prefiere nueces de gran calibre (mayor de 32 mm),
sabrosas, bien secadas, con un contenido en humedad del 10%, y sanas. Las
exigencias en este producto se centran, sobre todo, en el color del grano, que debe
ser claro, y en el sabor (Infoagro, 2011). Las nueces de menor calibre se utilizan

para descascarar, destinando el grano principalmente a la industria pastelera.

3.1.2. Clasificacion botanica

El nogal comun, Juglans regia L., pertenece al género Juglans de la familia
Juglandaceae. Esta familia forma por si sola un orden, el de Juglandales o Fagales

que, aparte del género Juglans L., agrupa a los géneros Alfaroa, Annamocarya,
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Carya, Cyclocarya, Engelhardtia, Oreomunnea, Platycarya, Pterilema, Pterocarya y
Rhamphocarya (Janick & Paull, 2008).

El género Juglans L. se compone de una veintena de especies que, en su
mayoria, se hibridan entre ellas y que se clasifican en las siguientes 4 secciones:
Trachycaryon (nogal blanco), Cardiocaryon (nogal de Japon), Rhysocaryon (nogal
negro) y Dioscaryon (nogal comun). Todas las especies del género Juglans L. son

diploides con 2 n = 2 x = 32 cromosomas (Kadereit et al., 2004).

3.1.3. Morfologia del arbol

Arbol caducifolio que puede llegar a alcanzar 20 m de altura. Posee grandes
hojas pinnadas (2 a 4 dm) compuestas de 5 6 9 foliolos ovales u hojuelas de color
rojizo al brotar y que después cambian a verde oscuro. Presentan un olor agudo y
desagradable y son bastante ricas en taninos, como el resto de la planta. El tronco
corto y robusto tiene una corteza de color gris claro, profundamente fisurado en
ejemplares afiosos; del tronco salen gruesas y vigorosas ramas para formar una
copa grande y redondeada. Las raices se encuentran notablemente extendidas,

tanto en sentido horizontal como vertical (Martinez et al., 2010).

Las yemas son de tamafio variable, ovales, redondeadas, con una fina capa
de pelo que cubre su superficie y cubiertas exteriormente por dos escamas que
envuelven mas o menos completamente a las méds tiernas. Las yemas terminales o
apicales son erguidas, las laterales patentes y todas estdn sobre una ancha cicatriz

foliar elevada (Germain et al., 2001).

Las plantas son monoicas, es decir, presentan flores femeninas y
masculinas, las primeras aparecen en las ramas del mismo afio, agrupadas en
racimos de dos a cinco florecillas pequefias y de color rojizo, mientras que las
masculinas brotan en ramas del afio anterior formando amentos colgantes de
entre 5-10 cm de color purpura verdoso (Polito, 1998). Las flores femeninas
forman un fruto globular de pericarpio verde semi-carnoso (fruto en drupa,
llamada popularmente “nuez”, pero botdnicamente no lo es) con una semilla
corrugada o estriada de color marrén en su interior que los romanos llamaban
(Jovis glans), “bellotas de Japiter”; de este término deriva el nombre genérico
Juglans. En otofo, todo el fruto, incluida la cdscara, caen al madurar.



REVISION BIBLIOGRAFICA 51

3.1.4. Morfologia del fruto

El fruto del nogal comun Juglans regia L. se compone de una envoltura, el
pericarpio, que rodea a un ndcleo grande, la nuez. Esta nuez tiene una cdscara

leniosa que esconde una almendra comestible, la semilla.

3.1.4.1. El pericarpio

Esta envoltura carnosa, verde, se origina en la pared externa del ovario. Es
relativamente delgada con un grosor medio de 4 mm y la huella de su red
vascular més interna corresponde a los surcos visibles sobre toda la cascara de la
nuez. En la madurez, el pericarpio se agrieta, se abre y libera la nuez, que cae al
suelo. La lluvia o, en su ausencia, una humedad elevada, acelera esta apertura o
dehiscencia. Si la humedad del aire es, por el contrario, muy baja, el pericarpio
tiene tendencia a secarse y retener el fruto sobre el arbol incluso si alcanza la

madurez fisiol6gica (Germain et al., 1975).

3.1.4.2. La cdscara

La céscara estd formada por dos valvulas simétricas pegadas. Las alas de
sutura estdn mas o menos marcadas. Lo més frecuente es que éstas afecten a la

mitad superior del fruto pero, a veces, pueden extenderse hasta la base.

En Juglans regia L., la cdscara es mas o menos surcada y abollada y
generalmente sinuosa a lo largo de las alas de sutura. El interior de la céscara
presenta una superficie rugosa y bastante irregular. Su grosor varia, segin las
variedades, de 1 a 2,5 mm. La céscara representa el 40 o 65% del peso total de la

nuez seca.

La forma general de la nuez es muy variable dependiendo de las distintas
variedades. Fsta puede ser cordiforme, eliptica, oblonga, ovoide, cénica o
redonda. Su base y su cumbre presentan diferentes formas, redondeada,
puntiaguda, afilada, etc. De igual forma, el punto pistilar del extremo de la nuez
es casi inexistente en algunos casos y se encuentra muy desarrollado en otros
cultivos (Germain et al., 1975; Muncharaz, 2001).
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3.1.4.3. La semilla

Se presenta bajo la forma de una almendra cerebriforme, tiene una
superficie irregular y llena casi completamente la nuez. Estd dividida en dos
l6bulos principales por el tabique primario, cada uno de estos 16bulos estan a su
vez recortados en la parte superior y, sobre todo, en la base por el tabique
secundario. Esta semilla representa entre el 35 y el 60% del peso seco de la nuez
(Germain et al., 1975).

3.1.5. Biologiay fisiologia

El conocimiento de la biologia y de la fisiologia del nogal es una
herramienta importante tanto para decidir el tipo de plantacién como para
predecir el comportamiento de los arboles y el empleo de las técnicas agricolas

mas adecuadas.

3.1.5.1. Ciclo anual de crecimiento del nogal

El nogal como especie caduca, tiene un periodo de reposo y otro de
actividad vegetativa, también llamado ciclo vegetativo. Ambas etapas estdn
condicionadas por la temperatura, siendo esta la responsable del desarrollo de las
etapas del ciclo vegetativo anual de las plantas de origen de climas templados o
templados calidos (Pallardy, 2008a). El ciclo vegetativo del nogal dura entre 230 y
250 dias, dependiendo de la variedad (Gil-Albert, 1995; Razeto, 2006).

Segtin Fuchigami y Wisniewski (1997), el ciclo puede ser representado
mediante una circunferencia, que explica cada etapa comparando los 360 ° de esta
figura geométrica (Figura 3.5). Esto permite entender y estimar las diferentes

etapas del ciclo vegetativo de un arbol caducifolio como el nogal:
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Figura 3.5. Ciclo vegetativo anual de Fuchigami para especies de hoja
caduca (Fuente: Elaborada a partir de Fuchigami & Wisniewski, 1997)

1%)  0° brotacién de yemas por calor.
2% 0°a90° crecimiento del brote.

3% 90° a 180°, maduracién vegetativa, inhibicién correlativa de yemas

axilares, lento crecimiento.

4%)  180° madurez vegetativa e inicio del letargo de yemas quietas por frio

y dia corto.
5%  180°a 270° profundizacién del letargo de yemas por frio y dia corto.
6%) 270° letargo maximo de yemas.
7% 270°a 315° disipacion del letargo de yemas por frio.
8%)

315°, término del letargo de yemas por frio.
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9%) 315°a 360° quietud de yemas por ambiente frio (Gil & Pszczélkowski,
2007).

3.1.5.2. Latencia invernal y salida de receso

El periodo de reposo, también denominado dormancia o latencia se
caracteriza por la supresién temporal del crecimiento visible, esto no significa que
exista una inactividad fisiolégica, sino que todas las actividades metabdlicas del

arbol se desaceleran u ocurren a una menor velocidad (Agusti, 2004).

La dormancia es una etapa importante del ciclo anual del nogal, ya que su
fin implica un despertar fisiolégico de la planta, haciéndola sensible a los

estimulos del medio, a esta etapa se le llama ecolatencia (Gil-Albert, 1992).

En la nuez comun, Juglans regia L., las yemas entran progresivamente en
latencia o “descanso fisiol6gico” en el periodo que va desde mediados de agosto a

principios de octubre.

En cultivos de variedades originarias de paises con clima continental, con
inviernos muy frios donde las temperaturas minimas pueden bajar a -20 y -25 °C,
los niveles de latencia suelen ser elevados, mientras que los cultivos californianos

o del sur de Europa, con inviernos suaves, se caracterizan por una latencia débil.

Bajo climas con inviernos suaves, como California y las zonas costeras del
Mediterraneo, las necesidades de frio de las variedades con un alto nivel de
latencia son raramente satisfechas, es por esto que la entrada en vegetaciéon de

estos cultivos se retrasa mucho (Germain et al., 2001).

3.1.5.3. Brotacion y crecimiento de brote

Como é&rbol caducifolio el nogal tiene inhibidas las yemas hasta que se

presentan las condiciones adecuadas para su crecimiento.

Al salir del receso y con el incremento de las temperaturas en primavera, las
yemas empiezan a brotar las escamas y se hinchan. Después empieza la
elongacion del brote y con ello aparecen las hojas. Este crecimiento en una
primera etapa es en longitud y luego, en una segunda etapa, de engrosamiento y
lignificacién del brote de la temporada (Gil-Albert, 1995).
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Una caracteristica importante del nogal es que se trata de un arbol con una
marcada dominancia apical, es decir, que las yemas terminales o yemas punteras,
son las que primero brotan y las que crecen mas vigorosamente. Por el contrario,
las yemas laterales crecen con menor vigor e incluso su brotacién es inhibida
(Muncharaz, 2001).

Esta capacidad de brotacion lateral se utiliza para clasificar las variedades
de nogal, siendo las variedades mejor evaluadas aquellas que presentan un mayor
porcentaje de este tipo de brotaciéon. Esto es debido a que una mayor brotacién
lateral supone una mayor produccion de nueces ya que existen mds flores

femeninas por centro fructifero (Charlot & Germain, 1988).

El largo de los brotes del nogal es variable, aunque el promedio fluctda
entre los 10 y 20 cm. Este crecimiento no es estimable hasta que el brote logra su

tamario final.

Las fechas de brotacion del nogal varian considerablemente dependiendo
de los genotipos seleccionados. Las variedades originarias de California, la cuenca
mediterrdnea, la Peninsula Ibérica y de Japén, de inviernos suaves, tienen una
brotaciéon temprana o muy temprana (mitad de marzo a mitad de abril). Lo
mismo sucede en cultivos de las regiones con clima continental frio (Alemania,
Europa del Este, Asia Central, Manchuria) (Germain et al., 2001).

3.1.5.4. Floracion y fecundacion

Como ya se ha dicho, el nogal es una especie monoica auto-compatible,
existiendo varias especies inter-compatibles. El nogal estd ampliamente
especializado en la polinizacién anemofila; por un lado, las flores femeninas son
apétalas y con grandes superficies estigmédticas preparadas para recibir el polen y
por otro, el polen proveniente del amento (flor masculina que morfolégicamente
es adecuada para la anemofilia) es pequefo y ligero para ser arrastrado por el
viento (Pallardy, 2008b). Presenta una recepcién estigmatica corta, entre 5 y 7 dias
y con viabilidad del polen de 2 a 3 dias (Sitte, 2004).

Polito (1998), sefiala que el nogal presenta dicogamia. Esta desincronizacién
floral puede ser protoginia o protandria y depende exclusivamente del tipo de
variedad. Las variedades comerciales mas utilizadas hoy en dia presentan

dicogamia protandria, es decir, las flores masculinas entregan el polen antes de
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que las flores pistiladas sean receptivas. Unos pocos cultivares (Chico, Amigo)
son protoginos; en este caso, la receptividad de las flores femeninas ocurre antes

que la entrega del polen (Figura 3.6).

Floracion femenina Plena floracion femenina
Floracion masculina Plena floracion masculina

Algaida | ]

Amigo . L

Chico . .

Eurcka . |

Franquette . .

Pavne ] ]

Pedro ‘ L

Serr .

Sunland .

Tehama - ]

10 abail 15 abril 20 abail 25 abril 30 abail Smayo  10mayo  15maye 20 mayo 25 mayo 30 mayo

Figura 3.6. Fechas de floracién de las variedades objeto de estudio

3.1.5.5. Crecimiento y desarrollo del fruto

El fruto presenta una curva de crecimiento del tipo sigmoidea doble (Figura
3.7), donde se observa un momento en que se detiene el crecimiento, esto se debe
a que el fruto esta lignificando la cascara de la nuez, después de esto retoma la

ganancia de peso, para luego dar comienzo a una etapa de senescencia.
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Figura 3.7. Curva de crecimiento del fruto del nogal en funcién del tiempo
(Fuente: Elaborada a partir de Ramos, 1985)

En la curva se reconocen 3 etapas: una primera etapa llamada crecimiento
rapido, una segunda, el endurecimiento del carozo o hueso y una tercera y dltima

etapa de maduracion.

El crecimiento rapido del fruto es una etapa en la cual el fruto crece en
tamafio. Esta fase se comporta como una sigmoide simple, esto se debe a que el
embrién tiene un crecimiento acelerado en las primeras semanas y
simultdineamente el pericarpio se agranda por acumulacién de compuestos
fenoloégicos. Es en esta etapa donde el fruto consigue su tamafio definitivo.
Después de esto, el fruto sufre cambios a nivel interno que no son notorios a
simple vista, ya que los tejidos cambian estructuralmente para luego obtener su

condicién final.
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Como segunda etapa, el endocarpio se endurece y se forma la céscara de la
nuez, esta etapa no es diferente a la de la maduracion, pero se separa a nivel de
literatura ya que coincide con el fin del crecimiento rapido y el inicio de la
maduracién (Gil, 2000). Paralelamente, y en un proceso mas largo, la maduracién
de la semilla va adquiriendo su configuraciéon definitiva, ganando peso
rdpidamente y sufriendo una serie de cambios quimicos, que le otorgan las

caracteristicas nutricionales y organolépticas a la nuez (Muncharaz, 2001).

La maduraciéon puede definirse como el momento donde la semilla ha

alcanzado su completa evolucién y donde el pericarpio se fisura.

En Espaiia, el periodo de maduracién se extiende durante méas de un mes y
medio, desde el final de agosto para algunos cultivos originarios de Asia Central,
hasta el altimo tercio del mes de octubre e incluso principios de noviembre para

arboles con desborre extremadamente tardio.

A modo de resumen, se presentan en la Tabla 3.1 las fechas en la que se
producen aproximadamente los estados importantes en el desarrollo del fruto del

nogal.

Tabla 3.1. Fecha de los estados importantes en el desarrollo del fruto

Estado de desarrollo Semanas después de floracion
Fecundacién 1

Crecimiento total del fruto 8

Inicio de rapido crecimiento de la semilla 9

Tamafio final del fruto 10
Endurecimiento de la cascara 12-15

Crecimiento rapido de la semilla 15

Peso maximo total 18

Fecha aproximada de cosecha 19-22

Fuente: Elaborada a partir de Pinney et al. 1998
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3.1.6. Requerimientos edafoclimaticos

El nogal es una especie adaptada a climas templados y continentales. Sin
embargo, para la producciéon de nuez, su hébitat ideal coincide con climas
templados, similares al mediterrdneo. Las heladas precoces en otofio y las
temperaturas excesivamente bajas en invierno pueden causar dafios importantes
en el arbol, mientras que las heladas tardias de primavera reducen o anulan la
produccién, ademas de perjudicar las nuevas brotaciones. La excesiva humedad
ambiental favorece la incidencia de enfermedades, soportando bien las altas

temperaturas estivales.

Tiene capacidad de adaptacién a la sequia y a diferentes tipos de suelos,
pero es un cultivo tipico de regadio, de suelos profundos, fértiles, textura franca,
no excesivamente alcalinos, que se adapta mal a los terrenos compactos (Salas-
Salvadoé et al., 2005).

3.1.6.1. Temperatura

Se deben evitar lugares cuyas temperaturas primaverales puedan descender
por debajo de 1,1 °C, ya que pueden ocasionar dafios por heladas en las

inflorescencias masculinas, brotes nuevos y pequefios frutos.

El nogal es muy sensible a las heladas de primavera, que mermaran
sustancialmente la cosecha, pero también a las heladas precoces de otofio que
interfieren muy negativamente en la formacién los primeros afios; durante este
periodo juvenil puede llegar a producirse la muerte de toda la parte aérea del

planton.

Las altas temperaturas, > 38 °C, acompaifiadas de baja humedad, también
tienen efectos negativos sobre el cultivo del nogal. Si esto sucede al comienzo de
la estacion, las nueces resultaran vacias, pero si es més tarde las semillas pueden

arrugarse, oscurecerse o adherirse al interior de la cascara (Vidal, 1980).

A continuacién se resumen los aspectos climaticos a tener en cuenta en el
cultivo del nogal (Tabla 3.2).



60 FERNANDO FIGUEROA MORALES

Tabla 3.2. Aspectos climaticos en el cultivo del nogal

Caracteristica Comportamiento
Sensibilidad a heladas Medianamente sensible
Etapa o parte mas sensible a heladas Flores

Temperatura critica o de dafio por heladas -2°C

Temperatura base o minima de crecimiento 10 °C

Rango de temperatura 6ptima de crecimiento 21 a 28 °C

Limite maximo de temperatura de crecimiento 38 °C

Suma térmica entre yema hinchando y cosecha 1300 a 1700 dias-grados
Requerimientos de horas de frio (<7 °C) 700 a 1000 h

Requerimientos de fotoperiodo Dia neutro (entre 10 y 14 h de luz)

Fuente: Elaborada a partir de Pinney et al. 1998

3.1.6.2. Agua

A pesar de su rusticidad, el nogal es muy sensible a la sequia, siendo

impropio para ser cultivado en las tierras de secano y de naturaleza seca.

Para que su cultivo sea posible necesita de precipitaciones minimas de 700

mm, siendo de 1.000-1.200 mm para explotaciones intensivas.

Si la pluviometria es insuficiente o estd irregularmente repartida, habra que
recurrir al riego para conseguir un desarrollo normal de los drboles y una buena

produccion de nuez (Infoagro, 2011).

3.1.6.3. Suelo

Es un érbol que se adapta muy bien a suelos muy diferentes aunque
prefiere suelos profundos, permeables, sueltos y de buena fertilidad. El drenaje
vendra determinado por subsuelos formados por caliza fisurada, cantos rodados,
etc.

Para una buena retencién de agua se precisan suelos con un contenido en
materia orgédnica entre el 1,2 y 2% y un 18-25% de arcilla. El nogal se desarrolla en

suelos con pH neutro (6,5 - 7,5). Segun las caracteristicas de los suelos se
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empleardn diferentes tipos de patrones, destacando J. nigra para suelos acidos y J.

regia para los mas calizos (Infoagro, 2011).

3.1.7. Riego

Llevar a cabo una préactica correcta del riego es fundamental para obtener
un desarrollo rapido y homogéneo del arbol y la obtencién de una produccién
importante de nuez de calibre regular. El tamafio de la nuez dependera de las
disponibilidades de agua durante las seis semanas que siguen a la floracion
(Sellés & Ferreyra, 2001).

Practicamente todas las nuevas explotaciones cuentan con aportes hidricos.
El riego localizado, por goteo, es el mds habitual, mientras que el riego por

aspersion no se utiliza, pues favorece el desarrollo de bacteriosis.

En producciones intensivas el arbol no debe sufrir escasez de agua durante
la formacion del fruto ni durante el engrosamiento del mismo. Esto tiene lugar de
mayo a julio y el aporte de agua serd de 40 a 50 m3/ha y dia. Cuando lignifique la
cascara (agosto y septiembre) las necesidades serdn de unos 30 a 35 m3/ha y dia
(Vidal, 1980).

3.1.8. Recoleccion de las nueces y postcosecha

La recoleccién es una etapa clave para la obtencién de una nuez y una
semilla de buena calidad. De hecho, las nueces deben ser recolectadas lo maés
rapidamente posible ya que si estin mucho tiempo en el suelo, se deteriora su
calidad. Es necesario evitar el empafiamiento de la cascara y el oscurecimiento de

la semilla.

Una nuez fresca de buena calidad presenta en el momento de la recoleccion

las siguientes caracteristicas:

e Esta madura con mas de un 50% de frutos con el tabique interno

totalmente oscuro.
e Su tamafio es preferiblemente superior a 32 mm.

e Ha de contener una semilla firme y de color clara que se pele

facilmente.
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e Con una humedad superior al 30%, el 6ptimo se sitta alrededor del
40%.

Las nueces destinadas al mercado en seco o bien a la venta de semilla llegan
a la madurez cuando la cascara se agrieta y se convierte en dehiscente. Las nueces
caen en ese momento de forma natural al suelo sobre principios del mes de

octubre. Esta caida se favorece por la lluvia y el viento.

Para las variedades més precoces, como Lara y Marbot, la recolecciéon y el
periodo de comercializaciéon de las nueces frescas se sitian como media en la

segunda y la tercera semana de septiembre (Germain et al., 2001).

Después de la recoleccion, el fruto sufre una serie de tratamientos que se

pueden resumir en:

e Lavado y destrio del fruto: mediante una descortezadora se separan las

cascaras de la nuez. La nuez se somete a un lavado con agua corriente y
seguidamente se realiza un destrio de ramillas, piedras, nueces

defectuosas, cortezas, etc.

e Secado: con él se consigue reducir el contenido de humedad del fruto
desde un 30-45% hasta un 12-15%. El secado puede ser natural mediante la
exposicién al sol de las nueces o artificial mediante el empleo de una

corriente de aire caliente en secadores.

e Calibrado: su objetivo es conseguir lotes homogéneos de nueces, para ello

se emplean calibradoras de cilindro giratorio.

e Blanqueado: las nueces de primera y segunda calidad se someten después
del secado a un blanqueamiento superficial mediante un bafio en una
disolucién de hipoclorito s6dico. Con ello se consigue aportar a la nuez un

color mas homogéneo y natural, libre de manchas negruzcas.

e Almacenamiento: una vez secada la nuez puede conservarse en silos

durante 5-6 meses a una temperatura de 7 a 10 °C.
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e Empaque y venta: la nuez sale al mercado en grandes sacos de 25 6 50 kg o

en fracciones pequefias de bolsas de medio kg (Infoagro, 2001).

3.1.9. Reglamentacion europea

El Reglamento (CE) n° 175/2001 de la Comisién de 26 de enero de 2001

establece las normas de comercializacién de las nueces comunes con cdscara.

Por otro lado, la regulacién de su comercializacién como semilla, viene
descrita en el Reglamento (CE) n°® 1947/2005 del Consejo de 23 de noviembre de
2005 por el que se establece la organizacion comtin de mercados en el sector de las
semillas y por el que se derogan los Reglamentos (CEE) n° 2358/71 y (CEE) n°
1674/72.

3.2. VALOR NUTRICIONAL DE LA NUEZ

Las frutas secas o de cdscara son aquellas frutas cuya parte comestible posee

en su composicién menos del 50% de agua (CAE, 2006).

Tradicionalmente las nueces han sido consideradas alimentos de alta
densidad energética debido a su elevado contenido graso, de hecho, solo son
superadas energéticamente (dentro del grupo de los frutos secos) por los pifiones,

la macadamia y la pacana (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Contenido energético de los frutos secos/100 g

Fruto seco Energia (kcal) Energia (kJ)
Nueces 654 2738
Avellanas 628 2629
Almendras 575 2408
Pifiones 673 2816
Anacardos 553 2314
Macadamias 718 3004
Pistachos 562 2352
Nueces de Brasil 656 2743
Pacanas 691 2889
Cacahuetes 567 2374

Fuente: Elaborada a partir de USDA, 2010a

3.2.1. Macronutrientes

El contenido en macronutrientes de las nueces, expresado en g/100 g de
nuez, es el siguiente: 15,23 de proteinas, 13,71 de hidratos de carbono y 65,21 de
lipidos (USDA, 2010a).

Los lipidos son la fraccién mayoritaria en cuanto a macronutrientes de las
nueces. Dentro de la fraccién lipidica, los constituyentes mayoritarios son
triglicéridos, encontrando en menor proporcion 4acidos grasos libres,
diacilglicerol, monoacilglicerol, esteroles, ésteres de esterol, fosfolipidos y
vitaminas liposolubles (Prasad, 2003). El perfil de acidos grasos de la nuez es
especialmente interesante, puesto que se caracteriza por un bajo contenido en
acidos grasos saturados (AGS), y un alto contenido en 4&cidos grasos
monoinsaturados (AGMI), fundamentalmente 4cido oleico, y poliinsaturados
(AGPI), con la particularidad de contener una alta proporcion de &cido o-
linolénico y 4cido linoleico, 4cidos grasos de la serie n-3 y n-6, respectivamente
(Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Contenido en 4cidos grasos de la nuez

Acido graso g/100 g %

C16:0 4,04 6,59
C18:0 1,659 2,14
C 20:0 0,063 0,08
C16:1 0,063 0,08
Cc18:1 11,6 18,9
C20:1 0,101 0,165
C18:2 36,4 59,6
C18:3 745 12,2

Fuente: Elaborada a partir de USDA, 2010a

El contenido hidrocarbonado de las nueces es similar al proteico (Tabla 3.5).
Destaca el bajo contenido en hidratos de carbono simples frente a un elevado
contenido en fibra, principalmente fibra insoluble, mientras que la cantidad de
fibra soluble es relativamente poco importante en relacion con la fibra total (Salas-
Salvado et al., 2006).

Tabla 3.5. Contenido en carbohidratos y fibra de la nuez

Compuesto g/100 g %
Sucrosa 2,43 93,1
Glucosa (dextrosa) 0,08 3,06
Fructosa 0,09 3,44
Almidon 0,06 2,29
Fibra 6,7 -

Fuente: Elaborada a partir de USDA, 2010a

En cuanto al contenido proteico de las nueces, a pesar de ser elevado
respecto a otros alimentos, su valor biol6égico no es bueno, ya que son deficitarias

en algunos aminodacidos esenciales como la treonina, la isoleucina o la metionina
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(Tabla 3.6). Esto hace que la calidad de la proteina, sea inferior en las nueces (48%)
que en otros grupos de alimentos como las carnes (94%) (Suarez-Lopez et al.,
2006). No obstante, cabe destacar que las nueces son ricas en arginina (con mas de
2 g/100 g de nuez) y pobres en lisina (menos de 0,5 g/100 g de nuez). Por lo
tanto, la relacion lisina/arginina, utilizada como indicador del riesgo de
desarrollar hipercolesterolemia y arteriosclerosis (Kritchevsky et al., 1982; Sdnchez
et al., 1988; Rajamohan & Kurup, 1997), es buena en las nueces (Feldman, 2002).

Tabla 3.6. Contenido en aminoéacidos de la nuez

Aminoacido mg/100 g mg/g N | Aminoacido mg/100 g mg/g N
Isoleucina 700 260 Valina 970 360
Leucina 1100 420 Arginina 2300 860
Lisina 490 180 Histidina 410 150
Metionina 240 88 Alanina 730 270
Cisteina 240 90 Acido aspartico 1600 580
Fenilalanina 730 270 Acido glutamico 3100 1160
Tirosina 490 180 Glicina 810 300
Treonina 540 200 Prolina 650 240
Triptofano 170 61 Serina 890 330

Fuente: Elaborada a partir de USDA, 2010a

3.2.2. Micronutrientes y otros componentes no nutritivos

Las nueces contienen pequefias cantidades de diversos compuestos que han

suscitado un especial interés por sus potenciales efectos saludables.

Las nueces presentan cantidades considerables de folatos (98 pg/100 g),
vitamina del grupo B involucrada en los procesos de detoxificacion de la
homocisteina, aminoacido rico en sulfuro con propiedades arterioscleréticas que

se acumula en plasma cuando el estado en folato no es normal (Moat et al., 2004).

Ademas, las nueces son una excelente fuente de vitamina E, concretamente

o-, B-, y y- tocoferoles, que actia como un potente antioxidante capaz de proteger
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la funcién inmune, de inhibir el dafio oxidativo celular (Devaraj et al., 2008), y de

reducir el riesgo cardiovascular (Costa et al., 2005).

Las nueces contienen una notable cantidad de calcio, magnesio y potasio, y
un bajo contenido en sodio (Tabla 3.7), lo que las hace alimentos posiblemente
protectores frente a la desmineralizacién 6sea, la hipertension arterial, la
resistencia a la insulina, y otros factores de riesgo cardiovascular (Segura et al.,
2006; Bullo et al., 2009).

Tabla 3.7. Contenido en vitaminas y minerales de la nuez

Contenido Contenido

Compuesto Unidades Compuesto Unidades
(100 g) (100 g)

Vitamina C mg 1,3 S-tocoferol mg 1,89
Tiamina mg 0,341 Vitamina K ng 2,7
Riboflavina mg 0,150 Calcio mg 98
Niacina mg 1,125 Hierro mg 2,91
Acido pantoténico mg 0,570 Magnesio mg 158
Vitamina Bg mg 0,537 Fosforo mg 346
Folatos ug 98 Potasio mg 441
Colina mg 39,2 Sodio mg 2
Vitamina A ng 12 Zinc mg 3,09
a-tocoferol mg 0,7 Cobre mg 1,586
B-tocoferol mg 0,15 Manganeso mg 3,414
y-tocoferol mg 20,83 Selenio ug 49

Fuente: Elaborada a partir de USDA, 2010a

Ademéds de los nutrientes ya mencionados, las nueces contienen numerosos
compuestos fitoquimicos, sustancias de origen vegetal con efectos positivos sobre
la salud, tales como fitosteroles, carotenoides, compuestos fendlicos y melatonina
(Reiter et al., 2005; Normén et al., 2007; Garcia-Parrilla et al., 2009).

3.3. COMPUESTOS FENOLICOS DE LAS NUECES

Las plantas sintetizan un gran namero de compuestos organicos

clasificados como metabolitos primarios y secundarios.
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Los metabolitos primarios son compuestos que tienen funciones esenciales
relacionadas con la fotosintesis, la respiracion y el crecimiento y desarrollo de la
planta. Fstos incluyen los fitosteroles, nucledtidos, aminoacidos y &cidos
organicos.

Los metabolitos secundarios son compuestos que se producen como
resultado del metabolismo secundario de las plantas. Basdndose en su origen
biosintético, los metabolitos secundarios de las plantas se pueden dividir en tres
grandes grupos: compuestos fendlicos, terpenoides y compuestos nitrogenados o
alcaloides (Crozier et al., 2006).

La presencia de compuestos fenélicos en las plantas depende de la especie
vegetal, variedad, parte de la planta considerada (frutos, semillas, hojas, tallos,
etc.), condiciones edafocliméticas del cultivo, asi como de aspectos tecnolégicos
relacionados con el procesado y la conservacion de los productos que los
contienen (Raffo et al., 2006; Toor & Savage, 2006; Shin et al., 2007; Jin et al., 2011 y
2012; Sénchez-Rodriguez et al., 2012).

Entre las funciones mds importantes que se les atribuye a estos compuestos
podemos destacar que parecen tener un papel clave en la protecciéon de las
plantas frente a herbivoros e infecciones microbianas, asi como en el proceso de

atraccion de polinizadores (Kant et al., 2009).

Los metabolitos secundarios también son de interés debido a su uso como
colorantes, fibras, gomas, aceites, ceras, aromatizantes, farmacos, etc. (Croteau et
al., 2000; Dewick, 2009; He & Giusti, 2010; Boo et al., 2012; Groussin & Antoniott],
2012).

En los dltimos afos, diferentes lineas de investigacion en el campo de la
nutricion humana, han estudiado la importancia de estos compuestos y su efecto
positivo a medio y largo plazo. Se ha demostrado su influencia positiva sobre
algunos tipos de cancer y enfermedades crénicas, como enfermedades
cardiovasculares, enfermedades pulmonares obstructivas y diabetes tipo 2
(Stoclet et al., 2004; Smith-Warner et al., 2006; Leifert & Abeywardena, 2008; Stan et
al., 2008; van Breda et al., 2008; Bowen-Forbes et al., 2010; Cherniack, 2011; Flores
et al., 2012).
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3.3.1. Clasificacién de los compuestos fenélicos y sus fuentes

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan
por tener al menos un anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilos unidos
(Figura 3.8). Se han identificado mas de 8.000 estructuras fendlicas que se
encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal (Strack, 1997). Los hay
simples, de bajo peso molecular con un tnico anillo aromatico y complejos como

los taninos y los derivados polifendlicos.

OH

Figura 3.8. Estructura basica de los compuestos fenélicos

Los compuestos fenodlicos estan asociados al color, las caracteristicas
sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las
propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. Esta dltima, se
debe a la reactividad del grupo fenol (Paredes-Lopez et al., 2010; Terpinc et al.,
2012).

Dada la gran cantidad de compuestos fendlicos identificados, su
clasificacion es una tarea compleja. Una de las mas utilizadas es la propuesta por
Waterhouse (2002), que agrupa a los fenoles en funcién de su estructura quimica

bésica. La clasificacién se muestra en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.8. Clasificacion de los compuestos fenélicos en funcion de la estructura

quimica basica

Estructura Clasificacion
Flavonoides Ce-C3-Cs Flavonoles
Flavonas

Flavan-3-oles
Proantocianidinas (taninos no hidrolizables)

Antocianidinas (Antocianos)

Flavanonas
Isoflavonas
No Flavonoides  Cs-C3 Acidos hidroxicindmicos
Cs-C1 Acidos hidroxibenzoicos
(Ce-Ca)
} +Aztcar Taninos hidrolizables
(Ce-Co)
Cs-C2-Cs Estilbenos

Fuente: Elaborada a partir de Waterhouse, 2002

Siguiendo esta clasificaciéon, distinguiremos los compuestos fendlicos en

flavonoides y no flavonoides.

3.3.1.1. Flavonoides

Constituyen el grupo de compuestos fenélicos mas importante por su gran
variabilidad estructural y su presencia en la mayoria de alimentos de origen
vegetal (Harborne & Williams, 2000). Los flavonoides se caracterizan por un
sistema especifico Ci5 (Cs - Cs - Ce) de tres anillos, dos de ellos aromatizados y un
tercero, tipo pirano (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Estructura basica de los flavonoides

Estan presentes en altas concentraciones en la epidermis de las hojas y la
piel de las frutas y tienen un papel importante como metabolitos secundarios. En
las plantas estdn involucrados en procesos tan diversos como la protecciéon UV, la
pigmentacion, la estimulacién de los nédulos fijadores de nitrégeno y resistencia
a enfermedades (Koes et al., 1994; Cartea et al., 2011).

Los flavonoides se subdividen principalmente en flavonas, flavonoles,
flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas (Figura 3.10). Otros grupos
de flavonoides, que cuantitativamente se encuentran en menor ndmero en la
dieta, son los dihidroflavonoles, flavan-3,4-dioles, cumarinas, chalconas,
dihidrochalconas y auronas. La estructura bésica de los flavonoides puede tener
numerosos sustituyentes. Los grupos hidroxilo generalmente estdn presentes en
las posiciones 4', 5 y 7 y los azticares son muy comunes en la mayoria de los
flavonoides, de forma general como glicésidos. Mientras que los aztcares y los
grupos hidroxilo incrementan la solubilidad en agua de los flavonoides, los
grupos metilo y las unidades de isopentilo confieren a los flavonoides un caracter
lipofilico (Srinivas et al., 2010; Biesaga, 2011).
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Flavonol Flavona Flavanona

Flavanol Antocianidina
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/

Figura 3.10. Estructuras genéricas de flavonoides mayoritarios

Se encuentran fundamentalmente en el té, vino tinto, frutas y hortalizas
verdes (Cook & Samman, 1996; Trichopoulou & Critselis, 2004; Yao et al., 2004;
Bhagwat et al., 2005; Chun et al., 2007). Los frutos rojos son ricos en antocianos, los

citricos en flavanonas, la soja en isoflavonas, etc.

Los compuestos fendlicos mas importantes en el nogal comun (Juglans regia
L.) son los flavonoides (Claudot et al., 1993; Solar et al., 2006; Cheniany ef al., 2012).

En el fruto del nogal, la mayor parte de los compuestos fendlicos se
encuentran en la piel de color marrén que cubre la semilla (Anderson et al., 2001;
Carlsen et al., 2011); sin la cual el contenido en antioxidantes de la nuez se

reduciria en un 90% (Carlsen et al., 2010).

3.3.1.1.1. Flavonoles

Los flavonoles son, posiblemente, el grupo mas extendido de los
flavonoides en el reino vegetal, donde se encuentran en practicamente todas las

plantas con excepcién de hongos y algas.
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La biosintesis de los flavonoles es inducida por la luz solar, ya que son
compuestos pantalla, que absorben parte de la radiaciéon solar (360 nm)
atenuando el efecto de los rayos ultravioleta en la planta (Bidel et al., 2007);
debido a esto, se suelen encontrar en los tejidos externos de muchas frutas y
hortalizas (Harbone & Williams, 2000).

Desde el punto de vista quimico se caracterizan por tener un grupo
hidroxilo en la posiciéon 3 del carbono C y, en la naturaleza se encuentran siempre

glicosilados.

En frutas se encuentran alrededor de 50 flavonoles distintos,
fundamentalmente los glicésidos de 4 agliconas: kaempferol, quercetina,
miricetina e isoramnetina. La quercetina y el kaempferol son los flavonoles més
ampliamente distribuidos, encontrandose en el 80% de las frutas (albaricoque,
zarzamora, fresa, ciruela, higos, etc.) (de Vries et al., 1998; Kong et al., 2012; Pasini
et al., 2012; Barros et al., 2013; Zouari et al., 2013).

En nueces, sin embargo, no se han identificado flavonoles. Si se han descrito
en otras estructuras del nogal. Amaral et al. (2004), identificaron quercetina 3-
galactésido, quercetina 3-arabindsido, quercetina 3-xilosido y quercetina 3-

ramnosido en hojas.

Claudot et al. (1997) y El Euch et al. (1998), observaron la presencia de
miricetina en brotes de nogal. Stampar et al. (2006), la identificaron en el
pericarpio. La miricetina se considera uno de los principales marcadores fenélicos

de rejuvenecimiento de los nogales (Jay-Allemand et al., 1990).

3.3.1.1.2. Flavonas

Las flavonas tienen una relacién estructural muy préxima a los flavonoles.
Un amplio abanico de sustituciones puede ocurrir en las flavonas, incluyendo
hidroxilacién, o- y c-alquilacién, y glicosilacién. A pesar de que flavonas, como la
luteolina y la apigenina, tengan sustituciones en los anillos A y C, tienen falta de
oxigenacion en el Cs.

Se encuentran ampliamente distribuidas en frutas y hortalizas, y son muy

numerosas, se conocen mas de 100, aunque no son los flavonoides mayoritarios.

Las fuentes mas importantes son el apio, el perejil y el pimiento verde (Justesen et
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al., 1998; Barros et al., 2012; Gironés-Vilaplana et al., 2012; Li & Xu, 2012), no

encontrandose en el fruto del nogal.

3.3.1.1.3. Flavan-3-oles

Los flavan-3-oles, también llamados en general catequinas, son el grupo de
flavonoides méas complejo, que van desde mondmeros simples, (+)-catequina y su
isomero (-)-epicatequina, a proantocianidinas oligoméricas y poliméricas, también
conocidas como taninos condensados.

Estructuralmente poseen el anillo C totalmente saturado y, como su nombre
indica, poseen un alcohol en posicién 3. Debido a la saturacién entre C2 y Cs

existen estereoisémeros.

Los flavan-3-oles no se encuentran de forma mayoritaria en frutas aunque
son en parte responsables de su astringencia. Las frutas con cantidades
significativas de catequinas son: albaricoque, melocotén, manzana, cereza, mora y
uva. Ademas de estas frutas, otras fuentes principales de catequinas son el té, el

vino y el cacao (Auger et al., 2004; Wang et al., 2008; Pérez-Jiménez et al., 2009a).

Diferentes flavan-3-oles monoméricos, como son la catequina y la
epicatequina, han sido identificados y cuantificados en nueces (Gu et al., 2004; Wu
et al., 2006).

En el pericarpio también se han identificado los flavan-3-oles catequina y

epicatequina (Stampar et al., 2006).

3.3.1.1.4. Proantocianidinas

Las proantocianidinas o taninos condensados no hidrolizables son
productos de condensacion de flavan-3-oles, que se unen por medio de enlaces
covalentes 48 y 4—6. Los dimeros mas frecuentemente encontrados son las
procianidinas B: (epicatequina-catequina), B, (epicatequina-epicatequina) y Ba
(catequina-epicatequina). También se han identificado trimeros, de los cuales el
mas frecuente es la procianidina C; (3 epicatequinas) (Passos et al., 2007).

Las proantocianidinas tienen una distribucién relativamente limitada,

encontrandose principalmente en familias de Leguminoseae, Rosaceae y Vitaceae
(Aldred et al., 2009).
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Gu et al. (2004) y Wu et al. (2006), identificaron proantocianidinas

oligoméricas y poliméricas en nueces.

3.3.1.1.5. Antocianidinas

Las antocianidinas son un grupo de flavonoides muy extendidos en el reino
vegetal, principalmente en forma de sus derivados conjugados, antocianinas o
antocianos que se encuentran en frutas y tejidos de las flores en los que son
responsables de los colores rojo, azul y morado. Asi, son de vital importancia para
establecer la calidad y aceptabilidad de muchas frutas (Iglesias et al., 2008).
Ademas, también se encuentran en las hojas, tallos, semillas y tejidos de las raices.
Estan involucrados en la proteccién de las plantas frente a un exceso de luz y
juegan también un papel importante atrayendo a insectos polinizadores
(Grotewold, 2006).

El color de los antocianos viene determinado por el nimero de grupos
hidroxilo y su grado de metilacion, la naturaleza y el nimero de aztcares unidos
a la molécula asi como su posicion, la naturaleza y nimero de acidos alifaticos y
aromaticos unidos al aztcar, y el medio fisico-quimico en el que se encuentran
(Mazza & Brouillard, 1987; Brouillard & Dangler, 1994; Lewis et al., 1995; Berké &
de Freitas, 2005).

Desde el punto de vista estructural los antocianos son flavonoides con el
anillo C totalmente insaturado, lo que crea una carga positiva deslocalizada a lo
largo de toda la estructura resonante. Las distintas sustituciones en las posiciones

3'y 5' del anillo B dan lugar a las diferentes antocianidinas.

Se han descrito 200 antocianinas hasta la actualidad, de las cuales sélo 70 se
encuentran en frutos (Pennington & Fisher, 2010), constituidas por 15
antocianidinas. Las antocianinas mas ampliamente distribuidas por la naturaleza
son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina.

No existen estudios que indiquen la presencia de antocianidinas en ninguna
de las estructuras del nogal.

3.3.1.1.6. Flavanonas

Las flavanonas son flavonas sin la insaturacién entre Cz y Cs y la presencia

de un centro quiral en el Cs. En la mayoria de las flavanonas, el anillo C se une al
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anillo B en el C; en configuracion a. La estructura de las flavanonas es muy
reactiva y se ha demostrado que se someten a hidroxilacién, glicosilacién y o-
metilaciéon (Wahle et al., 2010).

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, destacando su
presencia en altas concentraciones en frutas citricas, tales como pomelo, limén y
mandarina (Tomas-Barberan & Clifford, 2000). La flavanona glicosilada mas
comun es la hesperetina-7-o-rutinosido (hesperidin) que se encuentra en la piel de

los citricos (Roowi & Crozier, 2011).

No existen estudios que indiquen la presencia de flavanonas en ninguna de

las estructuras del nogal.

3.3.1.1.7. Isoflavonas

Las isoflavonas se caracterizan por tener el anillo B unido al C; en lugar de
en el C. Se encuentran casi exclusivamente en plantas leguminosas, destacando

sus altas concentraciones en la soja (USDA, Agricultural Research Service, 2002).

Las isoflavonas son sustancias diferentes a los esteroides endégenos
humanos con capacidad de unirse a los receptores estrogénicos. Las isoflavonas
mas importantes son la genisteina y daidzeina procedentes de la soja, cuya
influencia sobre la apariciéon de canceres de préstata y mama ha sido objeto de

numerosos estudios (Davis ef al., 2008; Sharma et al., 2009).

No existen estudios que indiquen la presencia de isoflavonas en ninguna de

las estructuras del nogal.

3.3.1.2. No Flavonoides

Forman un extenso grupo dentro de los polifenoles, poseen generalmente
una estructura quimica mas sencilla que la de los flavonoides. Los principales no
flavonoides presentes en la dieta son los acidos fenélicos Cs - Ci, sobre todo el
acido gélico, precursor de los taninos hidrolizables, los acidos hidroxicindmicos

Cs- Gy sus derivados conjugados, y los estilbenos Cs- Ca- Cs.

3.3.1.2.1. Acidos hidroxibenzoicos

También conocidos como &cidos fenolicos, poseen una estructura Ce-Ci

derivada del acido benzoico propiamente dicho (Figura 3.11). Hidroxilaciones y
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metilaciones sobre éste dan lugar a los distintos dcidos hidroxibenzoicos. Los mas
frecuentemente encontrados en la naturaleza son los 4cidos gélico, p-
hidroxibenzoico, vanilico, siringico y protocatéquico (Schéfers & Herrmann, 1982;
Gongalves et al., 2012).

OH

Figura 3.11. Estructura del 4cido benzoico

Los acidos gélico y eldgico son constituyentes de los taninos hidrolizables,
apareciendo en frutas y hortalizas como la fresa, frambuesa, zarzamora, grosella,
granada o calabaza por hidrélisis de los anteriores (Pfundstein et al., 2010; Fischer
et al., 2011). El p-hidroxibenzoico y el vanilico se encuentran en numerosas frutas
como la cereza, la uva, el melén o la fresa (Khallouki et al., 2012). El siringico se
encuentra fundamentalmente en uva y, por altimo, el protocatéquico se encuentra
en forma glucosilada en muchos frutos como grosella, zarzamora, frambuesa,
fresa, etc. (Mattila & Hellstrom, 2007).

En el pericarpio de la nuez, junto a diferentes flavonoides, también se han
identificado 4acidos hidroxibenzoicos, como son los 4acidos galico, eldgico,
protocatéquico, vanilico y siringico (‘:%tampar et al., 2006).

Por cromatografia liquida de alto rendimiento se han identificado en nueces
acidos fendlicos como son los acidos clorogénico, cafeico, p-cumarico, ferdlico, 4-
hidroxibenzoico, protocatéquico, 2,4 dihidroxibenzoico, vanilico, elagico, sindpico

y siringico (Colaric et al., 2005; Christopoulos & Tsantili, 2012).

3.3.1.2.2. Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables son complejos polifendlicos que pueden ser
degradados al ser sometidos a condiciones de hidrdlisis (dcidas, basicas o

enzimaticas) dando lugar a 4acidos fendlicos y aztcares principalmente.
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Normalmente son poliésteres de 4cido gélico y/o &cido hexahidroxidifénico y sus
derivados esterificados con D-glucosa (Okuda et al., 2000; Landete, 2011).
Dependiendo de los productos de hidrélisis diferenciamos entre:
¢ Galotaninos: su hidrolisis libera acido gélico (Figura 3.12).

e Elagitaninos: su hidrolisis libera acido eldgico procedente de la

lactonizacién del dcido hexahidroxidifénico (Figura 3.12).

O~_OH OH

OO'OH
HO OH HO‘OO

OH OH
Acido gélico Acido elagico

Figura 3.12. Estructuras de los acidos galico y elagico

Recientes estudios sobre las semillas de las nueces muestran que éstas
contienen principalmente taninos hidrolizables (Fukuda et al., 2003; Ito et al., 2007;
Christopoulos & Tsantili, 2012), la mayoria de los cuales se ha demostrado que
contribuyen a la actividad antioxidante total del extracto de nuez en diferentes
modelos de estimacién de antioxidantes in vitro e in vivo (Fukuda et al., 2003 y
2004; Li et al., 2006a; Ito et al., 2007).

Anderson et al. (2001) también identificaron taninos hidrolizables en
extractos de nueces y observaron que inhiben la oxidacién de LDL en plasma in

vitro.

3.3.1.2.3. Acidos hidroxicinamicos

Son muy abundantes y diversos, y todos provienen del acido cindmico
(Figura 3.13). Basicamente son cuatro: acidos p-cumdrico, cafeico, fertlico y
sindpico. Las cumarinas son acidos hidroxicinamicos ciclados, pero no se incluyen

dentro de este grupo.
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OH

Figura 3.13. Estructura del acido cindmico

El 4cido p-cumérico es muy abundante en citricos, frambuesa y pifia; el
cafeico y sus derivados son los mas abundantes de todos, y se encuentran
principalmente en lechuga, alcachofa, manzana y ciruelas; el fertlico en citricos y
uva; y, por ultimo, el sindpico, se ha encontrado en el brécoli, en algtn citrico,
pifia y tomate, aunque en forma muy minoritaria (Peleg et al., 1991; Morishita &
Ohnishi, 2001; Sato et al., 2011; Wang et al., 2012).

Los acidos hidroxicinamicos no se suelen encontrar en forma libre, sino que

se combinan principalmente de dos maneras formando derivados solubles.

e Combinaciones de grupos carboxilos de los &cidos fendlicos con
grupos hidroxilos de compuestos orgénicos (4cido quinico, glucosa,
etc.) formando ésteres, como por ejemplo el acido clorogénico que se
encuentra en muchas frutas y hortalizas, destacando la lechuga y la
alcachofa (Schuster & Herrmann, 1985).

e Combinaciones donde se ven involucrados los grupos fenélicos de la
molécula con otras moléculas distintas a las descritas anteriormente
dando lugar a hidroxicindmicos conjugados, como por ejemplo el
acido p-cumarico-o-glucésido descrito en tomate (Fleuriet & Macheix,
1985).

En las hojas de nogal se han identificado diferentes acidos hidroxicinamicos,
como son los acidos 3-cafeoilquinico, 3-p-cumaroilquinico y 4-p-cumaroilquinico
(Amaral et al., 2004), asi como el acido clorogénico, que fue identificado por
Wichtl y Anton (1999).



80 FERNANDO FIGUEROA MORALES

En el pericarpio se han identificado los acidos clorogénico, cafeico, fertlico
y sinapico (Stampar et al., 2006).

Colaric et al. (2005) y Gémez-Caravaca et al. (2008), han descrito la presencia
de acido clorogénico en el fruto del nogal.

3.3.1.2.4. Estilbenos

Los estilbenos son moléculas ampliamente distribuidas en las plantas
superiores, si bien, sus fuentes en la dieta son muy limitadas, restringiéndose
basicamente a las uvas, el vino tinto y los cacahuetes (Burns ef al., 2002; Lee et al.,
2004; Crozier et al., 2009). Los estilbenos mas representativos son el resveratrol y
su glucésido piceido, el piceatanol, asi como dimeros y trimeros de resveratrol

que dan lugar a las viniferinas.

Los estilbenos son fitoalexinas, es decir, metabolitos secundarios cuya
concentracion en la planta es normalmente baja, que la planta sintetiza
expresamente para hacer frente a agresiones externas o situaciones de estrés,

como son los ataques de hongos, bacterias y virus patégenos (Albert ef al., 2011).

No existen estudios que indiquen la presencia de estilbenos en ninguna de

las estructuras del nogal.

Aparte de los compuestos fendlicos ya descritos, en el nogal coman (Juglans
regia L.) también se encuentran cantidades importantes de naftoquinonas (Cs-Ca)
(Claudot et al., 1993; Solar et al., 2006; Cheniany et al., 2012).

Entre las naftoquinonas, la juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) es de gran
interés debido a su reactividad quimica; se sabe que se somete a reacciones de
oxido-reduccién con la formacién concomitante de radicales libres (Duroux et al.,
1998; Saling et al., 2011). Diferentes estudios han observado su presencia en hojas
(Girzu et al., 1998; Amaral et al., 2004; Cui et al., 2012), en el pericarpio (Lee &
Campbell, 1969; Borazjani et al., 1985; Binder et al., 1989; Mahoney et al., 2000;
Mahoney & Molyneux, 2004; Stampar et al., 2006; Solar et al., 2012) y también en la

corteza de la raiz interior de las nueces (Hedin et al., 1979; Bolling et al., 2011).

La juglona estd involucrada en el mecanismo de defensa frente a patégenos
del nogal (Radix et al., 1998; Mahoney et al., 2000; Mikulic-Petkovsek et al., 2011).
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Destacar que, mas alla de los compuestos fendlicos de las nueces descritos
en la presente memoria, se han realizado pocas investigaciones sobre la
naturaleza de éstos y sobre su contribucién a la actividad antioxidante total
(Zhang et al., 2009).

3.3.2. Biodisponibilidad in vitro de los compuestos fenélicos

En la actualidad se sigue tratando de demostrar los numerosos efectos
beneficiosos que sobre la salud se han atribuido a estos compuestos, pero para
determinar inequivocamente su actividad biolégica es fundamental ahondar en el

conocimiento de su biodisponibilidad y metabolismo (Kroon et al., 2004).

La biodisponibilidad es la cantidad de una sustancia que tras su ingesta, es
absorbida y alcanza la circulacién sistémica, momento en el cual puede
distribuirse, y alcanzar los tejidos diana donde ejerce su efecto fisiologico (Parada
& Aguilera, 2007). Desde el punto de vista de la nutricion, la biodisponibilidad se
expresa como la proporcion de dosis ingerida que es excretada en orina,

comparada con la excretada en heces (Rechner et al., 2002).

Conocer la biodisponibilidad de un compuesto es fundamental para saber
cual va a ser el efecto que puede producir en el organismo, asi como para
determinar la cantidad necesaria para poder establecer los limites minimos y
maximos entre los que el compuesto puede tener efecto. Por tanto, va a ser
esencial establecer el grado de biodisponibilidad de los compuestos para poder

conocer su potencial efecto sobre el organismo.

Determinar la biodisponibilidad de un compuesto no es sencillo. El
problema que surge a la hora de caracterizar la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos es la dificultad que existe para determinar con exactitud la
cantidad y tipo de fenoles que se ingieren en la dieta (Saura-Calixto et al., 2007;
Fraga et al., 2010), ya que su gran diversidad estructural asi como la influencia de
los factores genéticos, agronémicos, de procesado y de almacenamiento de los
alimentos pueden hacer variar enormemente el contenido fendlico, dificultando

su seguimiento (Stahl et al., 2002).

También cabe destacar los efectos de la matriz de los alimentos sobre la
biodisponibilidad de los polifenoles. Pueden darse interacciones directas entre los



82 FERNANDO FIGUEROA MORALES

polifenoles y algunos componentes de los alimentos, como proteinas,
polisacéridos y fibra, que podrian afectar al proceso de absorcion de estos

compuestos (Goldberg et al., 2003).

Los estudios de biodisponibilidad de los fitoquimicos realizados en
animales o seres humanos son complejos, costosos y largos. En este sentido, los
modelos de digestion in vitro permiten la caracterizacion de los compuestos
fendlicos durante la digestion en condiciones fisioldgicas, causada por las enzimas
digestivas, y obtener informacién que va mas alla de la adquirida por el anélisis
quimico de los alimentos. Asi, los modelos de digestion in vitro pueden
proporcionar datos sobre la biodisponibilidad relativa de los componentes

polifendlicos.

Habida cuenta de la importancia que presenta la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos, en los ultimos afios se han llevado a cabo diferentes
estudios tanto en animales (Yu et al., 2005; Bhatia et al., 2006; Espin et al., 2007;
Ratnam et al., 2009; Gonzalez-Barrio et al., 2011) como en humanos (Cerda et al.,
2005a y b; Kountouri et al., 2007, Saura-Calixto et al., 2007) con dietas
suplementadas en nueces. Estos estudios, centrados bésicamente en la
cuantificacion de acido eldgico y sus metabolitos, han demostrado que los
principales fenoles de las nueces son poco biodisponibles, alcanzando la méxima

concentracién en plasma alrededor de 1-2 h tras la ingesta.

Los estudios en los que se ha simulado una digestion in vitro han
demostrado, en general, que los elagitaninos son bastante estables en las
condiciones fisioldgicas del estomago. Las condiciones acidas (HCIL, pH 1,8 a 2,0)
y las enzimas del estémago no hidrolizan los elagitaninos originales liberando
acido elagico libre, y no se ha observado la degradaciéon de los elagitaninos
(Tomas-Barberan et al., 2009a). El estémago parece ser el primer lugar importante
para la absorciéon de acido eldgico libre, pero los elagitaninos no son absorbidos.
En las condiciones fisiolégicas del intestino delgado, sin embargo, hay una
liberacién de acido elagico libre a partir de los elagitaninos. Esta hidrolisis parece
ser debida a las condiciones de pH (pH neutro a ligeramente alcalino, 7,0-7,3), y
no al efecto de las enzimas pancredticas y las sales biliares (Larrosa et al., 2006).
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3.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS NUECES

Un radical libre es una especie quimica con uno o mas electrones
desapareados en un nivel energético superior, con capacidad de existencia
independiente y con propiedades paramagnéticas, lo que le confiere una alta e
indiscriminada radiactividad (Halliwell et al., 1995; Kehrer et al., 2010).

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son especies quimicas radicales y

no radicales que debido a su inestabilidad se comportan como agentes oxidantes.

Pequenas cantidades de ROS son necesarias para ciertos procesos
fisiol6gicos, como el sistema de sefiales intracelulares y la inmunidad (Eblin et al.,
2008; Langsdorf et al., 2011). Sin embargo, cuando existe un exceso de radicales
libres estos pueden atacar lipidos (tanto &cidos grasos poliinsaturados de
membrana como colesterol), proteinas y 4dcido desoxirribonucleico (ADN), ciertos
tipos de hidratos de carbono, como interleukinas o neurotransmisores, dando
lugar a reacciones en cadena, en las que se generan nuevos radicales libres y toda

una serie de nuevos compuestos, como carbonilos, aldehidos, etc.

Las ROS pueden tener en nuestro organismo un origen enddgeno,
relacionado con el metabolismo del oxigeno y con distintas reacciones de defensa
de nuestro sistema inmunolégico (Victor et al., 2004; Raedschelders et al., 2012).
También pueden provenir de fuentes externas: el tabaco, la contaminacién del
aire, la radiacion ultravioleta y la de alta energia, el ozono o ciertos medicamentos
(Singh et al., 2007; Poljsak et al., 2011).

El dafio o estrés oxidativo se define como un estado de la célula en el cual se
encuentra alterada la homeostasis 6xido-reduccién intracelular, es decir, se da
una situacién en la que aumenta la velocidad de generaciéon de ROS y una
disminucién en los mecanismos de defensa. En esta situacion de estrés oxidativo
se manifiestan las lesiones que producen los radicales libres al reaccionar con
lipidos, proteinas, carbohidratos, ADN y componentes de la matriz celular,
desencadenando un dafio irreversible que puede llevar incluso a la muerte
celular. Por ello, este fendmeno se relaciona con el origen y desarrollo de ciertas
enfermedades multifactoriales de caracter crénico, como la oxidacién de las LDL
y la enfermedad cardiovascular (Berliner & Heinecke, 1996; Yoshimoto et al.,
2002); el dafio oxidativo al ADN y el cancer (Valko et al., 2006; Eiberger et al., 2008;
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Saad et al., 2009; Ziech et al., 2010); la oxidacién de las proteinas de las lentes
oculares y la alteracién de la vision (Taylor & Hobbs, 2001; Davies, 2005).

Un antioxidante puede ser definido como una sustancia que, cuando se
encuentra a bajas concentraciones comparadas con las del sustrato oxidable,
previene o retrasa que un prooxidante oxide el sustrato (Halliwell & Gutterige,
1985). El interés por estos compuestos ha hecho que, entre los afios 2000 y 2011, el
nimero de publicaciones sobre antioxidantes y estrés oxidativo haya pasado de
2573 a 10111 (Thomson Reuters, 2012).

El organismo posee defensas antioxidantes entre las que encontramos
ciertas enzimas, como superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa o
glutation reductasa, que neutralizan estas especies reactivas. Los sistemas
defensivos no enzimaticos abarcan una serie de compuestos antioxidantes como
albimina, ceruloplasmina, transferrina, glutation, bilirrubina, &cido drico,
ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones extremas, estas defensas no son
suficientes y las ROS producen dafio oxidativo, tanto en biomoléculas como en
componentes celulares (Frei, 1994; Halliwell, 1996; McCall & Frei, 1999).

La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C
y E, carotenoides o compuestos fenélicos, previene o disminuye el desarrollo de
enfermedades en cuyo origen puede encontrarse el dafio oxidativo (Naves &
Moreno, 1998; Le Core et al., 2004; Dani et al., 2007; Tan et al., 2008).

La estructura quimica de los compuestos fendlicos es propicia para
secuestrar radicales libres, debido a la facilidad con la que el 4&tomo de hidrégeno
del grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a la especie radical, y a la
estabilidad de la estructura quinona resultante que soporta un electron
desapareado (Rice-Evans et al., 1996; Montoro et al., 2005).

Los mecanismos de accién y particularidades por los que los fenoles
presentan actividad antioxidante son diversos. Cada fenol actuara por uno o mas
mecanismos, segin sus propiedades caracteristicas. La explicacién quimica de
estos mecanismos tan sélo se conoce para determinados grupos de fenoles.
Algunos de los mecanismos que han sido dilucidados son los siguientes
(Cadenas, 1997):

e Prevenir la iniciacion de la cadena de reacciones de oxidacién mediante

combinacién con los radicales iniciadores, tales como los radicales hidroxilo
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(Aguilo et al., 2012; Riccioni et al., 2012; Sowmya & Sachindra, 2012; Boulekbache-
Makhlouf et al., 2013). Los acidos y alcoholes fenélicos como el &cido cafeico o el

hidroxitirosol presentan esta capacidad.

e Descomponer peréxidos al convertirlos en especies no radicales, tales
como alcoholes (Popovi¢ et al., 2012; Xu & Chang, 2012). Los ejemplos antes

mencionados podrian también incluirse en este mecanismo.

e Actuar como secuestradores de radicales libres. Cada uno de los fenoles
tienen distinta especificidad por las distintas especies oxidantes que se generan en

el organismo.

¢ De forma indirecta, actuar como agentes quelantes de iones de metales
de transicién, ya que al unirse a ellos reducen la capacidad de éstos para generar
radicales libres, mediante reacciones de Fenton (Razali et al., 2008; Gulgin et al.,

2010). Se han encontrado flavonoides con este tipo de actividad.

e Por su solubilidad pueden localizarse sobre las superficies de estructuras
celulares, biomoléculas, etc., disminuyendo el consumo de antioxidantes propios
de éstas, como pueden ser la vitamina E o los carotenoides, e incluso en algunos

casos regenerando estos antioxidantes, una vez oxidados (Trigui et al., 2013).

e DPor su capacidad de inducir, inhibir, activar o proteger determinadas
enzimas en el organismo (Chiang et al., 2006) o inducir la sintesis de proteinas
antioxidantes (Chung et al., 2006). En este sentido, los distintos fenoles muestran
alta especificidad, por ejemplo el hidroxitirosol, la oleuropeina, la luteolina y la
apigenina inhiben la formacién inductores de la agregaciéon plaquetaria mediante
la reduccién del enzima 5-lipooxigenasa y la araquidonatodeshidrogenasa
(Petroni et al., 1995; Parr & Bolwell, 2000; Nijveldt et al., 2001).

La actividad antioxidante de los polifenoles depende del ntimero y la
localizacién de los grupos hidroxilo que contiene en su estructura (Heim ef al.,
2002; Haenen et al., 2006). De manera general, se puede sefialar que la presencia

de sustituyentes hidroxilo aumenta la capacidad antioxidante.
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Figura 3.14. Accién de los compuestos fenélicos frente a los radicales libres

La actividad antioxidante de los dcidos fenélicos con grupos OH y presencia
de grupos carbonilos no unidos directamente al anillo bencénico, denominados
acidos de la serie cindmica, como son el 4cido cafeico, el 4cido fertlico, el acido
sindpico y el 4cido p-cumarico, son mas activos que los derivados hidroxi del
acido benzoico, como el p-hidroxibenzoico, acido vainillico, 4cido siringico y
acido 3,4-dihidroxibenzoico (Nenadis et al., 2003; Vafiadis & Bakalbassis, 2003;
Chen et al., 2012).

El medio en el que acttan los antioxidantes puede modular su accién; asi, se
ha observado en ensayos en liposomas que los acidos dihidroxifenélicos son mas
antioxidantes que los trihidroxifendlicos, al contrario de lo que ocurre en medio
acuoso, debido a sus mayores coeficientes de particion. De la misma forma, en
este medio parece ser que el sustituyente del anillo fenélico tiene una importancia

menor que en el medio acuoso (Siquet et al., 2006; Reis et al., 2010).

A su vez, se debe considerar que estructuras polifendlicas que presentan
una mayor actividad antioxidante in vitro, no necesariamente la tendran in vivo;
asi, un reciente estudio demostr6é que ciertos polifenoles metilados, que in vitro
presentan una actividad antioxidante muy inferior a la de sus formas no
metiladas, mostraban después una mayor capacidad para proteger a cultivos
celulares de la toxicidad inducida por perdéxido de hidrégeno (Deng et al., 2006).
De la misma manera, los compuestos fendlicos mas abundantes en los alimentos
no son necesariamente los méas absorbidos; el dcido gélico, por ejemplo, presente
en general en concentraciones mucho mas bajas que otros polifenoles, es uno de

los que presenta mayores tasas de absorcién (Lu et al., 2010).
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El alto contenido en compuestos fenélicos de las nueces les otorga, junto a
otras propiedades, un alto poder antioxidante (Middleton, 1998; Alasalvar &
Shahidi, 2009; Abbasi et al., 2010; Wei et al., 2010; Ma et al., 2011).

Algunas investigaciones recientes han determinado, a través de distintas
metodologias, la actividad antioxidante de diferentes frutos secos, como
almendras, nueces de Brasil, avellanas, nueces de macadamia, cacahuetes,
pecanas, pifiones, pistachos y nueces (Lou et al., 2004; Wu et al., 2004; Li et al.,
2006a; Pellegrini et al., 2006; Chen & Blumberg, 2008; Karamac, 2009; Bolling et al.,
2010a; John & Shahidi, 2010; Tomaino et al., 2010; Chandrasekara & Shahidi, 2011;
Dinis et al., 2012; Oliveira et al., 2012).

Estos estudios concluyeron que el nogal (Juglans regia L.) presenta una
mayor actividad antioxidante que cualquier otro fruto seco y que puede ser
debida a la presencia de compuestos fendlicos (Fukuda et al., 2003), en especial
taninos hidrolizables (Anderson et al., 2001), tocoferoles (Kornsteiner et al., 2006)
y, de acuerdo con algunos trabajos recientes, también a la presencia de
melatonina, una indolamina que exhibe alta capacidad antioxidante (Reiter et al.,
2005; Bonnefont-Rousselot & Collin, 2010).

Una vez conocida esta mayor actividad antioxidante de las nueces respecto
a otros frutos, han sido numerosos los trabajos que han estudiado esta propiedad
en extractos de diferentes partes de la planta, como son los brotes, las hojas, el
pericarpio, la piel de la semilla, o la semilla en su totalidad (Pereira ef al., 2007 y
2008; Almeida et al., 2008; Labuckas et al., 2008; Oliveira et al., 2008a; Zhang et al.,
2009; Abbasi et al., 2010; Rahimipanah et al., 2010; Abu Taha & Al-wadaan, 2011;
Nabavi et al., 2011; Negi et al., 2011; Christopoulos & Tsantili, 2012).

Por otro lado, es conocido que las nueces son ricas en lipidos. Sin embargo,
es interesante observar como los frutos secos (nueces, almendras, pistachos,
avellanas, nueces de Brasil, pifiones, etc.) tienen una vida ttil relativamente larga,
a pesar de que contienen importantes cantidades de 4cidos grasos
poliinsaturados, que son muy susceptibles a la oxidacion (Simopoulos, 2002a;
Assimopoulou et al., 2005; Zhang et al., 2009). Algunos frutos secos son ricos en
vitamina E, que acttia como protector de las grasas y aceites frente a la oxidacion;
sin embargo, las nueces presentan niveles mas bajos de vitamina E que otros

frutos secos, como almendras, avellanas y pifiones (Yang, 2009; Bolling et al.,
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2011). Esto sugiere la presencia de otras sustancias antioxidantes que protegen las

grasas y aceites presentes en las nueces frente a la oxidacion.

Por otro lado, dado que los frutos secos tienen un perfil de acidos grasos
saludable, existe un creciente interés en la evaluacion de su papel como parte de
una dieta cardiosaludable. En este sentido, Kris-Etherton et al. (1999), observaron
una disminucién significativa en los niveles de colesterol LDL mediante la
sustitucion de los 4cidos grasos saturados por 4cidos grasos insaturados en la
dieta. Esta disminucién era mayor cuando la sustituciéon de la grasa se llevaba a
cabo mediante el consumo de frutos secos (nueces, avellanas, nueces de
macadamia y almendras), lo que confirmaba los efectos saludables de otros
compuestos adicionales, tales como fitoesteroles y fitoquimicos. Desde entonces
se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se ha evaluado el efecto
hipocolesterolemiante y el cardcter protector frente al estrés oxidativo de los
frutos secos (Chisholm et al., 2005; Kocyigit et al., 2006; Kris-Etherton et al., 2008;
Djoussé et al., 2010; Lépez-Uriarte et al., 2010; Sari et al., 2010; Casas-Agustench et
al., 2011a, b y ¢; Franzini et al., 2012).

3.5. ACIDOS GRASOS DE LAS NUECES

Los acidos grasos (AG) son moléculas organicas constituidas por una
cadena alquilica con un grupo carboxilico terminal. En el organismo humano se
encuentran formando parte de la estructura basica de triglicéridos (TAG),
fosfolipidos (PL) y ésteres de colesterol (ECh), hallandose en menor grado en
forma de acidos grasos libres (AGL) (Snider et al., 2010).

Debido a que el organismo humano no puede sintetizar de forma endégena
todos los AG, cabe distinguir entre dcidos grasos no esenciales y acidos grasos
esenciales (AGE).

Estos tltimos, que deben ser aportados a través de la dieta, son el 4cido
linoleico (18:2 n-6; LA) y el acido a-linolénico (18:3 n-3; ALA), precursores de las
series metabolicas n-6 y n-3 respectivamente (Smit ef al., 2004; McNamara &
Carlson, 2006).

Aunque la ingesta de grasa total estd, sin duda relacionada con riesgos para

la salud, hoy en dia hay acuerdo general en que la cuestion mas importante, en
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cuanto a la salud se refiere, no es tanto la cantidad de grasa consumida, sino el
tipo de grasa o de acidos grasos que se consumen. De hecho, la composicion de
acidos grasos puede influir en diversos procesos fisiolégicos y bioquimicos,
incluyendo la regulacion de la presién arterial, el metabolismo de la glucosa, el
metabolismo lipidico, la agregacion plaquetaria, y la deformabilidad de los
eritrocitos (Rivellese & Lilli, 2003; Leekumjorn et al., 2009; Russo, 2009).

Las nueces contienen alrededor de un 60% de grasa (Prasad, 2003), pero ésta
puede variar desde un 52 hasta un 70% dependiendo del cultivar, la localizaciéon y
la tasa de riego (Dogan & Akgul, 2005; Martinez et al., 2006). Los componentes
principales de las nueces son los triglicéridos. Los 4&cidos grasos libres,
diglicéridos, monoglicéridos, esteroles, ésteres de esterol, fosfolipidos y vitaminas
estin presentes en pequefas cantidades. Los 4cidos grasos principales
encontrados en la nuez son oleico (15-25%), linoleico (15-25%) y linolénico (15-
25%) (Prasad, 2003). También estdn presentes cantidades menores de otros acidos
grasos, como son los acidos miristico, palmitico, palmitoleico, estearico y
araquidico (Amaral et al., 2003; Pereira et al., 2008).

La grasa de las nueces es mayoritariamente insaturada, y los acidos grasos
insaturados se relacionan con efectos beneficiosos sobre los lipidos séricos. En
comparacién con la mayoria de frutos secos, que contienen principalmente AGMI,
las nueces son muy ricas en AGPI de las series n-6 y n-3. Numerosos estudios
epidemiolégicos y clinicos afirman que los &cidos grasos omega-3 podrian tener
un papel importante en la prevencion de la enfermedad cardiovascular; y se
sugiere que lo hacen a través de diferentes vias de accion, asi, podrian actuar
como antiarritmicos, hipolipemiantes y antitrombéticos (Patel, 2005; Freemantle et
al., 2006; Harris et al., 2008; Kris-Etherton et al., 2008).

Durante los dltimos afios se han llevado a cabo diferentes estudios
epidemiolégicos con el propésito de evaluar el efecto de los frutos secos sobre la
enfermedad cardiovascular (Djoussé et al., 2009; Martinez-Lapiscina et al., 2010;
Martinez-Gonzélez et al., 2011). Estos demostraron que con la inclusién de frutos
secos en la dieta se obtenia un beneficio significativo en la proteccién frente a
problemas cardiovasculares. También en estudios llevados a cabo especificamente
con nueces, se ha encontrado que el consumo frecuente de cantidades moderadas

de nueces modifica favorablemente el perfil lipidico y disminuye los niveles
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séricos de colesterol total (Nufez et al., 2004, Lopez-Uriarte et al., 2010;

Damasceno et al., 2011).

Las nueces son también ricas en fitoesteroles (Lagarda et al., 2006; Schwartz
et al., 2008; Marangoni & Poli, 2010), que, debido a su similitud estructural con el
colesterol, inhiben su absorcién intestinal reduciendo asi el colesterol total en
plasma y los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Ferdowsian &
Barnard, 2009; Torabian et al., 2009). Se han llevado a cabo estudios
epidemiolégicos y experimentales que sugieren que los fitosteroles consumidos a
través de la dieta pueden ofrecer protecciéon contra diferentes tipos de cancer
como el de colon, mama y cancer de prostata (Awad et al., 2003; Tapiero et al.,
2003; Jia et al., 2006; Llaverias et al., 2012).

Los datos presentes en las tablas de composicién de alimentos en general,
incluyen s6lo los valores medios de la composicién de la grasa, pero hay varios
factores tales como la variedad, la procedencia geografica, y las précticas agricolas
que pueden afectar a los valores de composicién (Anttonen & Karjalainen, 2005;
Balta et al., 2006; Tsantili et al., 2010).

Aunque ha habido algunos datos publicados sobre la composicion lipidica
de las nueces que incluyen los valores medios (Zambon et al., 2000; Mufoz et al.,
2001; Feldman, 2002; Tapsell et al., 2004; Davis et al., 2006; Banel & Hu, 2009; West

et al., 2010), no hay mucha informacién sobre las variedades cultivadas en Espafia.

3.6.INFLUENCIA DE LOS FACTORES EDAFOCLIMATICOS EN LA COMPOSICION DE
LAS NUECES

La cantidad de compuestos fendlicos presentes en los alimentos esta
influenciada por varios factores (Moretti et al., 2010), tales como la luz, factores
genéticos, condiciones ambientales y de almacenamiento, y varia mucho, incluso
entre los cultivares de la misma especie (Bravo, 1998; Areias et al., 2000; Downey
et al., 2006; Wahid et al., 2007; Baccouri et al., 2008; Lachman et al., 2008; André et
al., 2009; Rastija et al., 2009; Bjorkman et al., 2011; Li et al., 2011; Tulipani et al.,
2011).

Colaric et al. (2005), determinaron los niveles de nueve compuestos fenélicos

en el fruto maduro del nogal y observaron diferencias en el contenido fendlico de
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los 10 cultivares de nogal estudiados. La influencia de la variedad en el contenido
fendlico también se ha confirmado en otros frutos, como por ejemplo, en
manzanas (Veberic et al., 2005), fresas (Olsson et al., 2004; Pincemail et al., 2012) y
en arboles del género Prunus (Veberi¢ & Stampar, 2005; Madrau et al., 2009; Ihns et
al., 2011; Orazem et al., 2011).

Por otro lado, en estudios anteriores se ha demostrado la influencia del
grado de maduracién en el contenido de fenoles; asi, Stampar et al. (2006), han
identificado y cuantificado compuestos fendlicos en las cascaras de nueces verdes,
Jay-Allemand et al. (2001), en las hojas jovenes de la nuez y Solar et al. (2006), en

los brotes anuales de nuez.

Se han llevado a cabo poco estudios sobre la influencia de los factores
edafoclimaticos en nueces. Jakopi¢ et al. (2007), evaluaron esta influencia sobre
licores de nuez procedentes de las variedades Franquette y Elit en dos fechas
diferentes; en éstos se detectaron 10 compuestos fendlicos (acidos galico,
protocatéquico, eldgico, clorogénico (5-caffeoylquinic), siringico, p-cumdrico y
sindpico, asi como (+)-catequina, 1,4-naftoquinona y juglona). Los contenidos de
la mayoria de los compuestos fenélicos fueron mas altos en el licor preparado a

partir de Franquette en junio, que en el preparado con Elit en julio.

Amaral et al. (2008), identificaron 9 compuestos fendlicos (dcidos 3-
cafeolinico, 3-p-cumarolinico y 4-p-cumarolinico, quercetin 3-galactésido,
quercetin 3-arabinésido, quercetin 3-xil6sido, quercetin 3-ramnésido, y derivados
de quercetin 3-pentésido y kaempferol 3-pentésido) en las hojas de nogales
cultivados a lo largo de tres afios en dos localidades de Portugal. No encontraron
diferencias significativas en el contenido fendlico de las hojas entre localidades, si,
por el contrario, observaron diferencias entre afios; las hojas de nogal del afio
2004, caracterizado por ser el menos lluvioso en Portugal desde 1931
(precipitaciones < 401 mm) y del afio 2003, caracterizado por ser el afio mas
caluroso en los ultimos 70 afios (coincidiendo con la ola de calor que asold
Europa), presentaron un menor contenido en compuestos fendlicos que las

recogidas en 2002.

Ghasemi et al. (2011), estudiaron la influencia de los factores medio
ambientales en la actividad antioxidante, el contenido en fenoles totales y en

flavonoides en el pericarpio de nueces procedentes de 11 regiones de Iran. El
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mayor contenido en fenoles totales y en flavonoides se dio en la region de Ab-ali,
caracterizada por ser la region con mayor altitud (2465 m) y con la temperatura
media diaria mas baja (8,6 °C). En cuanto a la actividad antioxidante, los
pericarpios de nuez procedentes de la region de Choghlondi (1350 m de altitud y
16,8 °C de temperatura media diaria) presentaron la mayor actividad, mientras
que la menor se dio en Iman reza park (250 m de altitud y 17,8 °C de temperatura
media diaria).

Al igual que sucede en el perfil fendlico, la composicion en acidos grasos de
los alimentos también se puede ver influenciada por diferentes factores,
varietales, climaticos o geograficos (Temime et al., 2008; Harrigan et al., 2009;
Anastasi et al., 2010; Joét et al., 2010; Youssef et al., 2011; Manai-Djebali et al., 2012).

Existen pocos trabajos que expliquen la influencia de los factores
edafoclimaticos o las diferencias varietales en el contenido graso de la nuez. En
este sentido Dogan y Akgul (2005), encontraron variaciones en el contenido en
grasa total en distintas variedades de nogal cultivadas en la regién de Adilcevaz,
al este de Anatolia, que oscilaban entre el 65 y el 70%. A su vez las variedades
presentaban cantidades de acidos oleico, linoleico y linolénico significativamente
diferentes (p < 0,05).

Martinez et al. (2006), también encontraron diferencias en los contenidos en

acido oleico y en 4cido linolénico de nueces recolectadas en afios distintos.

Si existen trabajos en otros frutos secos. Debido a su contenido mayoritario
en lipidos, son muchos los autores que han estudiado el efecto de los factores
edafoclimaticos en dicho contenido o en su perfil lipidico. Asi, Parcerisa et al.
(1993), analizaron variedades de avellanas autdctonas espafiolas, como “Pauetet”,
“Gironell” y “Negret”, y constataron que el origen geogréfico y las condiciones
climaticas pueden modificar el contenido de la fraccién grasa; asi, para la
variedad “Negret” existian variaciones en el contenido graso de hasta un 8% en
funcién de que su origen geografico fuese Reus o Falset. La composiciéon en
acidos grasos de avellanas ha sido estudiada por otros autores (Ozdemir et al.,
2001; Balta et al., 2006; Xu & Hanna, 2010), encontrando diferencias al evaluar
diferentes afios de cultivo, principalmente en el contenido en palmitico, estearico,

oleico, linoleico y linolénico.
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También los pistachos han sido objeto de numerosas investigaciones al
respecto. Satil et al. (2003), concluyeron que los pistachos que se cultivaban en
regiones calidas (> 25 °C) tenian un menor contenido en 4cidos grasos saturados,
que los que crecian en regiones con temperaturas templadas (+ 22 °C). Arena et al.
(2007), encontraron diferencias en el contenido en 4cidos grasos y fitoesteroles de
variedades de pistachos cultivadas en diferentes origenes geograficos (Italia,
Turquia, Iran y Grecia). Seferoglu et al. (2006), Chahed et al. (2008) y Ballistreri et

al. (2010), obtuvieron resultados similares a los descritos anteriormente.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

Se han utilizado frutos de 10 genotipos diferentes de nueces cultivados
todos ellos, bajo las mismas précticas agricolas, en dos fincas experimentales del
Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA)
ubicadas en dos municipios de la Regiéon de Murcia que presentan unas

caracteristicas de suelo similares y que soportan una distinta climatologia.

Las nueces fueron recolectadas en octubre de 2008.

4.1.1. Descripcién edafoclimatica de las fincas

La finca El Chaparral se encuentra ubicada en el término municipal de
Cehegin (Murcia), a una altitud de 432 m, latitud de 38° 6' 39,35" y longitud de 1°
40' 59,06".

El marco de plantacién es de 6 x 8 m. El suelo presenta una textura franco-
arcilloso segtin los criterios de clasificacion de la USDA (USDA, 1999). Tras llevar
a cabo un andlisis de suelo en extracto de saturacién, el terreno presentaba la
siguiente granulometria: 34,38% de arena, 27,84% de limo y 37,78% de arcilla (ver
Anexo 1).

La finca Torre Blanca se encuentra localizada en el término municipal de
Torre Pacheco (Murcia), a una altitud de 31 m, latitud de 37° 46' 25,89" y longitud
de 0°53' 54,62".

El marco de plantacién es de 6 x 8 m. El suelo presenta una textura franco-
arcilloso segun los criterios de clasificacion de la USDA. Tras el andlisis de suelo

en extracto de saturacién, el terreno presentaba la siguiente granulometria:
31,77% de arena, 32,53% de limo y 35,7% de arcilla (ver Anexo 2).
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El clima del término municipal de Cehegin es un continental mediterraneo,
teniendo como principales caracteristicas la escasez de sus precipitaciones y la
apreciable oscilacién térmica anual. Pese a su cercania al mar Mediterraneo (80
km en linea recta desde el punto del litoral mas cercano) Cehegin disfruta de

inviernos frios y veranos muy calurosos.

Los datos meteorolégicos recogidos en la finca El Chaparral desde el afio
1993 por parte del Sistema de Informacién Agraria de Murcia (SIAM) y que
permiten caracterizar el clima, indican que la plantacién estd sometida a una
temperatura media anual de 15,38 °C, con méximas anuales que han alcanzado
una media de 28,14 °C, 220 h anuales por debajo de 0 °C, una humedad relativa
media de 61,53% y precipitaciones del orden de 344,07 mm/afio. Para la recogida
de estos datos la plantaciéon dispone de un termo-higrémetro de la marca Vaisala,
modelo B3210002 y un pluviémetro marca Thies-Clima, modelo 5.4031.30.006.

El clima del término municipal de Torre Pacheco se define como
mediterrdneo 4rido o subérido, de abrigo topografico o estepario. Su posicion
cerca del mar suaviza las temperaturas. Las precipitaciones dificilmente superan
los 300 mm anuales, encontrandonos ante una de las zonas mas &ridas del pais, y
cuando ocurren son de cardcter torrencial. Los maximos pluviométricos se
producen en otofio y primavera, siendo los meses mas lluviosos octubre y abril.
Durante los meses estivales las precipitaciones son muy escasas, que sumado a las

altas temperaturas le confieren un marcado indice de aridez.

Los datos meteorolégicos recogidos en la finca Torre Blanca desde el afio
1997 por parte del SIAM indican que la plantacion estd sometida a una
temperatura media anual de 17,05 °C, con médximas anuales que han alcanzado
una media de 27,5 °C, 6,92 h anuales por debajo de 0 °C, una humedad relativa
media de 76,35% y precipitaciones del orden de 271,07 mm/afo. Para la recogida
de estos datos la plantacién dispone de un termo-higrometro de la marca Vaisala,
modelo HMP45AC y un pluviémetro marca Thies-Clima, modelo 5.4032.30.007.

Al comparar el clima en las dos fincas (Tabla 4.1), se ha observado que El
Chaparral presenta un ntmero de horas anuales por debajo de 0 °C
significativamente superior (p < 0,05) al que se registra en la finca Torre Blanca,
220 h frente a 6,92 h. A su vez, también son significativas las diferencias

apreciadas en cuanto a las precipitaciones, mayores en El Chaparral, y en cuanto a
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la humedad relativa y la temperatura media, mayores, en este caso, en Torre
Blanca. No existe, sin embargo, diferencia significativa en la temperatura méxima

soportada en ambas fincas.

Tabla 4.1. Caracteristicas climatolégicas de las fincas El Chaparral y Torre Blanca

Fincas
Valor estadistico
El Chaparral Torre Blanca
Horas por debajo de 0 °C 220,06 * 6,92
Humedad relativa (%) 61,53 * 76,35
Precipitaciones anuales (mm) 344,07 * 271,07
Temperatura media anual (°C) 15,38 * 17,05
Temperatura maxima alcanzada (°C) 28,14 27,57

(*) = Se encuentran diferencias significativas (o < 0,05) entre las fincas

4.1.2. Muestras de nueces

Las muestras se obtuvieron de las siguientes variedades cultivadas en
ambas fincas: Algaida, Amigo, Chico, Eureka, Franquette, Payne, Pedro, Serr,

Sunland y Tehama. En las Tablas 4.2 a 4.11 se recogen algunas de sus principales

caracteristicas.
Tabla 4.2. Caracteristicas de la variedad Algaida
Variedad Algaida
Origen Murcia (Espafa)
Parenterales Polinizacién libre

Tipo de floracion -

Forma Corta
Color de semilla Oscura
Peso Total (g) 10,87 £ 0,61

Peso cascara (g) 6,62 +0,57
Peso semilla (g) 4,13+0,33
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Tabla 4.3. Caracteristicas de la variedad Amigo

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floraciéon
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Amigo

California (EE.UU.)
Sharkey x Marchetti
Protogino

Corta

Oscura

12,22+0,8

6,41 £ 0,34

5,74 £ 0,62

Tabla 4.4. Caracteristicas de la variedad Chico

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Chico

California (EE.UU.)
Sharkey x Marchetti
Protogino

Larga

Dorada

11,08 £1,23

6,19 £ 0,49

6,64 £ 0,89

Tabla 4.5. Caracteristicas de la variedad Eureka

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Eureka

California (EE.UU.)
Kaghazi (Iran)
Larga

Dorada

15,73 £1,24

8,75+ 0,83

7,53 £ 0,68
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Tabla 4.6. Caracteristicas de la variedad Franquette

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Franquette
Francia
Tardia
Larga
Dorada
12,89 £2,28
7,66 0,49
526 +0,41

Tabla 4.7. Caracteristicas de la variedad Payne

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Payne
California (EE.UU.)

Larga
Dorada
13,54 £ 0,59
6,70£0,52
6,58 £ 0,49

Tabla 4.8. Caracteristicas de la variedad Pedro

Variedad
Origen

Parenterales

Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Pedro

California (EE.UU.)
Conway-Mayette x
Payne

Larga

Dorada

12,24 £1,74

544 +0,57

6,58 +0,87
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Tabla 4.9. Caracteristicas de la variedad Serr

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floraciéon
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Serr

California (EE.UU.)
Payne x PI 159-568
Protandro

Larga

Dorada

13,21 £ 0,88

7,26 £0,36

6,43 £ 0,56

Tabla 4.10. Caracteristicas de la variedad Sunland

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floraciéon
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Sunland

California (EE.UU.)
Lompoc x PI 159568
Ramas laterales
Larga

Dorada

16,28 £1,26
7,15+0,76

9,18 £0,58

Tabla 4.11. Caracteristicas de la variedad Tehama

Variedad

Origen
Parenterales
Tipo de floracién
Forma

Color de semilla
Peso Total (g)
Peso cascara (g)

Peso semilla (g)

Tehama

California (EE.UU.)
Waterloo x Payne
Larga

Clara

17,04 £1,57
8,73+0,72

7,84 £ 0,88
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Para cada variedad se recolectaron 2 kg de nueces en cada una de las fincas.
Las nueces, libres de mesocarpio, se obtuvieron en su estado 6ptimo de madurez,
descartdndose aquéllas que presentaban defectos como grietas o sintomas

visuales de contaminacién microbiolégica.

De cada lote, se seleccionaron 50 frutos al azar, se pelaron y las semillas se

almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

4.2 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Los fenoles totales han sido medidos a través del método de Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965).

4.21. Fundamento

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol,
formando complejos de acidos fosfowolframico o fosfotunsgénico (HsHW12O40) y
acido fosfomolibdico (H3PMo120O4) (Peterson, 1979). La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotiingstico en
6xidos, cromégenos de color azul intenso, de tungsteno (WsO23) y de molibdeno
(MosO2s), siendo proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de la
molécula (Julkunentiitto, 1985). La coloraciéon azul producida se ve a una

absorbancia méaxima de 765nm.

4.2.2. Preparacién de la muestra y reactivos

Para la preparacion de las muestras, se homogeneizaron 5 g de nueces en un
Ultraturrax T-18 basic a 24.000 rpm durante 2 min con 20 ml de una disolucién
metanol + acido férmico al 3%. Los extractos se centrifugaron a 4000 g durante 10
min en una centrifuga Haraeus Biofuge stratos. El sobrenadante, extracto
metandlico, se separé del precipitado y se filtr6 a través de papel de filtro

Whatman n° 4 y se recogié en frascos opacos. El precipitado fue sometido a un
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nuevo proceso de extraccion en idénticas condiciones, y su extracto metandlico se

uni6 al obtenido tras la primera extraccion.

El reactivo de Folin-Ciocalteu se preparé disolviendo 700 ml de agua
destilada en 100 g de wolframato de sodio, NaaWO,-2H>O, y 25 g de molibdeno
de sodio, Nax2MoO4-2H>O. Se afiadieron 50 ml de acido fosférico al 85% (r20 =1,71
g/ml) y 100 ml de &cido clorhidrico concentrado (r20 = 1,19 g/ml). Se llevo a
ebulliciéon, permaneci6 asi durante 10 h y se afiadieron a continuacién 150 g de
sulfato de litio, algunas gotas de bromo, y se mantuvo en ebullicién durante otros

15 min. Se dej6 enfriar y se complet6 hasta 11 con agua destilada.

De la misma manera se preparé una disoluciéon de carbonato de sodio al
20%, pesando 5 g de carbonato de sodio en un matraz aforado de 25 ml, al cual se
afiadieron 15 ml de agua grado HPLC y se disolvié6 completamente utilizando
ultrasonidos, finalmente se enrasé hasta 25 ml con agua.

Se realiz6 una recta de calibrado de la que se obtuvo la ecuaciéon y = 0,181x -
0,035 (r2 = 0,994). La absorbancia se leyé a 765 nm en un espectrofotémetro,

modelo Varian Cary 50 Bio.

4.2.3. Medidas analiticas

Las determinaciones se llevaron a cabo en el extracto metandlico de las

muestras, utilizando para ello el espectrofotémetro.

A 1 ml del extracto metanodlico de nuez se le adicion6 50 ml de agua
destilada, 5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 20 ml de solucién carbonato de
sodio al 20%. Se agit6 y se esperé 30 minutos. Se determiné la absorbancia a 765

nm con relacién a un blanco.

4.2.4. Cuantificacion y expresiéon de resultados

Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se

expresaron como mg de acido gélico por 100 g de nuez.
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4 3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La identificacién y cuantificacién de compuestos fenodlicos se han llevado a
cabo mediante HPLC. Se han identificado compuestos fendlicos cuyo contenido
en nueces ha sido descrito en la literatura y algunos otros, como 6 flavan-3-oles,
que han sido cuantificados en otros frutos secos (Harnly et al., 2006) después de

extraccion directa (Anderson et al., 2001).

4.3.1. Preparacion de la muestra

Para la preparacion de las muestras se homogeneizaron 3 g de nueces en un
Ultraturrax T-18 basic a 24.000 rpm durante 1 min con 20 ml de una disolucién
MeOH:H-O (80:20). Los extractos se centrifugaron a 5000 g durante 10 min en una
centrifuga Haraeus Biofuge stratos. El metanol se evapor6 y la fase acuosa se
extrajo con hexano (1:1) y se filtr6 a través de un cartucho de extraccién en fase
solida “Sep-Pak” (Millipore, EE.UU.). Los cartuchos fueron activados
previamente con 10 ml de metanol (MeOH), 10 ml de agua desionizada y
finalmente con 10 ml de aire. Después de eluir el volumen de la muestra, el
cartucho se lavé con 10 ml de agua. El volumen remanente en el cartucho se eluy6
con 2 ml de MeOH. La fracciéon metandlica se filtré a través de un filtro Millex-
HVi5 0,45 um (Millipore, EE.UU.) y se analizé6 mediante HPLC-DAD (Cerda et al.,
2005b; Salcedo et al., 2010).

4.3.2. Medidas analiticas

El cromatégrafo utilizado fue el modelo HPLC Shimadzu LC-10AD con un
detector diodo array SPD-M10A (Agilent Technologies Espaiia).

La separaciéon cromatografica se llevé a cabo en una columna en fase
reserva Cis Lichrospher RP-18 de 25 cm de longitud, 0,4 cm de didmetro y 5 pm
de tamafio de particula, acoplada a una pre-columna del mismo material y de 1
cm de longitud.

Se utilizaron dos disolventes como fases moviles: el disolvente A que
consistia en agua con &cido férmico al 1% (99:1, v/v) y el disolvente B, metanol al
100%.
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La elucion se realiz6 con una velocidad de flujo de 1 ml/min y un gradiente
cuyas condiciones iniciales eran un 5% de B, que se incrementaba hasta un 15% de
B alos 3 min, 20% de B a los 5 min, 25% de B a los 12 min, 30% de B a los 15 min,
40% de B a los 20 min, 45% de B a los 30 min, 50% de B en 40 min y alcanzaba un
70% de B a los 45 min, volviendo a las condiciones iniciales donde se mantuvieron
10 min para reacondicionar la columna entre andlisis. El volumen de inyeccién
fue de 20 pl (Marks et al., 2007; Pereira et al., 2007).

Los espectros ultravioleta de los diferentes compuestos se registraron entre

240 y 400 nm. La deteccién se llevé a cabo a 280 y 320 nm.

4.3.3. Cuantificacion y expresiéon de resultados

La identificacion de los picos se confirmé comparando sus tiempos de
retencién con los de sus estandares puros. Se cuantificaron comparando el area
del pico en los cromatogramas de las muestras con los de sus estdndares (Figuras
4.1y4.2).

A0
1 PDA-280 nm
300
4
= |
200
E g 1 |
] i
] | |56 7
T || 3 ] || |
' [\ ' Il' | |
\ LU I\ A
H A e e
0 ] [1] 15 20 2% n 35 40 45 a0 & &

minutos

Figura 4.1. Cromatograma de mezcla de patrones de compuestos fenélicos
identificados a 280 nm. (1) acido galico, (2) galocatequina, (3) catequina, (4)
procianidina By, (5) epigalocatequina galato, (6) epicatequina y (7) epicatequina galato
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Figura 4.2. Cromatograma de mezcla de patrones de compuestos fendlicos
identificados a 320 nm. (1) 4cido siringico, (2) dcido clorogénico y (3) 4cido p-cumarico

Para la cuantificacion se elaboraron rectas de calibracion para cada uno de
los compuestos fendlicos identificados de las que se obtuvieron las siguientes

ecuaciones (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Ecuaciones de las rectas de calibrado para la cuantificacion de
compuestos fendlicos

Compuesto fendlico Ecuacion de la recta r2

Acido galico y = 0,4930x - 0,0031 0,9999
Acido clorogénico y =5,9001x - 0,0559 0,9999
Acido siringico y =3,9457x - 0,0182 0,9995
Acido p-cumarico y =3,9974x + 0,0504 0,9996
Catequina y = 4,9305x - 0,0305 0,9999
Epicatequina y =1,3511x - 0,0104 0,9998
Epicatequina galato y =3,6650x - 0,0211 0,9998
Galocatequina y =0,5395x - 0,0471 0,9997
Epigalocatequina galato y =2,7683x - 0,0225 0,9998

Procianidina B> y =0,4216x - 0,2262 0,9998
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El 4cido galico, galocatequina, catequina, procianidina B, epigalocatequina
galato, epicatequina y epicatequina galato fueron cuantificados a 280 nm
(longitud de onda a la cual presentan su absorbancia méxima), y el &cido
clorogénico, acido p-cumadrico y acido siringico a 320 nm (Garcia-Alonso et al.,
2003).

Todas las medidas se realizaron por triplicado a 25 °C, expresando el
resultado como valores medios + desviacion estindar de mg o pg de compuesto

fenolico/100 g de nuez.

4.4, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ELAGITANINOS

44.1. Fundamento

La deteccién y cuantificacion de elagitaninos se basa en el hecho de que,
cuando estos compuestos estdn expuestos a acidos o bases, los enlaces éster son
hidrolizados y el 4&cido hexahidroxidifenoico (HHDP) se transforma
espontdneamente en un compuesto insoluble en agua, el acido elagico (EA)
(Clifford & Scalbert, 2000).

Con el fin de evaluar el contenido en elagitaninos de las nueces se procedi6
a una hidrdlisis acida, para cuantificar acido elagico libre, que es el método mas
aceptado para la evaluacién indirecta del contenido en elagitaninos (Hékkinen et
al., 2000).

El empleo de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) en fase
inversa para la identificacion y cuantificacion de acido elagico (EA) esta
ampliamente descrita en la literatura (Dhingra & Davis, 1988; Amakura et al.,
2000; Bala et al., 2006; Pinto et al., 2008).

4.4.2. Preparacion de la muestra

La hidrdlisis se llevé a cabo segun el procedimiento de Hakkinen et al.
(2000), modificado (Cerda et al., 2005b). Se homogeneiz6 1 g de nueces con 5 ml de
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acido clorhidrico 2 M. La mezcla se puso en una estufa a 85 °C durante 20 h. A

continuacioén, la solucion se extrajo con 8 ml de éter.

Este proceso se repiti6 tres veces. La fase organica se llev6 a sequedad y el
residuo se re-disolvi6 en 1 ml de MeOH, y se filtr6 a través de un filtro de
membrana Millex-HV1; 0,45 pm (Millipore, EE.UU.). El filtrado se recogi6é en
frascos de topacio y se analizé mediante HPLC-DAD.

4.4.3. Medidas analiticas

El cromatégrafo utilizado fue el modelo HPLC Shimadzu LC-10AD con un
detector diodo array SPD-M10A (Agilent Technologies Espaiia).

La separaciéon cromatografica se llevd a cabo en una columna en fase
reserva Cis Lichrospher RP-18 de 25 cm de longitud, 0,4 cm de didmetro y 5 pm
de tamafio de particula, acoplada a una pre-columna del mismo material y de 1

cm de longitud.

Se utilizaron dos disolventes como fases moviles: el disolvente A que
consistia en agua con acido férmico (99,9:0,1, v/v) y el disolvente B, metanol al
100%.

La elucioén se realiz6 con una velocidad de flujo de 1 ml/min y un gradiente
cuyas condiciones iniciales eran un 10% de B, que se incrementaba hasta un 40%
de B en 15 min, alcanzaba un 95% de B a los 40 min, volviendo a las condiciones
iniciales donde se mantuvieron 10 min para reacondicionar la columna entre

anélisis.

4.4.4. Cuantificacion y expresiéon de resultados

La identificacion de EA se llevé a cabo a través de comparaciones
cromatograficas con un estandar puro de EA (Sigma, Madrid, Espafia) (Figura
4.3).
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Figura 4.3. Cromatograma del patrén de acido elagico identificado a 360 nm

Para ello se realiz6 una recta de calibrado de EA utilizando 8
concentraciones de dicho &cido comprendidas entre 0,625 y 100 mg/1, resultando
la siguiente ecuaciéon y = 0,9571x - 0,0035 (r2 = 0,999).

Los elagitaninos se cuantificaron como EA libre a 360 nm después de la

hidrolisis descrita anteriormente.

Todas las medidas se realizaron por triplicado a 25 °C, expresando el
resultado como valores medios + desviacion estaindar de mg de EA/100 g de

nuez.

4.5. MEDIDA DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para los objetivos planteados se emplearon 3 ensayos, dos ensayos
enfocados a evaluar la capacidad de captar radicales libres por antioxidantes
hidrosolubles (método del ABTS; Espin & Wichers, 2000) y liposolubles (método
del DPPH; Cerda et al., 2004), y el método ORAC basado en la reacciéon de
transferencia de un 4tomo de hidrégeno (Stockham et al., 2011).

En los métodos detallados a continuacion se realizaron rectas de calibrado
con el reactivo Trolox (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), un derivado soluble de la
vitamina E, por lo que la actividad antioxidante fue expresada como la Capacidad
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Antioxidante Equivalente de Trolox (ET) en micromolar (uM), siguiendo la

nomenclatura Rice-Evans y Miller (1994). Los ensayos se repitieron tres veces.

4.5.1. Ensayo del DPPH

4.5.1.1. Fundamento

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*) es un radical libre comercialmente
disponible, insoluble en agua. Se suele utilizar para comprobar la capacidad
antirradical de moléculas lipofilicas en medios no acuosos (Arnao et al., 2001). El
método del DPPH* (disuelto en metanol), evalta la capacidad de la molécula
problema para reducir el radical libre de alta absorbancia a 515 nm, la cual
disminuye paulatinamente al aparecer el radical reducido en el medio, de color
amarillo y baja absorbancia a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995; Bondet et al.,
1997).

La reaccién puede ser resumida como:
DPPH" + (AH); = DPPH —H + (A7)

El nuevo radical formado (A*) puede seguir principalmente interaccionando
radical-radical para originar moléculas estables A-A o DPPH-A aunque estas

reacciones estan muy dificultadas (Jaleel, 2008).

4.5.1.2. Preparacion de la muestra y reactivos

La preparaciéon de la muestra se llevé a cabo siguiendo la descrita por

Pérez-Jiménez et al. (2008), con algunas modificaciones (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Esquema de la extraccién del extracto de antioxidantes

La disolucién stock de DPPH se prepar6 con 0,036 g del radical DPPH + 80
ml de metanol (Merck, Darmstadt, Germany); se agité y se guardé a 4 °C,

protegido de la luz. La disolucion es estable en estas condiciones durante 3 dias.

4.5.1.3. Medidas analiticas

Las determinaciones se llevaron a cabo en el extracto metandlico de las
muestras, utilizando para ello un espectrofotometro Shimadzu® UV-1700. La
medida del blanco se realizé con 900 pl de metanol. Posteriormente, a este blanco
se afiadi6 100 pl del radical DPPH", y se realiz6 la primera lectura de absorbancia,
absorbancia inicial (Aj). En este momento se adicionaron 20 pl de muestra y se
observo la variaciéon de absorbancia durante 60 min, realizando lecturas a
intervalos de 1 min. El dato de absorbancia mas bajo reflejado durante este

periodo de tiempo es tomado como absorbancia final (Ay).
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4.5.1.4. Cuantificacion y expresion de resultados

La capacidad antioxidante de la muestra se expresa referida a la capacidad
antioxidante del Trolox. Para ello se realiz6é una recta de calibrado, resultando la
siguiente ecuacion y = 31,921x + 0,0002 (r2 = 0,9937). La absorbancia se ley6 a 515

nm.

Sustituyendo en la ecuacion el valor de absorbancia (y) se obtiene el valor
de concentracién de una disolucién de Trolox (uM) a la que es equivalente la

actividad antioxidante.

El analisis de la actividad antioxidante de las muestras de nueces se ha
realizado por triplicado, y los resultados de la capacidad antioxidante se expresan
como valores medios + desviacién estindar de uM de Equivalentes de Trolox
(ET)/ g de nuez.

4.5.2. Ensayo del ABTS*

4.5.2.1. Fundamento

El método del ABTS** evaltia la capacidad de captar radicales libres de
moléculas antioxidantes con distinta hidrofobicidad, en cualquier etapa del
proceso oxidativo (Miller et al., 1993; Re et al., 1999; Espin et al., 2000a y b; Villano
et al., 2004).

El radical ABTS**se genera a partir del precursor ABTS (acido 2,2'-azinobis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico). El cation ABTS** tiene un color verde oscuro con
un coeficiente de extincién molar de 31300 M- cm™ a 414 nm. Existen diferentes
formas de generar el radical. En el estudio se utiliz6 diéxido de manganeso
activado (MnQOy), como se describe en Miller y Rice-Evans (1997) y en Espin y
Wichers (2000).

4.5.2.2. Preparacion de la muestra y reactivos

La preparacion de las muestras de nueces se llevo a cabo a través del modo
descrito para el método DPPH en el apartado 4.5.1.2.

Se prepar6 una disolucion stock a partir de 55 mg de ABTS (Sigma, Madrid,
Espafa) en 10 ml de agua bidestilada. A continuacién, a 1 ml de dicho stock se le
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afiadieron 8 ml de agua desionizada y 1 ml de tampoén acetato 0,1 M pH 5,
seguidamente MnO; (Sigma, Madrid, Espafa) y se agit6. Esta disolucion se filtro
para eliminar el exceso de MnO: a través de filtros Millex®-HV, 13 mm de 45 pm.
A continuacién se determiné el volumen de stock que debemos adicionar para
conseguir 1 de absorbancia a 414 nm. El resto de volumen en cubeta se completo
con agua destilada.

EL stock de ABTS debe ser preparado diariamente y la temperatura debe

controlarse rigurosamente, debiendo escoger como estandar 25 °C.

4.5.2.3. Medidas analiticas

El radical ABTS** generado posee un color verde oscuro, que al ser
reducido, vira a incoloro. La medida se realiz6 en un espectrofotémetro
Shimadzu® UV-1700 a una longitud de onda (A) de 414 nm. Se utilizaron cubetas
de plastico de 1 ml y el tiempo de reaccién fijado fue de 60 min, utilizando 10 pl

de una disolucidon 1:2 del extracto metandlico de las muestras.

4.5.2.4. Cuantificacion y expresion de resultados

Se realiz6 una recta de calibrado con 6 concentraciones diferentes de Trolox,
resultando la ecuaciéon y = 0,3959x + 0,0834 (r2 = 0,9971).

Todas las medidas se realizaron por triplicado a 25 °C, expresando el
resultado como valores medios + desviacion estandar de pM de Equivalentes de
Trolox (ET)/g de nuez, de acuerdo a la nomenclatura de Rice-Evans y Miller
(1994).

4.5.3. Ensayo del ORAC

Es el tinico método que combina en un solo valor el tiempo y velocidad de
inhibicién del dafo oxidativo y proporciona una orientacién aproximada de la

capacidad antioxidante de los alimentos en el organismo.

4.5.3.1. Fundamento

Con este ensayo se mide la degradacion oxidativa de la fluoresceina al ser
atacada por el AAPH (Ou et al., 2001). Este método se basa en la diferente emision
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fluorescente de la B-PE en el proceso de oxidacién inducido por el radical AAPH
(Prior et al., 2005).

El método ORAC cuantifica la capacidad antioxidante como el 4rea de
proteccién neta en la curva de disminucién de fluorescencia en presencia de un
antioxidante. Por tanto, surge el concepto de “integraciéon” al considerar esta drea
neta reflejando a la vez el tiempo (rapidez) y la extensién (cantidad) en la

capacidad antioxidante (disminucién de la emision fluorescente).

4.5.3.2. Preparacion de la muestra y reactivos

La preparacién de las muestras de nueces se llevo a cabo a través del modo

descrito para el método DPPH en el apartado 4.5.1.2.

La solucién stock de FL (4 pM) se realiz6 en tampoén fosfato sédico 75 mM
pH 7,4 y se conservé a -20 °C durante un méximo de cuatro semanas. La solucién
de FL se prepar6 en tampoén fosfato sédico 75 mM pH 7,4, mediante una dilucién

de la disolucién stock, a una concentracion final de 6 nM.

La concentraciéon de la disoluciéon stock de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox C) utilizada para la elaboracién de la recta
patrén fue de 0,25 mM y se prepar6 en tampon fosfato sodico 75 mM pH 7,4. La
concentracion del extracto metandlico de nueces fue de 15 uM, diluido en tampoén
fosfato s6dico 75 mM pH 7 4.

El radical AAPH se prepar6 diariamente a una concentracién 127 mM en

tampon fosfato sédico 75 mM pH 7 4.

4.5.3.3. Medidas analiticas

Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se llevaron
a cabo en un lector de microplacas Synergy HT multi-detec microplate reader de
Biotek Instruments, Inc (Winooski, VT, USA), utilizando placas de 96 pocillos de
poliestireno con paredes negras y fondo transparente de Nalge Nunc
International (Roskilde, Denmark). La fluorescencia de las muestras se ley6 por el
fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitacion de 485/20 nm,
y un filtro de emisiéon de 528/20 nm. El lector de placas fue controlado por el
software KC4, version 3.4.
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La capacidad de absorciéon del radical se determiné por el método descrito
por Davalos et al., 2004, con ligeras modificaciones (Lucas-Abellan et al., 2008). La
reaccion se llevé a cabo en tampoén fosfato sédico 75 mM pH 7,4, en un volumen
final de 200 pl, compuesto por: 100 pl de solucién de FL (con una concentracién
final de 3 nM), 0-70 pl de extracto metanoélico de nueces, 30 ul de AAPH (con una
concentracion final de 19 mM) y el resto, hasta completar los 200 ul, tampén
fosfato sédico 75 mM, pH 7,4.

La mezcla de reactivos en ausencia del radical AAPH, se incubé durante 30
min a 37 °C, dispensando inmediatamente después la solucién del radical, usando
para ello una pipeta multicanal. Seguidamente, la microplaca se colocé en el lector
y la fluorescencia fue registrada cada 1" y 14" durante 2 h. La microplaca se agit6
automaticamente antes de cada lectura. En cada ensayo se realizé un blanco que

contenia FL y AAPH con tampén fosfato sodico.

Se realiz6 una recta de calibrado con 8 concentraciones diferentes de Trolox,
resultando la ecuacion y = 1,427x + 0,04 (12 = 0,9959).

4.5.3.4. Cuantificacion y expresion de resultados

La capacidad de inhibicién de la desaparicion de FL, se cuantificé mediante
la integracion del 4rea bajo la curva de caida de la FL (Area Under the Curve,
AUCQC). Todas las muestras fueron preparadas por triplicado y, al menos, se
realizaron tres ensayos independientes para cada muestra. Con el fin de evitar el
efecto de la temperatura, s6lo se utilizaron los 60 pocillos centrales de la

microplacas, dejando los exteriores con 200 ul de agua destilada.

Los resultados fueron expresados como valores medios + desviacion
estindar de pM de Equivalentes de Trolox (ET)/g de nuez, de acuerdo a la
nomenclatura de Rice-Evans y Miller (1994).
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Figura 4.5. Curva de caida de FL inducida por APPH en presencia de
concentraciones crecientes de Trolox C

El 4rea bajo la curva de caida de FL (AUC) fue calculada mediante la
ecuacion:

i=120

AUC =1 + Z fﬁ:

i=1.14

Donde fo es la fluorescencia inicial leida a tiempo O y f; es la lectura de
fluorescencia a tiempo final. El AUC correspondiente a la muestra (Net AUC), se
calcul6 restando el correspondiente AUC del blanco. Los datos fueron procesados

con el programa SigmaPlot 9.0 (Jandel Cientifico, Alemania).

4.6.MEDIDA DEL CONTENIDO EN HUMEDAD

La humedad ha sido medida de acuerdo con Método Oficial AOAC 925.40
(Association of Official Analytical Chemist, AOAC, 2005a).
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4.6.1. Fundamento

Los métodos de secado son los mas comunes para valorar el contenido de
humedad en los alimentos; se calcula el porcentaje en agua por la perdida en peso
debida a su eliminacién por calentamiento bajo condiciones normalizadas.
Aunque estos métodos dan buenos resultados que pueden interpretarse sobre
bases de comparacion, es preciso tener presente que a) algunas veces es dificil
eliminar por secado toda la humedad presente; b) a cierta temperatura el alimento
es susceptible de descomponerse, con lo que se volatilizan otras sustancias
ademads de agua, y c) también pueden perderse otras materias volatiles aparte de
agua. (Kirk et al., 1996).

En el método de secado al horno la muestra se calienta bajo condiciones
especificas y la pérdida de peso de la muestra se utiliza para calcular el contenido
de humedad de la misma. El valor del contenido de humedad obtenido es
altamente dependiente del tipo de horno que se va a utilizar, las condiciones del
horno y el tiempo, asi como la temperatura de secado. Estos métodos de secado
son simples y muchos hornos permiten el andlisis simultineo de grandes
ndmeros de muestras. El tiempo requerido para el andlisis puede ser de unos

cuantos minutos hasta méas de 24 horas.

4.6.2. Preparacion de la muestra y medidas analiticas

Para la preparacion de las muestras, las nueces se molieron en un mortero

hasta alcanzar un polvo muy fino.

De este polvo fino, se pesaron 5 g de muestra y se desecaron en una estufa a
105 °C durante 24h. Pasado ese tiempo se dejaron enfriar en el desecador y se
volvieron a pesar. El contenido en humedad de la muestra se calcul6 a través de

la siguiente férmula:

(Pi— Pf )x100
Pi

%Humedad =

Donde:
Pi= peso inicial

Pf= peso final
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4.6.3. Cuantificacion y expresién de resultados

Las determinaciones de humedad se llevaron a cabo por triplicado y los
resultados se expresaron como porcentaje de humedad.

4.7. MEDIDA DEL CONTENIDO EN GRASA TOTAL

La determinacién cuantitativa de la grasa total de las muestras se realiz6
mediante extraccién en un equipo Soxtec (Avanti 2055) de acuerdo con Método
Oficial AOAC 948.22 (AOAC, 2005b).

4.7.1. Fundamento

El método descrito por Soxhlet en 1879 es el ejemplo méas cominmente
usado de un método semi-continuo aplicado a la extraccién de los lipidos de los
alimentos. De acuerdo con el procedimiento de Soxhlet, aceite y grasa de material
solido se extraen por el lavado repetido (percolacién) con un disolvente organico,
por lo general hexano o éter de petrdleo, a reflujo en un material de vidrio

especial.

4.7.2. Preparacion de la muestra y medidas analiticas

Se pesaron 5 g de nueces desecadas (utilizadas en la determinacion de
humedad) con una precision de 0,0001 g y se introdujeron en un cartucho de

extraccion.

Se puso el cartucho en el interior de la taza durante 30 minutos a 80 °C. Una
vez transcurrido este tiempo, se cambio la posicién del cartucho fuera de la taza y
se continud con el proceso de extracciéon durante 45 minutos a 100 °C. Por dltimo,
se cerr0 el circuito del solvente durante un minuto, se subieron las palancas del

circuito de aire, y se conect6 el motor auxiliar del mismo durante 10 minutos.

Se seco la taza de extraccién en una estufa a 103 °C durante 30 minutos, se
enfrié después hasta temperatura ambiente en un desecador y por altimo, se pesé
la taza con el extracto de grasa. El contenido en grasa se calcul6 a través de la

siguiente férmula:
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(M2-M1)x100
MO

%Grasa =

Donde:
MO = peso de la muestra
M1 = peso de la taza de extraccion.

M2 = peso de la taza de extracciéon con el extracto graso

4.7.3. Cuantificacién y expresion de resultados

Las determinaciones de grasa total se llevaron a cabo por triplicado y los

resultados se expresaron como porcentaje de grasa.

4.8. EXTRACCION E IDENTIFICACION DE ACIDOS GRASOS

La extracciéon de grasa para el andlisis del perfil de acidos grasos se realiz6
mediante el método de Folch cloroformo/metanol (Folch et al., 1957). Se trata del
método oficial de analisis para alimentos 983.23 (AOAC, 2010).

Se llevaron a cabo dos etapas de extraccion, ya que asi la cantidad de aceite
extraida coincide con la que se hubiese conseguido mediante el método FOSFA
descrito por The Federation of Oils, Seeds and Fats Associations, que consiste en
una triple extracciéon gravimétrica con etapas de molienda entre cada extraccién
(FOSFA, 1998), tal como afirman Barthet et al. (2002), en un estudio en el que
comparaban diferentes métodos de medida del contenido en aceite de semillas
oleaginosas. Se utiliz6 esta técnica porque se aplica especialmente a muestras de
alimentos para extraer lipidos y para su posterior identificacion por cromatografia

de gases.

4.8.1. Fundamento

El método de de Folch se basa en la homogenizacién de la muestra con
cloroformo, metanol y agua en proporciones tales que se forme una sola fase
miscible con el agua de la muestra. Al afiadir alicuotas de cloroformo y agua se
logra la separacion de fases. El material lipidico se encuentra en la fase no acuosa,

mientras que el material no lipidico se encuentra en la fase acuosa.
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El método de identificacién por cromatografia de gases se basa en la
separacion y posterior determinacién de los ésteres metilicos de los acidos grasos
segin la diferente migraciéon de los mismos a través de una columna capilar,
utilizando como fase moévil un gas portador, que transporta la muestra y sus

componentes a través de la columna cromatografica hasta el detector.

4.8.2. Preparacién de la muestra y reactivos

Para la extraccién de 4cidos grasos se pesaron 5 g de muestra, a los que se le
afladieron 90 ml de Cloroformo-Metanol y se homogeneizaron en el ultraturrax
(24.000 rpm). Posteriormente, el homogeneizado se filtré y se llevé a un embudo
de decantacién al que se le afiadieron 60 ml de NaCl. Se homogeneizé por
agitacion y se dej6é decantar durante 24 h. La fase con el solvente y la grasa se
filtr6 y se eliminé el disolvente por medio de un rotavapor a vacio recogiendo la
grasa obtenida en hexano para su almacenamiento (-80 °C) hasta posterior

analisis. Esta fase de extraccion se llevé a cabo por duplicado.

Después de la extraccion se eliminé el disolvente por evaporacién a vacio y
se sometio a los 4cidos grasos a una trans-esterificaciéon acida mediante la adicién
de 1 ml de 4cido sulftrico en metanol al 5% y la incubacion a 80 °C/30 min
(Sandler & Karo, 1992). Se dejo enfriar y se le afiadié 1 ml de hexano y 1 ml de una

solucion sobresaturada de NaCl, obteniéndose una separacion en tres fases.

Se recogi6 el sobrenadante (fase superior) con los ésteres metilicos de los
acidos grasos (FAMEs) y se llevé de nuevo a sequedad. La fraccién obtenida de

grasa se llev6 a 1 ml con hexano para el analisis cromatografico.

Se prepararon soluciones por separado de los acidos grasos: miristico
(C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estedrico (C18:0), oleico (C18:1),
linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y araquidico (C20:0) que fueron inyectadas
para examinar la relacién lineal entre cantidad de acido graso y area de los picos
obtenidos. También se preparé una solucién con una mezcla de los diferentes
patrones (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Cromatograma de mezcla de patrones de acidos grasos. (1)
Miristico, (2) Palmitico, (3) Palmitoleico, (4) Estearico, (5) Oleico, (6) Linoleico,
(7) Linolénico y (8) Araquidico

4.8.3. Medidas analiticas

La separacion y determinacion de los FAMEs se realiz6 con un
cromatografo de gases Shimadzu, GC 2010 equipado con inyector on column y
columna capilar (Supelco, Omega Wax) de silice fundido (30 m de longitud x 0.25
mm de didmetro interno x 0.25 pm de espesor de pelicula) con fase estacionaria
polar constituida por polietilenglicol, mantenida a una temperatura de 225 °C.
Para la deteccion de los compuestos se empled un detector de ionizacién de llama
(FID). La temperatura del inyector y del detector fue de 230 °C. El flujo del gas
portador (He) fue de 1.8 ml min-.

4.8.4. Cuantificacion y expresion de resultados

La identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos se realiz6

comparando los tiempos de retencién con los de los correspondientes patrones,
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analizados en las mismas condiciones cromatograficas. Todas las determinaciones

se llevaron a cabo por triplicado.

Los resultados del perfil lipidico se expresan como valores medios del
porcentaje de dcidos grasos + desviacion estandar respecto al conjunto de 4cidos

grasos identificados.

4.9. BIODISPONIBILIDAD IN VITRO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los ensayos de biodisponibilidad se llevaron a cabo siguiendo el método
descrito por Miller et al. (1981), modificado por Vaquero et al. (1994).

4.9.1. Fundamento

En los ensayos de biodisponibilidad in vitro se simulan la digestion
gastrointestinal y el proceso de absorcién intestinal mediante el uso de enzimas
digestivas. La técnica consta de dos fases: una digestion gastrica y otra digestion

intestinal, las cuales tuvieron una duracién de dos y tres horas, respectivamente.

4.9.2. Preparacion de la muestra y reactivos

Para la preparacion de las muestras, se homogeneizaron 12 g de nueces,
previamente machacadas en un mortero, en un Ultraturrax T-18 basic a 24.000
rpm con 60 ml de agua destilada hasta una completa homogeneizacién.

La solucién de pepsina se prepar6é a partir de 4 g de pepsina (Sigma-
Aldrich) a la que se afiadieron 25 ml de agua destilada y se llevaron a agitacion.

La solucién de pancreatina se prepar6 con 0,42 g de NaHCO;3, juntoa 1,25 g
de sales biliares (Sigma-Aldrich) y 0,2 g de pancreatina (Sigma-Aldrich), mezcla

que se disolvié en 50 ml de agua destilada.

4.9.3. Procedimiento

En la Figura 4.7 se expone un esquema del procedimiento llevado a cabo.



124 FERNANDO FIGUEROA MORALES

12 g muestra + 60 ml H,O

Digestion acida con pepsina
(pH 2, 37 °C, agitacion, 2 h)

\

Alicuota I

Valoracion
(NaOH)

Figura 4.7. Protocolo del ensayo de biodisponibilidad in vitro

En primer lugar, se midi6 el pH de la muestra y se valoré con HCI 0,6 N
hasta pH 2. A continuacioén se afiadieron 6 ml de la solucién de pepsina y se
realiz6 la digestion dcida durante 2 h, a 37 °C, en un bafio con agitaciéon moderada
constante, imitando los peristaltismos y la temperatura corporal humana. Durante

este tiempo, se verificé cada media hora el mantenimiento del pH en 2.

En segundo lugar, a una alicuota (alicuota I) de la muestra (+ 40 ml) se le

afiadi6é 5 ml de la solucion de sales biliares y pancreatina, y se valoré con NaOH
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hasta pH 7. Otra alicuota (alicuota II), de + 40 ml, permaneci6 en un bafio de hielo

con la digestion 4cida detenida.

En tercer lugar, la alicuota II se someti6 a una segunda digestion y a dialisis,
a 37 °C, durante 2 h en un bafio con agitacién constante moderada, imitando las
condiciones humanas. Para ello, se introdujo una membrana de celulosa (Sigma-
Aldrich) tubular sellada, con un volumen de 10 ml de una solucién preparada con
una cantidad de NaHCO; equivalente a la acidez valorada en la alicuota I y
diluida hasta 25 ml con agua destilada. Media hora después, se afiadieron los 5 ml
de la solucién de sales biliares y pancreatina. Finalmente, se recogi6 el dializado,
se filtr6 a través de un filtro de membrana Millex-HVi3 0,45 um (Millipore,

EE.UU.) y se almacen¢ a -80 °C hasta su posterior andlisis.

Se realizaron tres ensayos de biodisponibilidad de cada muestra y los

resultados se expresan como medias +SD.

4.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utiliz6 el paquete estadistico IBM® SPSS®

Statistics (version 19.0.).

Para describir las caracteristicas de la muestra, el andlisis estadistico

realizado const6 de una parte descriptiva y otra inferencial.

Analisis descriptivo: se calcularon las frecuencias y los porcentajes para
las variables cualitativas, y las medias, desviaciones estdndar, o tipicas, valores
maximos y minimos para las mediciones cuantitativas. Cuando las variables
analizadas tenian desviaciones elevadas, se incluy¢ el calculo de otras medidas de
tendencia central, como medianas o modas. La realizacién de estos anélisis se
llev6 a cabo de toda la muestra y, ademas diferenciando por fincas de cultivo y
variedad de nueces. Se incluy6 el calculo de intervalos de confianza del 95% para

medias.

Analisis bivariante: se compararon las puntuaciones de cada variable
dependiente con las variables independientes mediante métodos estadisticos
paramétricos, y no paramétricos cuando no se cumplian los criterios de aplicacion
de dichos analisis. Todos los resultados se consideraron significativos

estadisticamente si la p < 0,05.
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e Enel caso de que las variables siguieran las distribucién normal:

Si una variable era de tipo cuantitativo y la otra categoérica (por ejemplo
Fenoles Totales y Finca de cultivo), para la comparacién de las medias con una
variable dicotémica se utilizé la prueba estadistica t de Student. En los casos en
que la variable cualitativa tenia més de 2 categorias por ejemplo la variedad de
nuez, se utiliz6 el andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Previamente, se
comprobd el supuesto de normalidad de la forma que se ha mencionado
anteriormente. En las variables en las que se obtuvieron diferencias significativas
(p < 0,05) se aplico el Test de Tukey HSD (Honest Significant Difference) para
determinar la existencia de diferencias entre las medias, estableciéndose un nivel
de confianza del 95%.

e Enel caso de que las variables no siguieran la distribucién normal:

Si una variable era cuantitativa y la otra cualitativa, el test que se aplic6
fue el test de la U de Mann-Whitney cuando la variable cualitativa tenia 2 niveles,
y el test de Kruskall-Wallis si la medicién cualitativa estaba formada por 3 6 mas

niveles.

Para estudiar la relacion entre las variables cualitativas se ha realizado un
estudio de correlacion calculando los coeficientes de Pearson y de Kendall para

poder contrastar la asociacion tanto lineal como no lineal.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION DEL PERFIL FENOLICO Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS
NUECES

5.1.1. Contenido en fenoles totales de las nueces

El contenido en fenoles totales ha sido ampliamente estudiado en el nogal
(Li et al., 2006a; Almeida et al., 2008; Pereira et al., 2008; Samaranayaka et al., 2008;
Abe et al., 2010). Muchos estudios refieren el contenido en compuestos fendlicos
de las hojas del nogal (Jay-Allemand et al., 2001; Amaral et al., 2004; Carvalho et
al., 2010; Sharafati-Chaleshtori et al., 2011; Chrzanowski et al., 2012) y en el
pericarpio (Radix et al., 1994; Stampar et al., 2006; Oliveira et al., 2008a; Mikulic-

Petkovsek et al., 2011), aunque no tantos en la semilla entera.

En este sentido Labuckas et al. (2008), Zhang et al. (2009), Ogunmoyole et al.
(2011), Stonehouse (2011) y Christopoulos y Tsantili (2012), si cuantificaron el
contenido en semilla, obteniendo resultados ligeramente superiores a los
resultados medios obtenidos en nuestro estudio (953,36 *+ 206,93 mg Aéc.
gdlico/100 g de nuez) (Tabla 5.1).

Gunduc y El (2003), obtuvieron por el contrario resultados més bajos (705,2

mg ac. galico/100 g de nuez) que los encontrados en nuestro trabajo.
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Tabla 5.1. Contenido en Fenoles totales de las 10 variedades de nueces
Variedad mg acido galico/100 g de nuez £ SD?!
Algaida 1008,92 + 55,51 b/ d, b, j
Amigo 743,74 + 23,85 2.4,
Chico 762,40 + 71,98 a. di,j
Eureka 1302,88 £ 139,56 b, c e f, g h,i
Franquette 869,34 + 23,82 d,j
Payne 940,78 + 160,81 b d.j
Pedro 846,88 £ 120,42 4.
Serr 753,13 + 98,58 a. d.i,j
Sunland 1008,62 + 114,28 b.c,d, h,j
Tehama 1296,93 £ 83,11 abcefgh i

953,36 + 206,93

1Presenta diferencias significativas (o < 0,05) frente a : 3, Algaida; , Amigo; ¢, Chico; 4,

Eureka; ¢, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; 1, Serr; i, Sunland; j, Tehama

Atendiendo a la Tabla 5.1, cabe subrayar la riqueza en compuestos fenolicos
de las variedades Eureka y Tehama (1302,88 + 139,56 y 1296,93 + 83,11 mg é&c.

gdalico/100 g de nuez, respectivamente), significativamente mds altas (p < 0,05)

que el resto de genotipos estudiados. Estas dos variedades presentan un

contenido en fenoles similar al obtenido por los autores anteriormente citados
(Labuckas et al., 2008; Zhang et al., 2009; Ogunmoyole et al., 2011; Stonehouse,
2011) y al obtenido por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(1556 mg &c. galico/100 g de nuez) (USDA, 2010b). En sentido contrario, son las
variedades Amigo, Serr y Chico las que presentan un menor contenido en fenoles

totales.

Al comparar el contenido en fenoles totales de los 10 genotipos de nueces,

teniendo en cuenta la variable finca; El Chaparral o Torre Blanca (Tabla 5.2),

podemos observar como los genotipos Eureka y Tehama son los que presentan el



RESULTADOS Y DISCUSION

131

mayor contenido en fenoles totales en ambas fincas, existiendo diferencias

significativas (p < 0,05) frente al resto de genotipos estudiados.

Tabla 5.2. Contenido en Fenoles totales de las 10 variedades de nueces

en funcion de la finca (mg 4cido gélico/100 g de nuez * SD)

Variedad Fincas
El Chaparral Torre Blanca
Algaida 1058,46 + 15,44* 959,38 + 10,13
Amigo 727,13 +7,52 760,34 + 23,22
Chico 826,94 + 15,36* 697,85 + 14,77
Eureka 1423,94 + 65,64* 1181,82 + 20,43
Franquette 857,06 £ 27,76 881,62 + 13,97
Payne 1085,77 + 38,66* 795,78 £ 9,47
Pedro 942,36 + 88,95* 751,40 £ 31,51
Serr 842,38 +11,99* 663,88 + 15,94
Sunland 1110,76 + 28,23* 906,48 + 23,56
Tehama 1366,60 + 46,50* 1227,26 + 23,37
1024,14 + 226,61* 882,58 + 187,28

(*) = Se encuentran diferencias significativas (p < 0,05) intergrupo (diferentes fincas)

La variedad Amigo en El Chaparral y la variedad Serr en Torre Blanca son
las que presentan menor contenido en fenoles totales de manera significativa (p <
0,05).

El contenido en fenoles totales de las variedades cultivadas en El Chaparral
es significativamente mas alto que el obtenido por las mismas variedades en la
finca Torre Blanca, 1024,14 + 22,66 mg de ac. gélico/100 g de nuez frente a 882,58
+ 18.72 mg ac. galico/100 g de nuez, siendo los valores obtenidos en El Chaparral
similares a los obtenidos en otros estudios (Kornsteiner et al., 2006, Arranz et al.,
2008; Arcan & Yemenicioglu, 2009; Yang et al., 2009; Bakkalbasi et al., 2012). Estas
diferencias encontradas entre las dos fincas pueden ser debidas a la mejor
adaptacion de los genotipos a las condiciones geogréficas y climatologicas
reinantes en El Chaparral que se caracterizaban por una altitud superior a la de
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Torre Blanca, 432 m frente a 31 m, y una temperatura anual media méas suave,
15,38 °C, por los 17,05 °C alcanzados como media en Torre Blanca. Resultados
similares, en los que se apreciaban diferencias en el contenido en compuestos
fendlicos de nueces, posiblemente debidas a la diferente altitud y temperatura
han sido publicados por otros estudios, como el de Ghasemi et al. (2011), en el que
se observaba como el contenido en fenoles totales del pericarpio de la nuez era
superior, 108,11 + 4,6 mg &c. galico/g de extracto, en una regiéon de Iran (Ab-ali)
situada a mayor altitud y, por tanto, con temperaturas medias mds suaves que en
otras regiones (Galikesh y Chogholondi) situadas maés cercanas al nivel del mar,
que presentaban un contenido en fenoles de 16,88 + 0,9 y 15,15 + 0,4 mg éac.

galico/ g de extracto, respectivamente.

Amaral et al. (2008), estudiaron la influencia de la localizaciéon geogréfica y
del clima en el perfil fenélico de las hojas del nogal cultivado en Portugal,
observando que el contenido en fenoles de las hojas era inferior cuando la
pluviometria era escasa y las temperaturas altas en las fechas previas a la

recoleccion.

Si atendemos al comportamiento de cada uno de las variedades,
observamos como Amigo y Franquette son las que sufren menos variacién en el
contenido en fenoles en funcién de la finca, mientras que Payne y Serr son las mds
afectadas, al ver reducido su contenido en fenoles en un 26,70 y 21,19%,

respectivamente en Torre Blanca.

5.1.2. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos en las

nueces

Mediante HPLC se han identificado y cuantificado 11 compuestos fenélicos
en las variedades objeto de estudio, comparando sus tiempos de retencién con los
de sus estandares puros y el area del pico en los cromatogramas de las muestras
con los de dichos estdndares.

El contenido mayoritario de polifenoles en semillas de nueces corresponde a

acidos fendlicos e hidroxicindmicos.
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5.1.2.1. Contenido en compuestos flavonoides

Diferentes estudios han indicado la presencia de flavonoides en la semilla
de nueces. Sin embargo, son pocos los que los han caracterizado. Gu et al. (2004),
Goémez-Caravaca et al. (2008 y 2010) y Papoutsi et al. (2008), cuantificaron el
contenido en flavan-3-oles monoméricos (catequina y su isomero epicatequina) y
en proantocianidinas oligoméricas (procianidina By). Es por este motivo por el

que se ha caracterizado el contenido en flavonoides.

En el presente trabajo se han identificado 6 flavan-3-oles (galocatequina,
catequina, procianidina B,, epigalocatequina galato, epicatequina y epicatequina
galato) en los genotipos de nueces estudiados. Estos compuestos podrian ser
responsables, junto a los taninos, de la astringencia de la nuez (Prasad, 2003;
Lesschaeve & Noble, 2005). A modo de ejemplo, la Figura 5.1 muestra el

cromatograma recogido a 280 nm para la variedad Tehama.
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Figura 5.1. Cromatograma de la variedad Tehama en el que se identifican: (1)
galocatequina, (2) catequina, (3) procianidina By, (4) epigalocatequina galato, (5)
epicatequina y (6) epicatequina galato a 280 nm

El contenido en diferentes flavonoides identificados en la semilla de los
genotipos de nueces Algaida, Amigo, Chico, Eureka, Franquette, Payne, Pedro,
Serr, Sunland y Tehama se recoge en la Tabla 5.3.
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En ella podemos observar como Algaida, Amigo y Payne presentan el
mayor contenido en flavonoides de todas las variedades estudiadas, presentando
diferencias significativas (p < 0,05) frente a Chico, Eureka, Franquette, Pedro, Serr,
Sunland y Tehama. En sentido contrario, destacar como las variedades Eureka,

Franquette y Serr son las que presentan un menor contenido total en flavonoides.

Jakopi¢ et al. (2009a), en un estudio en el que evaluaban diferentes
disolventes para la extraccién de compuestos fendlicos presentes en la nuez,
obtuvieron resultados similares a los nuestros en cuanto al contenido en

catequina (+ 0,2 mg/ g de nuez) cuando utilizaban metanol para su obtencién.

En todos los casos catequina y procianidina B. constituyen los flavonoides
mayoritarios, suponiendo el 47,50% y el 50,07%, respectivamente, de todos los
flavonoides identificados (Figura 5.2). El 2,5% restante corresponden a cantidades
casi trazas de epicatequina, epicatequina galato, galocatequina y epigalocatequina

galato.

® Catequina
50 07% ™ Epicatequina
¥ Epicatequina galato

® Epigalocatequina galato

¥ Galocatequina

¥ Procianidina B2

0,53%

1,15%

0,20% \_0,55%

Figura 5.2. Distribucién porcentual del contenido en flavonoides de las nueces

Si bien el contenido del resto de flavan-3-oles es minoritario, hay que
destacar que Eureka es la variedad que presenta una mayor cantidad de
epicatequina (390,55 + 8,30 pg/100 g de nuez), Tehama es la variedad que
presenta una mayor cantidad de epicatequina galato (190,71 * 4,40 pg/100 g de
nuez), siendo en este caso su contenido significativamente mayor al de las
variedades Algaida, Chico, Payne, Pedro y Serr.
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Franquette es la variedad que presenta un mayor contenido en
galocatequina (183,58 + 10,94 pg/100 g de nuez), mientras que epigalocatequina
galato aparece en mayor cantidad en Payne (87,48 + 8,93 ng/100 g de nuez).

El hecho de que el contenido en flavonoides en las nueces no sea
mayoritario quizas explique la poca linealidad que presentan los resultados de
éstos con los obtenidos para las mismas variedades de Fenoles Totales descritos
con anterioridad (R = 0,166) (Figura 5.3).
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Fenoles Totales (mg éac. galico/100 g de nueces)

Figura 5.3. Regresion lineal de Fenoles Totales frente a la suma
de compuestos flavonoides identificados

Al comparar el contenido en flavonoides de las variedades de nueces,
teniendo en cuenta el factor finca (Tablas 5.4a y 5.4b), podemos observar como los
genotipos Algaida y Amigo son los que presentan el mayor contenido en
flavonoides en ambas fincas, encontrando diferencias significativas (p < 0,05)
frente al resto de genotipos estudiados, excepto con Payne.
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Las variedades Eureka en El Chaparral, y Serr en Torre Blanca son las que
presentan un menor contenido en flavonoides, siendo el contenido de esta tltima
combinacién genotipo-finca (Serr-Torre Blanca) significativamente (p < 0,05) mas

bajo que el de cualquier otra combinacion.

Si comparamos el contenido medio de flavonoides totales de las variedades
cultivadas en ambas fincas (Tablas 5.4a y 5.4b), observamos que ambos valores
son similares 32,36 + 4,02 mg/100 g de nuez en la finca El Chaparral frente a 31,29
+ 6,10 mg/100 g de nuez en la finca Torre Blanca. Por tanto, se podria considerar
que las diferentes condiciones climaticas reinantes en una u otra finca no han

afectado de manera general al contenido en flavonoides totales.

Tampoco se observa esta influencia de manera particular en ninguno de los
flavonoides cuantificados, ya que tanto los contenidos en catequina, como en
epicatequina, epicatequina galato, galocatequina, epigalocatequina galato y
procianidina B, no presentan diferencias significativas entre fincas.

Si analizamos el comportamiento de las diferentes variedades en una u otra
finca, hay que destacar como Serr presenta un contenido significativamente
superior en la suma total y en cada uno de los flavonoides identificados en la
finca El Chaparral, respecto a la finca Torre Blanca, excepto en epicatequina
galato, si bien este falvan-3-ol aparece como se ha indicado en cantidades casi

traza en la semilla del nogal.

También la variedad Franquette presenta un contenido significativamente

mayor en la finca El Chaparral que en la finca Torre Blanca (p < 0,05).

Existen trabajos en los que se estudia la influencia de los factores
medioambientales en el contenido en flavonoides de otras estructuras del nogal,
asi, en la cubierta verde que rodea al fruto Ghasemi et al. (2011), observaron que,
al igual que sucedia en fenoles totales, una mayor altitud y, por tanto, unas
temperaturas mds suaves se correlacionaban fuertemente con un mayor contenido
en flavonoides. En nuestro estudio esta observaciéon vemos que sé6lo se cumple en

las semillas de las variedades Serr y Franquette.
Amaral et al. (2008), también atribuyeron las diferencias significativas
encontradas en la composicién en distintos flavonoides de las hojas de nogal a las

distintas condiciones climaticas que sufrieron los cultivos.
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De manera similar, aunque en la castafia, Dinis et al. (2012), encontraron que
existia una correlacién negativa entre altas temperaturas y contenido en
flavonoides (-r2 = 0,71).

5.1.2.2. Contenido en compuestos fendlicos no flavonoides

Se han identificado un gran numero de compuestos fendlicos no
flavonoides en las semillas del nogal. Los componentes mayoritarios
corresponden a acidos fendlicos (galico, elagico, vanilico y siringico) y derivados
glicésidos de éstos, y a acidos hidroxicindmicos (p-cumadrico, sindpico, cafeico y
feralico) y un derivado soluble de éstos, como es el 4cido clorogénico (Fukuda et
al., 2003; Colaric et al., 2005; Li et al., 2006a; Goémez-Caravaca et al., 2008; Pereira et
al., 2008; Shimoda et al., 2008; Zhang et al., 2009; Bolling et al., 2011; Rorabaugh et
al., 2011; Bakar et al., 2012; Christopoulos & Tsantili, 2012; Solar et al., 2012).

En las variedades objeto de estudio se han identificado 3 &cidos fendlicos
(acido galico, acido elagico y acido siringico) y 2 acidos hidroxicindmicos (acido
clorogénico y acido p-cumadrico). Las Figuras 5.4, 5.5 y 5.6 muestran los
cromatogramas recogidos a 280, 320 y 360 nm para la variedad Tehama en las que

se identifican los diferentes compuestos fenoélicos.
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Figura 5.4. Cromatograma de la variedad Tehama en el que se identifica dcido
gdlico a 280 nm



RESULTADOS Y DISCUSION 141

e
i PDA-320 nm
100
Eﬂ) J
g 2 3
50 i |
1 1 | [
4 I| | | i
o .
Pl I .
. ¥ | R A g ..-'-:' L h\.ﬂ‘\f"'"‘.l". Mg |
o . i \.ILI____I,\I-.,_II-.\I_.\_-I-\.-' ?I ) I-. I,;.-\_, ,v. - h.,l‘ LS S _I,\IT !
0 5 10 15 20 ] 30 35 40 45 50 55 o0
minutos
Figura 5.5. Cromatograma de la variedad Tehama en el que se identifican: (1) 4cido
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Figura 5.6. Cromatograma de la variedad Tehama en el que se
identifica acido elagico a 360 nm

El contenido en compuestos fendlicos no flavonoides identificados en la
semilla de los genotipos de nueces Algaida, Amigo, Chico, Eureka, Franquette,

Payne, Pedro, Serr, Sunland y Tehama se recoge en la Tabla 5.5.
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Aunque el estudio de los mismos se abordard de forma separada, si es
importante destacar atendiendo a la Tabla 5.5 que las variedades Eureka y
Tehama son las que presentan un mayor contenido en compuestos no flavonoides
de todas las analizadas, siendo las diferencias significativas (p < 0,05) frente al

resto de genotipos, salvo para las variedades Algaida y Sunland.

Igualmente hay que destacar como son Amigo y Serr las variedades que
contienen menos compuestos no flavonoides, cuando, recordemos, Amigo era la
segunda con un mayor contenido en flavonoides de las 10 variedades. Este hecho
da una idea de la pobre correlaciéon existente (R = 0,08) entre el contenido en

flavonoides y en no flavonoides en las muestras analizadas (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Regresion lineal de la suma de compuestos
flavonoides identificados frente a los no flavonoides

Por el contrario, si encontramos una fuerte correlaciéon (R = 0,95) entre
compuestos fendlicos no flavonoides y fenoles totales (Figura 5.8). En este sentido
son muchos los estudios que en diferentes matrices alimentarias permiten
establecer una relacion directa entre una medida y otra (Luthria et al., 2006; Gruz
et al., 2011; Pérez-Jiménez & Lluis Torres, 2011).
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Figura 5.8. Regresion lineal de Fenoles Totales frente a la suma
de compuestos no flavonoides identificados

El contenido medio en compuestos no flavonoides de las 10 variedades es
de 97,64 + 27,97 mg/100 g de nuez. Este valor es ligeramente superior al obtenido
por Colaric et al. (2005), quienes en un estudio en el que cuantificaban, al igual
que en el presente trabajo, diferentes dcidos hidroxibenzoicos (eldgico y siringico)
y éacidos hidroxicindmicos (clorogénico, cafeico, p-cumadrico, ferdlico y sinapico),
junto a juglona, indicaron que la variedad Fernor alcanzaba 85,59 + 4,47 mg/100 g
de nuez al sumar todos los compuestos. Destacar el hecho de que en dicho
estudio también se analizaba la variedad Franquette, la cual alcanz6 un contenido
en fenoles de 74,27 + 8,57 mg/100 g de nuez, ligeramente inferior al alcanzado por

esta variedad en nuestro estudio (85,50 + 16,63 mg/100 g de nuez).

51.221. Contenido en acidos fenélicos

Como se coment6 anteriormente, los acidos hidroxibenzoicos constituyen
los compuestos fendlicos mayoritarios en las nueces. Los elagitaninos,
cuantificados en nuestro estudio como acido elagico, tras la hidrdlisis de los
primeros, suponen el 35,50% de todos los polifenoles que componen las nueces

(Figura 5.10), y el 47,07% de entre los no flavonoides (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Distribucién porcentual del contenido en no flavonoides de las nueces

Diversos estudios sefialan a las nueces como fuente principal de
elagitaninos (Daniel et al., 1989; Clifford & Scalbert, 2000; Cerda et al., 2005b; Abe
et al., 2010; Gonzalez-Sarrias et al., 2010; Larrosa et al., 2010; Landete, 2011;
Arapitsas, 2012; Christopoulos & Tsantili, 2012). Fukuda et al. (2004), encontraron
un 15,8% de proporcién de 4cido eldgico en una fraccion fendlica extraida en
nueces. Entre los diferentes genotipos de nueces analizados son nuevamente
Eureka y Tehama los que presentan un contenido significativamente mayor de
acido elagico que el resto de genotipos, exceptuando a Sunland (Tabla 4.6). Estos
valores son similares a los obtenidos por Daniel et al. (1989), quienes cifraron en
59 mg/100 g de nuez el contenido en &cido elagico, tras llevar a cabo una
extraccion con acetona/agua e hidrolizar los elagitaninos con 4cido
trifluoroacético. Christopoulos y Tsantili (2012), también obtuvieron resultados
similares a los de nuestro estudio, al cuantificar en 68,1 mg/100 g de nuez el
contenido en 4cido elagico en un estudio en el que analizaban la estabilidad de la

nuez conservada a bajas temperaturas.

Sin embargo, son ligeramente inferiores a los obtenidos por Li et al. (2006a),
en un estudio comparativo de la nuez comun (Juglans regia L.) frente a la nuez de
Japon (Juglans ailanthifolia var. cordiformis), en el que cifraba en 93 mg/100 g de

nuez el contenido en acido elagico de la primera.

En el lado opuesto, Serr y Amigo son las variedades que contienen menos
acido eldgico en su semilla (Tabla 5.5).
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Tal y como se observa en la Figura 5.9, el acido siringico contribuye en casi
un 32% al contenido de compuestos no flavonoides de las nueces, confirméndose
como el segundo compuesto mayoritario en éstas. El contenido medio en este
acido es de 31,21 mg/100 g de nuez; cifra ésta muy parecida a la descrita por
Colaric et al. (2005), quienes en un estudio en el que también analizaban 10
variedades de nueces, obtuvieron un contenido medio en siringico de 33,82
mg/100 g de nuez y por Christopoulos et al. (2010), que encontraron una
concentracién media de 31,02 mg/100 g de nuez. Christopoulos y Tsantili (2012),

por el contrario, obtuvieron valores mas bajos (16,5 mg/100 g de nuez).

Al igual que sucede con el contenido en acido eldgico, son las variedades
Eureka, Sunland y Tehama, respectivamente, las que de manera significativa (p <
0,05) presentan contenidos mds altos en acido siringico, siendo las variedades
Serr, Franquette y Amigo las que presentan un menor contenido (Tabla 5.5). Por
altimo, el 15,77% de los compuestos no flavonoides cuantificados corresponde al
acido galico, que se encuentra en una cantidad de 15,40 + 3,07 mg/100 g de nuez.
Tehama, Serr y Eureka son las variedades que contienen maés acido galico en la
semilla frente a Payne y Amigo que son las variedades que presentan un menor
contenido (Tabla 5.5).

Al analizar la influencia de las condiciones climéticas sobre el contenido en
acidos fendlicos (Tabla 5.6), hay que destacar que el acido eldgico es el polifenol
mas afectado por el factor finca, ya que en Torre Blanca presenta un contenido
alrededor de un 25% menor que en El Chaparral (39,49 + 14,91 frente a 52,40 +
18,99 mg/100 g de nuez), siendo el tnico que presenta diferencias significativas

entre fincas cuando se comparan las medias de todas las variedades.

Un trabajo llevado a cabo en castafia demostré que un ecosistema con
temperaturas més elevadas podria provocar pérdidas en la semilla de hasta un
47,9% en el contenido en acido eldgico libre, y de hasta un 86% en acido galico
(Dinis et al., 2012). También se observ6 que en fincas situadas a mayor altitud el

contenido en acido elagico y acido galico de la semilla era mayor.
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Resultados similares a los de Dinis et al. (2012), hemos encontrado en
nuestro estudio, pero tnicamente respecto al acido elagico, pues tanto el 4cido
gdlico como el acido siringico no se ven afectados por las diferencias entre ambas

fincas.

Por tanto, podriamos decir que el factor clima no afecta de manera general
al contenido en acidos fendlicos, ya que sélo el contenido en &acido eldgico se ve
afectado; ahora bien, si analizamos el comportamiento de las diferentes
variedades en una u otra finca, observamos como las variedades Algaida, Eureka
y Franquette en la finca El Chaparral presentan de manera significativa (p < 0,05)
mayores contenidos en cada uno de los acidos fenélicos cuantificados (Tabla 5.6),
por lo que se podria indicar que estas variedades tienen una menor capacidad de
adaptacion a las condiciones medioambientales que el resto, las cuales tienen un
comportamiento irregular en cuanto al contenido de los diferentes 4cidos en las

dos fincas estudiadas.

Este es el caso de la variedad Sunland, que en la finca El Chaparral presenta
un contenido significativamente (p < 0,05) més alto en 4cido eldgico que en la
finca Torre Blanca, significativamente mas bajo en acido galico y no presenta

diferencias en el contenido en acido siringico.

Por dltimo destacar que las combinaciones genotipo/finca Eureka/El
Chaparral y Tehama/El Chaparral, son las que presentan un mayor contenido en
acidos fendlicos totales, con 142,53 y 141,11 mg/100 g de nuez, respectivamente,

presentando diferencias significativas frente al resto de combinaciones.

51.2.2.2. Contenido en 4cidos hidroxicindmicos

Aunque en cantidades inferiores a los acidos fendlicos, los 4acidos
hidroxicindmicos también estan presentes en las nueces. Como indica la Figura
5.9, el 4cido clorogénico supone aproximadamente el 5% de los compuestos no
flavonoides presentes en las nueces, mientras que el acido p-cumadrico tiene poco
peso en el contenido final, pues apenas constituye el 0,20% de todos los

compuestos no flavonoides identificados.

Son varios los trabajos que indican la presencia de acidos hidroxicinamicos
en nueces. Gémez-Caravaca et al. (2008), encontraron que el contenido en acido

clorogénico en nueces era de 5,7 mg/kg de peso seco de nuez, cantidades muy
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por debajo de los obtenidos en nuestro estudio (4,87 + 1,70 mg/100 g de nuez)
(Tabla 5.5). Colaric et al. (2005), en su articulo previamente citado también
cuantifica acido clorogénico en el fruto del nogal (1,81 mg/100 g de nuez), asi
como &cido p-cumarico (136 pg /100 g de nuez), cifra ésta inferior a la obtenida en
nuestro caso (194,35 + 27,97 ng/100 g de nuez).

Entre los diferentes genotipos de nueces analizados, Payne con una media
de 7,82 + 1,62 mg/100 g de nuez y Algaida con una media de 7,01 + 0,75 mg/100
g de nuez, son los que presentan un mayor contenido en &cido clorogénico (Tabla
5.5).

Por el contrario, Tehama, una de las variedades con mayor contenido en
acidos hidroxibenzoicos, es en este caso, la que menor contenido medio en

clorogénico presenta.

En cuanto al acido p-cumdrico, aunque tiene un contenido casi residual,
subrayar que tanto Tehama, como Sunland son las variedades que contienen una
mayor cantidad, presentando diferencias significativas frente al resto de
variedades (p < 0,05).

En el otro extremo, Pedro y Serr son las variedades que contienen menor

cantidad de acido p-cumarico en su semilla (Tabla 5.5).

Al analizar el contenido en &cidos hidroxicindmicos de las nueces
considerando la variable finca (Tabla 5.7), hay que destacar que el &cido
clorogénico es el que presenta mayor variacion entre fincas. Asi, el contenido
medio de acido clorogénico en la finca Torre Blanca es un 25,6% menor que en El
Chaparral (4,17 +1,71 frente a 5,61 + 2,20 mg/100 g de nuez).

Estas diferencias atribuidas en principio a las distintas condiciones
climaticas que soportan en una u otra finca, temperaturas mas suaves y mayores
precipitaciones en El Chaparral, ya han sido publicadas en recientes estudios
como posible causa de cambios en el perfil fendlico de distintas matrices
alimentarias (Hakkinen & Torronen, 2000; Awad et al., 2001; Lata, 2007; Jakopic et
al., 2009b).
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Si evaluamos el comportamiento de las distintas variedades en una u otra
finca, observamos como Eureka, Payne y Pedro presentan de manera significativa
un mayor contenido en ambos dcidos hidroxicindmicos cuando son cultivados en
la finca El Chaparral, de lo que se extrae que son variedades que se adaptan mejor
a climas suaves y precipitaciones medias. Mientras que Algaida, Amigo y Chico,
alcanzan un mayor contenido en 4cido clorogénico y en acido p-cumadrico en

Torre Blanca.

Por ultimo destacar que la combinacién genotipo/finca Payne/El Chaparral
es la que presenta un mayor contenido en acidos hidroxicinamicos totales, con
9,47 mg/100 g de nuez, presentando diferencias significativas (p < 0,05) frente al

resto de combinaciones.

5.1.2.3. Total de compuestos fendlicos identificados y cuantificados

Un andlisis conjunto del contenido en compuestos fenodlicos de las 10
variedades de nueces nos permite, por un lado, constatar en qué grado participa
cada uno de los compuestos de forma particular en el total de polifenoles

identificados y cuantificados (Figura 5.10).

0,28%
’ 0,13%
0,13%
24,11%
(0
0,15%__ 12,31%
0,
11,90% 376%
35,50%

H Catequina H Epicatequina ¥ Epicatequina galato
® Epigalocatequina galato ® Galocatequina # Procianidina B2
i Acido clorogénico  Acido elagico 4 Acido gélico

 Acido p-cumérico  Acido siringico

Figura 5.10. Distribucién porcentual del contenido en compuestos
fendlicos de las nueces
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Y, por otro lado, caracterizar el contenido medio en estos compuestos de las

nueces y jerarquizar a las variedades en base a su mayor riqueza en polifenoles
(Tabla 5.8).

Tabla 5.8. Contenido en compuestos fendlicos de las 10 variedades de nueces

Variedad Suma de compuestos fendlicos (mg/100 g de nuez * SD)?
Algaida 150,80 + 13,30 b, e g h
Amigo 99,42 +2,04adfij
Chico 109,95 £ 11,42 & d.£,ij
Eureka 163,00 + 15,66 b ¢ ef g h
Franquette 111,31 £ 19,452 4d.ij
Payne 136,90 + 22,95 b, ¢, d, b, j
Pedro 122,32 + 14,37 &, hj
Serr 90,24 £ 4,32 24,1, 81j
Sunland 146,95 + 10,87 b.c, e h
Tehama 163,72 £13,80 b.c e f gh
129,46 + 26,49

1Presenta diferencias significativas (o < 0,05) frente a : 3, Algaida; , Amigo; ¢, Chico; 4,

Eureka; ¢, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; h Serr; i, Sunland; j, Tehama

En este sentido cabe destacar las variedades Tehama y Eureka como
aquellas que presentan un mayor contenido fenélico de manera significativa (p <

0,05) frente al resto de genotipos estudiados, excepto frente a Sunland.

Por el contrario, Serr y Amigo presentan el menor contenido en compuestos

fenolicos con cantidades inferiores a 100 mg/100 g de nuez.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en Fenoles totales
medidos a través de Folin-Ciocalteu (apartado 5.1.1.), podemos destacar como
Eureka y Tehama coinciden en ser las variedades con mayor contenido en Fenoles
totales y en la suma de compuestos fenélicos cuantificados, mientras que Amigo y
Serr las que menor contenido en una y otra medida obtienen. Esto explica la

fuerte correlacion existente entre Fenoles totales y la suma de compuestos
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fendlicos cuantificados en el presente trabajo (R = 0,92) y que se muestra en la
Figura 5.11.
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Figura 5.11. Regresion lineal de Fenoles Totales frente a la suma de compuestos
fenolicos identificados

5.1.3. Actividad antioxidante de las nueces

5.1.3.1. Medidas de DPPH, ABTS y ORAC en nueces

El creciente interés en el estudio de los compuestos fendlicos de los
alimentos y su contribucién a la actividad antioxidante que éstos presentan
(Shahidi et al., 1992; Robards et al., 1999; Gil et al., 2000), ha hecho que aumenten
en los dltimos afios de manera exponencial los trabajos en los que se mide esta
actividad y su potencial efecto protector frente a diferentes enfermedades (de Beer
et al., 2005; Bowen-Forbes et al., 2010; Jeong et al., 2010; Ranilla et al., 2010; Jagtap et
al., 2011; Sagdic et al., 2011; Vadivel & Biesalski, 2011; Kunyanga et al., 2012).

Numerosas investigaciones se han centrado en analizar la actividad
antioxidante de las nueces tanto en semilla (Labuckas et al., 2008; Samaranayaka et
al., 2008; Arcan & Yemenicioglu, 2009; Zhang et al., 2009; Christopoulos & Tsantili,
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2012), como en otras partes de la planta del nogal (Pereira et al., 2007; Almeida et
al., 2008; Oliveira et al., 2008a; Rahimipanah et al., 2010; Fernandez-Agull6 et al.,
2013).

A la hora de abordar el estudio de la actividad antioxidante de un alimento
es aconsejable emplear varios métodos, ya que cada uno ofrece una informacién
diferente (Frankel & Meyer, 2000; Aruoma, 2003; Prior et al., 2005; Pérez-Jiménez
et al., 2008). Esta es la razén por la que se ha estudiado la actividad antioxidante
de las nueces por los métodos DPPH, ABTS y ORAC, cuyos resultados se recogen
en la Tabla 5.9.

Atendiendo a esta Tabla, subrayar que fue el método ORAC el que
reprodujo mayores valores de actividad antioxidante en las nueces analizadas,
presentando diferencias significativas (o < 0,05) frente a los métodos DPPH y
ABTS.
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Como se ha adelantado, son muchos los trabajos que han difundido
resultados sobre actividad antioxidante en nueces, si bien, algunos han utilizado
métodos diferentes a los empleados en nuestro caso (Yang et al., 2009; Carlsen et
al., 2010; Jalili et al., 2011 y 2012), o bien, los datos han sido expresados en
diferentes unidades, lo que hace dificil la comparacién entre unos y otros (Villano
et al., 2005).

Wu et al. (2004), llevaron a cabo un estudio en el que evaluaban la capacidad
antioxidante lipofilica e hidrofilica mediante el método ORAC en alimentos de
consumo habitual en Estados Unidos, obteniendo valores, expresados en las
mismas unidades que en esta memoria, ligeramente inferiores a los obtenidos en
nuestras variedades (135,41 uM ET/g de nuez). Esta diferencia puede ser debida
al tratamiento previo de la muestra, pues conseguian el extracto después de una
extraccion con hexano/diclorometano, seguida de una segunda con
acetona/agua/acido acético. Subrayar que en este estudio, las nueces, junto a las
pecanas, fueron las que presentaron una mayor actividad antioxidante in vitro de

todos los frutos secos analizados.

Numerosos trabajos han determinado la actividad antioxidante en nueces a
través del método DPPH, muchos de los cuales han mostrado los resultados en
valores de ECs) o cantidad de extracto necesario para reducir al 50% el DPPH
inicial (Arranz et al., 2008; Pereira et al., 2008; Carvalho et al., 2010; Delgado et al.,
2010). Otros los han expresado como ppm de Equivalentes de BHT, (Butil
hidroxitolueno) (Labuckas et al., 2008; Abbasi et al., 2010), pg de acido géalico/ mg
o como pg de Equivalentes de a-Tocoferol/100 mg (Salcedo et al., 2010).

Abe et al. (2010), en un estudio en Brasil en el que comparaban el contenido
en fenoles y la capacidad antioxidante de diferentes frutos secos si expresaron los
resultados de igual forma que en nuestro estudio, y obtuvieron valores similares
de DPPH a los difundidos aqui (120 + 10 pM ET/g de nuez). En este caso, las

nueces resultaron ser los frutos secos con mayor capacidad antioxidante.

Christopoulos y Tsantili (2012), obtuvieron resultados ligeramente
superiores a los nuestros al estudiar el efecto de la conservacién a bajas

temperaturas de la semilla de la nuez.

Vijaya Kumar Reddy et al. (2010), llevaron a cabo un estudio similar en

frutas frescas y frutos secos consumidos en la India, obteniendo resultados mucho
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mas bajos a los presentados en esta Tesis (61,49 + 4,56 uM ET/g de nuez). Estas
diferencias pueden deberse a los distintos métodos de extraccion utilizados, ya
que, mientras en nuestro estudio se emplearon 3 pasos de extraccién consecutivos
(metanol/agua, acetona/agua y metanol/4cido sulftirico), en este trabajo

Unicamente se emple6 agua destilada.

Arcan y Yemenicioglu (2009), obtuvieron resultados de actividad
antioxidante superiores a los nuestros al estudiar la actividad antioxidante en
nueces frescas o desecadas con o sin la piel que cubre la semilla a través del
método ABTS (11.076 uM de ET/100 g de materia seca).

Pellegrini et al. (2006), realizaron un trabajo en el que empleaban diferentes
métodos de medida de la actividad antioxidante in vitro en distintas matrices
alimenticias consumidas en Italia. En él obtuvieron resultados de ABTS similares
a los obtenidos en nuestras variedades, 137,0 uM ET/g de nuez. Un estudio muy
parecido fue el que realizaron Tosum et al. (2011), en Turquia, quienes obtuvieron
valores de ABTS comprendidos entre 97 y 171 pM ET/g de nuez en el analisis de

13 variedades autdctonas de nogal.

Si analizamos la actividad antioxidante de las diferentes variedades de
nogal estudiadas, subrayar como Eureka y Tehama son las que presentan mayor
actividad de todas las variedades con independencia del método por el que hayan
sido medidas. Ambas variedades presentan diferencias significativas (p < 0,05) en

ABTS respecto al resto de variedades.

En sentido contrario, Franquette y Amigo son las que presentan una menor
actividad antioxidante al ser analizadas a través de DPPH. Serr y, nuevamente,
Franquette son las que menores valores medios dan cuando el radical utilizado es
el ABTS, siendo, por dltimo Chico y Amigo los genotipos con menores valores
medios de ORAC de los 10 analizados.

Estos datos explican la fuerte correlacién existente entre los resultados
obtenidos por los diferentes métodos de andlisis (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Regresiones lineales de la actividad antioxidante de las nueces medidas por
DPPH frente ABTS, DPPH frente a ORAC y ABTS frente a ORAC

Son muchos los trabajos en los que se ha medido la actividad antioxidante
de algan alimento a través de diferentes métodos (Thaipong et al., 2006; Vasco et
al., 2008; Zhao et al., 2008 y 2010; Dudonné et al., 2009; Wang et al., 2009; Babbar et
al., 2011; Floegel et al., 2011; Zhu et al., 2011). Es el caso de Vijaya Kumar Reddy et
al. (2010), quienes obtuvieron una relacién fuerte entre DPPH y FRAP (R = 0,81; p

< 0,05) en el analisis de diferentes frutos secos.

Tsantili et al. (2011), también encontraron una alta correlacion entre estos
mismos métodos en un estudio en el que median la actividad antioxidante en
pistachos para examinar la influencia que en ella tenfa las condiciones de

almacenamiento.

Atendiendo nuevamente a los resultados expuestos en la Tabla 5.9, hay que
destacar que el método ORAC result6 ser el mas preciso a la hora de medir la
actividad antioxidante en el 60% de las variedades, con coeficientes de variacién
(CV) siempre por debajo del 12,97%. En las otras 4 variedades fue el método
ABTS el que reprodujo resultados de forma més precisa (CV < 24,38%). El método

DPPH no fue en ningtn caso el més preciso (CV < 26,23%).
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Si analizamos cémo han podido influir las condiciones climaticas en el
poder antioxidante in vitro en las diferentes variedades (Tabla 5.10), observamos
como todas las variedades presentaron valores de DPPH significativamente mas
altos (p < 0,05) al ser cultivadas en la finca El Chaparral, destacando la pérdida de
un 41,2% y un 32,6% de capacidad antioxidante que sufren la variedades Tehama

y Eureka, respectivamente, al ser cultivadas en Torre Blanca.

Precisamente son Tehama y Eureka en El Chaparral las que presentan una
mayor actividad antioxidante mediante el método DPPH de todas las variedades,
mientras que Franquette y Serr en Torre Blanca las que valores mds bajos

alcanzan.

La actividad antioxidante de las nueces determinada a través del método
ABTS también es significativamente mayor en El Chaparral que en Torre Blanca
(valores medios de 166,34 + 41,78 y 14598 + 30,07 uM ET/g de nuez,
respectivamente), si bien, el comportamiento ya no es generalizado en todas las

variedades.

Asi, las variedades Algaida, Payne, Sunland y Chico (esta tltima de forma
significativa) obtienen mayores valores de actividad antioxidante por ABTS
cuando provienen de la finca Torre Blanca. El resto de variedades presentan
valores mas altos en El Chaparral, destacando de nuevo Eureka por ser la
variedad que mas se ve influenciada por el factor finca, pues en El Chaparral
alcanza valores medios de 256,60 + 7,10 frente a 182,19 + 10,63 uM ET/g de nuez

obtenidos en Torre Blanca.
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Subrayar a su vez como Pedro y, al igual que sucedia bajo el método DPPH,

Serr en Torre Blanca son las que presentan menores valores medios de ABTS.

Analizando los resultados medios obtenidos de ORAC en una u otra finca,
observamos como es el tinico método bajo el que no se producen diferencias
significativas en la actividad antioxidante motivadas por el factor clima, pues las
nueces en el Chaparral alcanzan valores medio ligeramente mayores a los

obtenidos en Torre Blanca.

Si aparecen diferencias si estudiamos el comportamiento de las distintas
variedades de forma individual, asi, Amigo, Chico, Serr y Sunland tienen mayor
actividad antioxidante in vitro cuando son cultivadas en El Chaparral, mientras

que Franquette alcanza un mayor potencial antioxidante en Torre Blanca.

Destacar, al igual que ha sucedido en las medidas de DPPH y ABTS, como
Eureka y Tehama cultivados en El Chaparral son los genotipos que mayores
valores medio de ORAC alcanzan, mientras que, nuevamente, Chico y Serr en

Torre Blanca los que menos actividad antioxidante presentan.

De todos estos resultados se deduce que la actividad antioxidante de las
nueces si se ve condicionada por factores medioambientales tales como la
temperatura o las precipitaciones, destacando a la variedad Eureka como aquella
que mas se ve influenciada por éstos, pues en Torre Blanca presenta valores
medios de actividad antioxidante méas bajos que en El Chaparral cualquiera que

sea el método de medida empleado.

Por el contrario, Payne muestra una mayor capacidad de adaptacién a las
condiciones meteorolégicas, pues presenta valores medios muy proximos de
actividad antioxidante en ambas fincas, independientemente del método

utilizado.

Existen pocos trabajos en la literatura cientifica que analicen la relaciéon
entre climatologia y actividad antioxidante en alimentos. En este sentido,
Ghasemi et al. (2011), realizaron un estudio parecido al presentado en esta
memoria, en el que evaluaban la influencia de factores medioambientales en la
actividad antioxidante de los extractos del pericarpio de nueces cultivadas en
diferentes origenes. Los resultados que obtuvieron fueron similares a los
obtenidos en nuestro caso, pues pudieron concluir que la actividad antioxidante

se veia afectada por factores como la altitud, la humedad relativa, la temperatura



162 FERNANDO FIGUEROA MIORALES

entre otros. En concreto, las nueces presentaron mayores valores de DPPH (ECso
122 £ 4,5 pg ml?) en la regién irani de Chogholondi (1350 m de altitud,
temperatura media de 16,8 °C y una humedad relativa del 47%), mientras que los
valores mas bajos (ECso 302 + 13 pg ml?) se obtuvieron en las nueces cultivadas en
Imam Reza Park (250 m de altitud, temperatura media de 17,8 °C y una humedad
relativa del 70%).

Dinis et al. (2012), observaron como la altitud y temperaturas mds suaves
influfan positivamente en la actividad antioxidante (medidas a través de DPPH,

ABTS y FRAP) de castafias cultivadas en diferentes regiones portuguesas.

Bolling et al. (2010b), pudieron comprobar cémo la actividad antioxidante
medida en las semillas de almendros de California variaba de un afio a otro y, si
bien no recogieron datos sobre la climatologia sufrida en ese periodo, si achacaron
a este factor las diferencias encontradas, pues el resto de factores (muestreo,
técnicas de cultivo, almacenamiento postcosecha, etc.) no se modificaron en los
distintos afios. Barreira et al. (2008), en un estudio en Portugal en el que comparan
10 variedades de almendras también justifican en parte las diferencias
encontradas en el contenido en polifenoles y en la actividad antioxidante entre las

variedades por factores tales como la climatologia y las condiciones agricolas.

5.1.3.2. Relacién entre compuestos fendlicos y actividad antioxidante en

nueces

La relaciéon entre el contenido en compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los alimentos ha sido ampliamente documentada. La mayoria de
los trabajos concluyen la existencia de una fuerte correlaciéon entre ambas
medidas (Saxena et al., 2007; Mulero et al., 2009 y 2011; Shen et al., 2009; Tabart et
al., 2009; Beserra Almeida et al., 2011; Chaieb et al., 2011; Szydlowska-Czerniak et
al., 2011; Zilic et al., 2011; de Souza et al., 2012; Terpinc et al., 2012); pocos son los
que observan una débil relacién (Jayasekera et al., 2011; Sulaiman et al., 2011; Tlili
et al., 2011).

En frutos secos también ha sido estudiada esta relacion (Villarreal-Lozoya et
al., 2007; Barreira et al., 2008; Neri et al., 2010; Tsantili ef al., 2011) y de forma

particular en nueces (Pereira et al., 2008; Arcan & Yemenicioglu, 2009; Carvalho et
al., 2010; Salcedo et al., 2010; Fernandez-Agull6 et al., 2013).
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En nuestro trabajo encontramos, al igual que en los ya citados, una fuerte
correlacion entre actividad antioxidante (cualquiera que sea el método de
medida) y fenoles totales (Figura 5.13), destacando la que se produce al utilizar el
método ORAC (R =0,952; p<0,05).
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Figura 5.13. Regresiones lineales de la actividad antioxidante de las nueces medidas por
DPPH, ABTS y ORAC frente a Fenoles Totales

Si analizamos de forma separada cémo contribuyen a la actividad
antioxidante los compuestos fenolicos flavonoides y no flavonoides cuantificados
en las nueces (Figura 5.14), observamos como los segundos (4cidos fendlicos e
hidroxicindmicos, mayoritariamente) presentan una mayor correlacién con la
actividad antioxidante (R = 0,855 en DPPH, R = 0,914 en ABTS y R = 0,908 en
ORAG; p<0,05).
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Figura 5.14. Regresiones lineales de la actividad antioxidante de las nueces medidas por
DPPH, ABTS y ORAC frente a compuestos fenélicos flavonoides y no flavonoides

Estos resultados se pueden explicar al analizar el perfil fendlico de las

nueces. Como se expuso en el apartado 5.1.2. de la presente memoria, la mayor

parte de compuestos fenodlicos cuantificados en las variedades seleccionadas

correspondian a compuestos no flavonoides, éstos constituian el 75,42% de todos

los compuestos identificados.

Otros estudios también apoyan los resultados obtenidos (Meda et al., 2005;
Andarwulan et al., 2010; Min et al., 2012). Asi, Dinis et al. (2012), al analizar la
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actividad antioxidante del fruto del castafio en funcién de su origen geografico,
obtuvieron unas fuertes correlaciones entre la actividad antioxidante medida por
diferentes métodos (ABTS, DPPH y FRAP) y el contenido en fenoles totales (12 =
0,84, 0,46 y 0,79, para cada método, respectivamente; p < 0,01); sin embargo, al
estudiar las correlaciones entre estos métodos y el contenido en flavonoides, éstas
resultaron ser mucho menores (r2 = 0,18, 040 y 0,28, para cada método,
respectivamente; p < 0,01).

Tsantili et al. (2011), en el estudio antes mencionado también encontré una
fuerte, aunque menor correlacion entre el contenido en flavonoides y la actividad
antioxidante (DPPH y FRAP) en pistachos (R = 0,959 y R = 0,963, respectivamente;
p < 0,001) que la existente entre ésta y el contenido en fenoles totales (R = 0,991 y
R =0,992; p<0,001).

Por otro lado, los elagitaninos (cuantificados aqui como &cido elagico) son
los compuestos fenélicos mayoritarios en las nueces estudiadas, y son muchos los
estudios que afirman la gran actividad antioxidante que poseen (Zafrilla et al.,
2001; Vattem & Shetty, 2003; Cerda et al., 2005b; Seeram et al., 2005; Han et al.,
2006; Soong & Barlow, 2006; Papoutsi et al., 2008; Pinto et al., 2008; Landete, 2011).
Este hecho también puede explicar la mayor correlacién entre compuestos no

flavonoides y actividad antioxidante encontrada.
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5.2. CARACTERIZACION DEL CONTENIDO GRASO DE LAS NUECES

El contenido en aceite de las nueces ha sido ampliamente estudiado dado el
cardcter saludable que se le atribuye. Son numerosos los estudios que relacionan
el perfil graso de las nueces con sus efectos saludables, asi se ha demostrado que
una ingesta moderada de nueces mejora el perfil lipidico en sangre (Chisholm et
al., 1998; Almario et al., 2001; Marangoni et al., 2007; Sabaté et al., 2010; Fitschen et
al., 2011), ayuda en la lucha contra el sindrome metabélico (Lavedrine et al., 1999;
Casas-Agustench et al., 2011b; Stonehouse, 2011; Aronis et al., 2012), mejora la
funcién endotelial (Ros et al., 2004; Jiménez-Gémez et al., 2009; Loépez-Uriarte et
al., 2010) y, en estudios llevados a cabo en ratones, parece contribuir en la
prevencion de algtn tipo de cancer (Hardman & Ion, 2008; Carvalho et al., 2010;
Davis et al., 2012; Nagel et al., 2012).

En el presente trabajo se ha caracterizado el perfil de acidos grasos de las 10

variedades de nogal asi como su contenido en humedad y grasa total.

5.2.1. Humedad y Grasa total de las nueces

El contenido en humedad y grasa total de los genotipos de nueces Algaida,
Amigo, Chico, Eureka, Franquette, Payne, Pedro, Serr, Sunland y Tehama se

recoge en la Tabla 5.11.

Todas las variedades presentan un contenido en humedad similar,
oscilando los valores entre un 3,31%, de la variedad Amigo, y un 4,20% de la

variedad Pedro.

Estos valores son similares a los obtenidos en otros estudios (Amaral et al.,
2003; Venkatachalam & Sathe, 2006; Pereira et al., 2008; Abe et al., 2010) y
ligeramente més bajos a los obtenidos por Savage et al. (1999), en un estudio en el
que evaluaba la estabilidad del aceite obtenido en diferentes variedades de nuez,
diferencia posiblemente debida a que en este tltimo trabajo se emple6é un método
de secado (secador de aire forzado a 30 °C) diferente al empleado en nuestro
estudio. También Arcan y Yemenicioglu (2009), obtuvieron un porcentaje en

humedad en nueces superior al nuestro (4,9%).
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Tabla 5.11. Contenido en Humedad y Grasa total de las 10 variedades

de nueces !

Variedad % de humedad * SD % de grasa total * SD
Algaida 3,40+ 0,13 63,69+ 0,94 cdeghij
Amigo 3,31+0,53dfs 65,85+ 1,60 ¢h
Chico 3,42 +0,30 67,21+1,712
Eureka 418 +0,64 b 68,25 +1,93 af
Franquette 3,63 £0,20 70,28 + 2,48 a,b,f
Payne 415+0,31°b 64,05+ 0,84 d &g hij
Pedro 4,20+0,64 " 69,18 + 1,45 af
Serr 3,51+0,33 70,37 £1,04 a. b f
Sunland 4,12 + 0,60 67,65+ 3,17 f
Tehama 3,40+0,14 68,90 +1,14 af

3,73+0,37 67,54 + 2,37

1Presenta diferencias significativas (p < 0,05) frente a : 3, Algaida; b Amigo; ¢, Chico;

d, Eureka; ¢, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; I, Serr; i, Sunland; i, Tehama

Muradoglu et al. (2010), por el contrario, obtuvieron porcentajes mas bajos
de humedad en variedades de nueces procedentes del este de Turquia (1,5%). De

la misma forma que Salcedo et al. (2010), quienes obtuvieron un porcentaje en
humedad del 2,23%.

El contenido medio en grasa total de las 10 variedades estudiadas (Tabla
5.11) es similar al publicado por otros trabajos (Garcia et al., 1994; Savage et al.,
1999; Sze-Tao & Sathe, 2000; Amaral et al., 2003; Caglarirmak, 2003; Prasad, 2003;
Ozkan & Koyuncu, 2005; Vanhanen & Savage, 2006; Miraliakbari & Shahidi, 2008;
Ozkan et al., 2010; Salcedo et al., 2010; Gecgel et al., 2011; Bakkalbasi et al., 2012).

Dogan y Akgul (2005), obtuvieron un contenido en aceite que oscilaba entre
un 65,00 £ 0,06 y 70,00 + 0,58 % al analizar la composicion en acidos grasos de
cuatro variedades de nogal en Turquia. Igualmente, Zwarts et al. (1999),

estudiaron el contenido graso de 10 variedades de nueces cultivadas en Nueva
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Zelanda, obteniendo valores en consonancia con los presentados en este trabajo
(62,4-68,7%).

Toselli et al. (2005), compararon la composiciéon de las nueces en funcion del
tipo de cultivo, tradicional o ecolégico en Italia, obteniendo contenidos en grasa
total similares a los obtenidos para las variedades Franquette, Pedro y Serr
(contenidos entre el 68,1% y el 70,4%).

Li et al. (2006b), sin embargo, obtuvieron valores en el contenido en aceite
superiores a los de nuestro estudio (754%). Pereira et al. (2008), también
obtuvieron resultados ligeramente mayores (70,78%) en nueces cultivadas en
Portugal, si bien, destacar como la variedad Franquette, que también fue
analizada en este estudio, si present6 un contenido en aceite muy parecido al que
presenta esta misma variedad en nuestro trabajo (72,14 + 0,27% en Portugal frente
a un 70,28 + 2,48% en nuestro caso). Martinez y Maestri (2008), en Argentina
obtuvieron igualmente mayores contenidos en aceite (proximos al 74%), siendo
de nuevo interesante resaltar que en este trabajo también se analizaron las
variedades Franquette y Serr, que en nuestro estudio fueron las variedades que
mayor porcentaje en grasa presentaban. En sentido contrario, Muradoglu et al.
(2010), al igual que sucedia con el porcentaje en humedad, obtuvieron contenidos

menores de grasa (58,2 +4,5%).

Por ultimo, es importante subrayar las diferencias encontradas entre
variedades. Como se muestra en la Tabla 5.12, el contenido en grasa de los 10
genotipos analizados varfa desde el 63,69 + 0,94% que presenta la variedad
Algaida al 70,37 £ 1,04% de Serr.

Al comparar el contenido en humedad y grasa total de los 10 genotipos de
nueces, teniendo en cuenta la variable finca (Tabla 5.12), podemos observar como
ocho de los genotipos, salvo Pedro y Tehama, presentan un mayor porcentaje de
humedad en la finca El Chaparral que en Torre Blanca; siendo esta diferencia
significativa (p < 0,05) en las variedades Amigo, Eureka, Franquette, Payne, Serr y

Sunland.
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Tabla 5.12. Contenido en Humedad y Grasa total de las 10 variedades de

nueces en funcién de la finca (% * SD)

Humedad Grasa total

Variedad El Chaparral Torre Blanca  El Chaparral = Torre Blanca
Algaida 3,49+0,07 3,32+0,14 63,13+ 0,51 64,26 +1,00
Amigo 3,79 £ 0,08* 2,84+0,16 64,76 +1,49 66,95+ 0,77
Chico 3,68 + 0,14* 3,16 +0,13 66,31 + 0,60 68,11+2,13
Eureka 4,76 £ 0,08* 3,60 + 0,08 69,89 +1,09* 66,61 + 0,35
Franquette 3,81+0,07* 3,45+ 0,07 68,11 +1,01* 72,47 £ 0,47
Payne 4,41 +0,10* 3,89+0,19 63,38 + 0,66* 64,71+ 0,10
Pedro 3,62+ 0,07* 4,79+0,11 68,26 +1,48 70,12+ 0,73
Serr 3,81+0,03* 3,21+0,14 71,07 £ 0,95 69,68 + 0,58
Sunland 4,67 £ 0,05* 3,57+0,15 64,78 + 0,07* 70,53 £ 0,59
Tehama 3,36+ 0,21 3,44 £ 0,06 68,92 + 0,89 68,90 +1,58

3,94 +0,48* 3,53+ 0,51 66,86 + 2,80 68,23 + 2,66

(*) = Se encuentran diferencias significativas (p < 0,05) intergrupo (diferentes fincas)

El contenido medio en humedad de las variedades cultivadas en El
Chaparral es significativamente superior que el alcanzado en Torre Blanca (Tabla
5.12).

Esto puede explicar que el contenido en grasa sea ligeramente més alto en
Torre Blanca que en El Chaparral. En este sentido, las variedades Franquette,
Payne y Sunland en Torre Blanca presentan un contenido de grasa
significativamente (p < 0,05) mayor que el obtenido al ser cultivadas en El

Chaparral y, a su vez, un porcentaje de humedad significativamente menor.
Franquette en Torre Blanca es la variedad que presenta un mayor contenido
en grasa de todas las analizadas, mientras que es Algaida en El Chaparral, la que
menor contenido graso tiene.
Gharibzahedi et al. (2012), compararon las caracteristicas geométricas y la
composiciéon quimica de nueces cultivadas en édreas geogréficas con diferentes
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altitudes y que presentaban climas distintos, obteniendo resultados similares a los
obtenidos en nuestro estudio. Asi, en la region irani de Chaboksar, caracterizada
por tener un clima semidrido (similar al encontrado en Torre Pacheco), las nueces
contenian un 67,35% de grasa y un porcentaje en humedad del 3,33%, mientras
que en Karaj (situada a mayor altitud y con precipitaciones del orden de 320 mm)
el contenido en grasa era de un 62,3% y el porcentaje en humedad del 4,64%
encontrdndose, por tanto, diferencias significativas motivadas por las condiciones
edafoclimaticas (p < 0,05).

Bakkalbasi et al. (2012), también encontraron diferencias en el contenido en
aceite de 5 variedades de nueces al comparar los resultados obtenidos en 2004 y
en 2005.

Ali et al. (2010), al estudiar la composicién nutricional de 6 variedades de
nogal cultivadas en tres localidades de Pakistdin con diferentes altitudes,
obtuvieron variaciones en el contenido tanto de humedad (oscilaban entre 2,76 y
4,2%), como de grasa total (63,54 a 69,92%).

Lavedrine et al. (1997), investigaron el efecto del area geogréafica (USA y
Francia) y, por tanto, de las condiciones edafocliméaticas en la composicién de las
variedades Franquette y Hartley y, si bien no cuantificaron el contenido en aceite,
si observaron diferencias significativas (p < 0,05) en el contenido en sustancias de

cardacter lipidico, como la vitamina E.

Diversos estudios en otros frutos secos han concluido que el area geografica
afecta a su contenido en grasa (Parcerisa et al., 1993 y 1998; Koyuncu et al., 1997a;
Balta et al., 2006; Koksal et al., 2006; Seferoglu et al., 2006; Oliveira et al., 2008b,
Alasalvar et al., 2009).

5.2.2. Perfil de acidos grasos de las nueces

La caracterizacién lipidica de las nueces ha sido objeto de numerosas
investigaciones (Zwarts et al., 1999; Maguire et al., 2004; Serrano et al., 2005; Li et
al., 2007; Miraliakbari & Shahidi, 2008; Pereira et al., 2008; Gecgel et al., 2011; Li &
Hu, 2011; Moser, 2012). Estas han coincidido en afirmar que el contenido en
acidos grasos de las nueces corresponde a acidos grasos insaturados, siendo

residual el contenido en saturados.
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Mediante cromatografia de gases se han identificado y cuantificado 8 &cidos
grasos en las variedades objeto de estudio, comparando sus tiempos de retencién
con los de sus estandares puros y el drea del pico en los cromatogramas de las
muestras con los de dichos estdndares. A modo de ejemplo, la Figura 5.15
muestra el cromatograma de la variedad Algaida en Torre Blanca.
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Figura 5.15. Cromatograma de la variedad Algaida en el que se identifican los &cidos
grasos: miristico (TR 13,87), palmitico (TR 17,72), palmitoleico (TR 18,17), estearico (TR
21,34), oleico (21,67), linoleico (TR 22,50), linolénico (23,53) y araquidico (TR 24,72)

La Tablas 5.13 y 5.14 muestran el contenido en acidos grasos saturados e
insaturados de las 10 variedades de nueces. En ellas cabe destacar como el acido
graso mayoritario en las 10 variedades de nueces es el dcido linoleico, seguido del
oleico y del linolénico. Siendo los &cidos miristico, araquidico y palmitoleico los
minoritarios, encontrandose en cantidades casi trazas. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores (Savage et al., 1999; Sze-Tao & Sathe,
2000; Amaral et al., 2003; Caglarirmak, 2003; Crews et al., 2005; Dogan & Akgul,
2005; Ozkan & Koyuncu, 2005; Li et al., 2006b y 2007; Venkatachalam & Sathe,
2006; Pereira et al., 2008; Martinez et al., 2010; Muradoglu et al., 2010; Gecgel et al.,
2011; Rabrenovic et al., 2011; Bakkalbasi et al., 2012; Ozrenk et al., 2012).
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Destacar que no encontramos diferencias significativas (p < 0,05) en el
contenido de 4cidos grasos saturados en ninguna de las variedades estudiadas y
que uUnicamente Chico y Sunland presentan diferencias significativas en el
contenido de acido linolénico (Tabla 5.14). No presentan diferencias en la suma de
acidos grasos saturados (AGS), asi como tampoco en la de &cidos grasos
monoinsaturados (AGMI), &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) y en la relacién
®6/w3.

Por ultimo destacar que el perfil de acidos grasos que presentan las 10
variedades de nueces (Figura 5.16) permite caracterizarlas como saludables, dado
el gran contenido en acidos grasos poliinsaturados que presentan y los beneficios
que el consumo de éstos provoca (Lavie ef al., 2009; Russo, 2009; Kim et al., 2010;
Kouba & Mourot, 2011; Das, 2012), observando como la relacion 6/ ®3 (5,52
0,90), que muchos autores consideran més importante que la cantidad en si de
acidos grasos, es la recomendada para una dieta cardiosaludable (Simopoulos,
2002b; Sartorelli et al., 2010; Noori et al., 2011; Mirmiran ef al., 2012).

9,57%

74,37%

HAGS HAGMI “AGPI

Figura 5.16. Perfil lipidico de las 10 variedades de nueces

El alto contenido en &cidos grasos insaturados, por otro lado, aumenta la
susceptibilidad de las nueces frente a la oxidacién y la apariciéon de sabores
desagradables, con la consiguiente pérdida de calidad organoléptica (Maskan &
Karatas, 1999; Kaijser et al., 2000; Marsili, 2002; Faruk Gamli1 & Hayoglu, 2007;
Tura et al., 2007; Wall, 2010).
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Si analizamos la influencia del clima en la composicién en acidos grasos de
las nueces (Tablas 5.15 y 5.16), observamos que, el contenido en los acidos grasos
saturados  miristico, palmitico y araquidico no sufre variacion
independientemente de la finca en la que se cultiven las nueces. Por el contrario,
las nueces cultivadas en Torre Blanca si presentan un contenido en acido esteédrico

significativamente mayor (o < 0,05) que en El Chaparral.

Si el andlisis se lleva a cabo atendiendo a cada una de las variedades, se
observa que en general no se producen diferencias significativas en &cidos grasos
saturados, exceptuando Pedro y Serr, que si presentan diferencias con
significancia estadistica en el contenido en estearico, con mayores cantidades en

Torre Blanca que en El Chaparral.

De los resultados se podria concluir que el contenido en acidos grasos

saturados no se ve afectado por las condiciones climaticas.

Por el contrario, la cantidad en acidos grasos insaturados de las nueces si ha
sufrido modificaciones en funcién de la finca en la que han sido cultivadas. Asi,
las variedades cultivadas en El Chaparral presentan contenidos en 4cido oleico y

linolénico significativamente mayores (o < 0,05) que en Torre Blanca.

Las nueces en Torre Blanca, sin embargo, presentan un mayor contenido en
acido linoleico que en El Chaparral, no existiendo diferencias en cuanto al

contenido en palmitoleico.

Atendiendo al comportamiento de cada uno de los genotipos vemos como
Amigo, Chico y Tehama presentan un 32,54%, 28,11% y 23,37% respectivamente
menor en el contenido en acido oleico cuando son cultivadas en Torre Blanca. No

existiendo cambios significativos en el resto de variedades.

El contenido en &cido palmitoleico coincide es residual en todas las

variedades y no encontramos diferencias entre las mismas.

En cuanto al contenido en acidos grasos poliinsaturados, son 5 los genotipos
(Algaida, Amigo, Eureka, Payne y Tehama) que presentan un contenido
significativamente mayor de acido linolénico en El Chaparral, destacando el
descenso de hasta un 26,61% que se produce en Algaida al ser cultivado en Torre

Blanca.
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El 4cido linoleico, por el contrario, esta presente en mayores cantidad en 8
de las variedades de nogal cultivadas en Torre Blanca, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05) entre ambas fincas para las variedades
Amigo, Chico, Franquette y Tehama. Destaca la pérdida de linoleico que se
produce en las variedades Amigo y Tehama en El Chaparral (10,48 y 9,40%,

respectivamente).

Por dltimo indicar que la variedad Amigo es la que presenta mayor
variabilidad en el contenido en acidos grasos en funciéon de la finca en la que es
cultivada, mientras que Sunland tiene una mejor capacidad de adaptacién a las
condiciones edafoclimaticas, pues inicamente presenta diferencias significativas
en el contenido en acido palmitoleico que, como se ha visto, estd presente en

cantidades traza sea cual sea variedad y la finca en la que se cultive.

Apenas existen en la literatura cientifica estudios en los que se ha
investigado la influencia que el 4rea geogréfica tiene sobre el contenido en acidos
grasos de las nueces. Greve et al. (1992), si estudiaron el contenido en AGPI de las
variedades Hartley, Franquette y Ashley en tres localidades diferentes de
California (Davis, Sutter County y Stanislaus County), obteniendo resultados
similares a los presentados aqui, pues se produjeron diferencias significativas en
el contenido en estos acidos en funcién de la localidad en la que se cultivaban; asi,
Franquette presentaba un contenido en AGPI de un 75,0 £ 0,4% en las zonas con

mayores precipitaciones.

En ese mismo estudio compararon el contenido en AGPI de nueces de
origenes distintos (California, Washington, China y Francia), encontrando
igualmente diferencias en funcion de la procedencia; asi, las nueces originarias de
Francia contenian un 64,8% de AGPI, mientras que en California alcanzaban el
74,9%.

Estudios de similares caracteristicas si se han llevado a cabo en otros frutos
secos. Asi, Holaday y Pearson (1974) y Brown et al. (1975), observaron que la
composicion en acidos grasos mayoritarios de los cacahuetes (palmitico, oleico y
linoleico) si se veia afectada por la diferente localizacién del cultivo, no ocurria asi
con los acidos grasos minoritarios. Abdallah et al. (1998), obtuvieron resultados

similares en almendras cultivadas en distintas regiones de California.
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En Tanez, Chahed et al. (2008), observaron como el pistacho presentaba
diferente composicion en &cidos grasos en funciéon de la region donde era
cultivado. Asi, los pistachos cultivados en clima htimedo presentaban un mayor
contenido en palmitico, palmitoleico y linoleico que aquellos cultivados en climas

subéarido y arido, mientras que el contenido en linolénico era mayor en éstas.

Beyhan et al. (2011), estudiaron el efecto que la altitud tenia sobre la
composicion en 4cidos grasos de avellanas y pudieron observar como la altitud
estaba correlacionada con un aumento en el contenido de AGPI y AGMI, mientras
que los AGS decrecian a mayor altitud. Estudios similares en avellanas han
concluido la influencia de las condiciones medioambientales en su perfil lipidico
(Parcerisa et al., 1993; Koyuncu et al., 1997b; Karadeniz & Kiip, 1997; Koyuncu,
2004; Alasalvar et al., 2006 y 2009; Amaral et al., 2006; Matth&dus & Ozcan, 2012).

Borges et al. (2007), igualmente encontraron diferencias en la composicion
en 4cidos grasos de 17 variedades de castafias originarias de Portugal, motivadas

tanto por el genotipo, como por el drea geografica.
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5.3. BIODISPONIBILIDAD IN VITRO DE LAS NUECES

La biodisponibilidad de los compuestos fendlicos de las nueces no ha sido
objeto de estudios in vitro; por el contrario, si existen en la bibliografia cientifica
trabajos en los que se ha estudiado su biodisponibilidad en humanos (Cerd4 et al.,
2005a y b; Tomas-Barberan et al., 2009a y b; Gonzélez-Sarrias et al., 2010).

5.3.1. Biodisponibilidad in vitro de fenoles totales de las nueces

El contenido en fenoles totales de las nueces tras someterlas a una digestion
in vitro descendi6 una media de un 74,1% respecto a su contenido antes de la
misma (953,36 + 206,93 frente a 242,27 + 68,67 mg acido gélico/100 g de nuez de

media antes y después de la digestion, respectivamente) (Figura 5.17).

® Antes de digestion ™ Después de digestion

1200 ~
1000 -
800 -
600 -

400 -

mg de &c. galico/100 g de nuez

200 -

Fenoles Totales

Figura 5.17. Contenido en Fenoles totales antes y después de la
digestion in vitro

No en nueces, pero si en otras matrices alimentarias se han llevado cabo
estudios con resultados en consonancia con los presentados en esta memoria. Asi,
Pérez-Vicente et al. (2002), obtuvieron resultados similares a los nuestros al
determinar la biodisponibilidad in vitro de fenoles totales en zumo de granada. El
zumo después de la digestion presentaba tinicamente el 29% de fenoles respecto
al zumo inicial. Igualmente, Bouayed et al. (2012), obtuvieron pérdidas de hasta el
75% en el contenido en fenoles de la manzana, las mismas que McDougall et al.
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(2007), en col lombarda y Tarko et al. (2009a), en diferentes frutas, mientras que

Fazzari et al. (2008), encontraron pérdidas de entre el 70 y el 74% en cerezas.

Otros autores obtuvieron resultados en los que observaban una menor
biodisponibilidad de fenoles en diferentes alimentos (Dinnella et al., 2007;
Stevenson et al., 2007; Tavares et al., 2012). Es el caso de McDougall et al. (2005a y
b), quienes obtuvieron una biodisponibilidad del 10,3% de fenoles totales en
frambuesas y del 7,2% en vino tinto.

En sentido contrario, Tagliazucchi et al. (2010), obtuvieron una pérdida de
fenoles tnicamente del 37% después de someter a uva a una digestion simulada.
En este dltimo caso en el que la biodisponibilidad de fenoles es mayor hay que
subrayar, por un lado, que sometieron a la uva a una etapa adicional en la que se
simulaba la masticacién y, por otro lado, que el método de medida empleado no
fue el de Folin-Ciocalteu, sino que utilizaron un método enzimatico. De igual
forma, Bouayed et al. (2011), publicaron un porcentaje de recuperacién de fenoles
de entre el 44,6% y el 62,7% en diferentes variedades de manzanas. Mientras que
Cilla et al. (2011), obtuvieron valores de recuperaciéon de fenoles en diferentes

zumos de frutas de entre el 74 y el 96%.

Existen también trabajos en los que se ha mantenido el contenido en fenoles
(Vallejo et al., 2004), e incluso algunos en los que se han encontrado mayores
contenidos en fenoles totales después de la digestion in vitro (Noguer et al., 2008;
Tarko et al., 2009b; Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara & Shahidi, 2012).

Si analizamos el comportamiento de las diferentes variedades tras su
digestion in vitro de forma individual (Tabla 5.17), podemos destacar que los
dializados de Algaida y Amigo son los que presentan una mayor
biodisponibilidad en fenoles totales. Por el contrario, Eureka, que antes de la
digestion era la variedad con un mayor contenido en fenoles (apartado 5.1.1.), es
la variedad que mayor pérdida de estos compuestos presenta.

Tras la digestion in vitro, el dializado de la variedad Algaida es el que
presenta un mayor contenido en fenoles totales de manera significativa (p < 0,05)

frente al resto de variedades.

Chico, que ya antes de la digestiéon in vitro resultaba ser una de las
variedades con menor riqueza en compuestos fenodlicos (apartado 5.1.1.), es el
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genotipo que, de manera significativa (p < 0,05), presenta menor contenido en

fenoles en su dializado.

Tabla 5.17. Contenido en Fenoles totales de las 10 variedades de nueces tras
digestion in vitro 1

Variedad mg acido galico/100 g de nuez £ SD1  Pérdida tras la digestion (%)
Algaida 373,30 £ 20,53 b d e £, 8 b i 63
Amigo 282,62 + 8,822 ¢ defg 62
Chico 144,85 £ 13,67 b d e f, g h i j 81
Eureka 208,46 + 22,32 a,b, ¢, i,j 84
Franquette 199,94 £5,47 a/b.¢ij 77
Payne 197,56 + 33,77 ab, ¢, i,j 79
Pedro 211,72 £ 30,10 & b, ij 75
Serr 203,34 £ 26,61 b, ¢ i j 73
Sunland 302,58 + 34,28 ¢ d e f,gh 70
Tehama 298,29 £ 19,11 d ef,gh 77

1Presenta diferencias significativas (p < 0,05) frente a : 3, Algaida; b Amigo; ¢, Chico; d Eureka;

e, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; I, Serr; i, Sunland; i, Tehama

5.3.2. Biodisponibilidad in vitro de compuestos fenélicos de las nueces

Se han identificado y cuantificado los mismos compuestos fenélicos antes y
después de la digestion in vitro a la que han sido sometida las nueces. Es
importante destacar este hecho, ya que han sido muchos los trabajos en los que
tras la simulacion del proceso digestivo, o bien no han detectado un compuesto
fendlico, o bien han identificado algtin metabolito de éste con estructura diferente
(Bermudez-Soto et al., 2007; Cilla et al., 2009; Gumienna et al., 2011; Bouayed et al.,
2012).

5.3.2.1. Biodisponibilidad in vitro de compuestos flavonoides

Tras someter a las nueces a una digestion in vitro el contenido en

flavonoides descendi6é un 66,5% respecto a su contenido inicial (31,83 + 5,15 frente
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a 10,73 = 3,09 mg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,

respectivamente) (Figura 5.18).

M Antes de digestion ™ Después de digestion
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Figura 5.18. Contenido en Flavonoides totales antes y después de la
digestion in vitro

Todas las variedades no han tenido un mismo comportamiento tras
someterlas a la digestion in vitro (Tabla 5.18).

Asi, las variedades Eureka y Pedro presentan una menor biodisponibilidad
en flavonoides que el resto de variedades, mientras que Algaida es la que
presenta una pérdida menor.

Tras la digestion in vitro, el dializado de la variedad Algaida es el que
presenta un mayor contenido en flavonoides totales de manera significativa (p <
0,05) frente al resto de variedades, excepto frente a Amigo. Destacar que Algaida
también presentaba el mayor contenido en flavonoides al analizar la nuez en
fresco (apartado 5.1.2.1.).

En sentido contrario, Eureka, que ya era una de las variedades que menor
contenido en flavonoides presentaba antes de la digestion (apartado 5.1.2.1.), es la
variedad cuyo dializado contiene menos flavonoides totales de manera

significativa frente al resto de dializados (p < 0,05).
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Tabla 5.18. Contenido en Flavonoides totales de las 10 variedades de nueces
tras digestion in vitro 1

Variedad mg/100 g de nuez £ SD Pérdida tras la digestion (%)
Algaida 19,88 £2,33 ¢ d e f g hij 48
Amigo 19,07 £ 1,20 ¢ d efghij 50
Chico 10,36 £ 0,99 ab.d g 66
Eureka 547 £ 0,43 abcefghij 79
Franquette 9,20+0,78 ab df 64
Payne 11,60 £1,22 ab.deg 69
Pedro 793 +0,79 ab.cdfhi 76
Serr 11,00 £ 2,00 a b, d e g 58
Sunland 11,08 £ 0,25 a b d g 65
Tehama 9,65 £ 0,44 a.b.d 69

1Presenta diferencias significativas (o < 0,05) frente a : 2, Algaida; b, Amigo; ¢, Chico; 9, Eureka;

¢, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; h Serr; i, Sunland; i, Tehama

Si atendemos al comportamiento de cada uno de los flavonoides
identificados de forma individual (Figura 5.19), observamos como todos los
compuestos sufrieron pérdidas después de la digestion in vitro en un rango que
vari6 desde el 58,7% de media que present6 la galocatequina (163,70 £ 12,11 frente
a 67,49 £ 18,50 pg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,
respectivamente) al 76,5% de media que se produjo en epicatequina galato (165,64
+ 18,15 frente a 38,59 + 15,14 ng/100 g de nuez de media).

La catequina present6 una biodisponibilidad in vitro del 39,1% (15,12 + 3,44
frente a 5,89 + 1,88 mg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,
respectivamente), la epigalocatequina galato del 37,5% (61,68 + 20,15 frente a
23,61 + 6,48 ng/100 g de nuez de media), la procianidina B> del 29,3% (15,94 £ 3,19
frente a 4,62 + 1,57 mg/100 g de nuez de media), mientras que la epicatequina
escasamente del 23,1% (365,95 + 12,52 frente a 87,05 + 21,69 ng/100 g de nuez de
media).
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En todos los casos las diferencias entre los flavan-3-oles cuantificados antes

y después de la digestion in vitro son estadisticamente significativas (p < 0,05).

M Antes de digestion ™ Después de digestion M Antes de digestion ™ Después de digestion
o 20 o 400
2 2
g 15 g 300
S 10 S 200
o o
o o
ém 5 2 100
0 0
Catequina Epicatequina
M Antes de digestion ™ Después de digestion M Antes de digestion ™ Después de digestion
N 200 g 200
> =
o 150 2 150
© (e2]
S 100 S 100
S 2
E] 50 2 50
0 0
Epicatequina galato Galocatequina
H Antes de digestion ™ Después de digestion H Antes de digestion ™ Después de digestion
@ 100 N 20
2 2
2 80 s 15
o 60 o
o o 10
S 40 S
2 20 2 5
0 0
Epigalocatequina galato Procianidina B2

Figura 5.19. Contenido en Flavonoides antes y después de la digestion in vitro

Diferentes estudios han obtenido resultados similares a los nuestros en otras
matrices alimentarias. Cilla et al. (2009), en un estudio en el que comparaban la
biodisponibilidad in vitro de los polifenoles de diferentes zumos encontraron

pérdidas entre el 64,5y el 70,1% en el contenido en flavan-3-oles.
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Record y Lane (2001) y Green et al. (2007), también publicaron resultados
similares a los presentados en esta memoria, con pérdidas de alrededor del 80%

en el contenido en distintas catequinas en diferentes preparados de té.

Laurent et al. (2007), obtuvieron datos en consonancia con estos trabajos vy,
por tanto, con nuestros resultados, ya que tanto catequina, como epicatequina y
procianidina B> descendian tras la digestion in vitro de piel procedente de uva en

un 44%, un 85% y un 100%, respectivamente.

Bermudez-Soto et al. (2007), obtuvieron pérdidas de un 19,3% en el
contenido en flavan-3-oles de bayas de Aronia tras la digestién in vitro y de un

58% en la biodisponibilidad del patron de catequina.

Bouayed et al. (2011), obtuvieron una recuperacién del 44% en el contenido
en flavonoides tras someter a diferentes variedades de manzana a una digestién
in vitro, justificando las pérdidas por la inestabilidad que presentan las
antocianinas en el medio alcalino del intestino. Mientras que Tagliazucchi et al.

(2010), observaron una biodisponibilidad de los flavonoides de la uva del 56,1%.
Neilson et al. (2007), estudiaron la biodisponibilidad in vitro de diferentes

catequinas, obteniendo pérdidas entre el 71-91% en epigalocatequina galato, entre
el 72-100% en epigalocatequina y entre el 60-61% en epicatequina galato. Sin

embargo, catequina y epicatequina obtuvieron pérdidas de tan s6lo un 8%.

Un estudio llevado a cabo por Mullen et al. (2008), puede ayudar a justificar
en el alto contenido en grasa de las nueces la escasa biodisponibilidad que han
presentado los diferentes flavonoides en nuestro trabajo; en dicho estudio
observaron como a las dos horas de su consumo, la excrecion de metabolitos de
antocianinas procedentes de fresas era menor cuando éstas se consumian junto a
nata que cuando se comian solas, justificando sus resultados en que el contenido

graso de la nata retrasaba el transito intestinal de las antocianinas.

En sentido contrario, Ortega et al. (2009), no solo no encontraron pérdidas,
sino que el contenido en catequina y epicatequina era mayor en la fraccién
biodisponible del cacao, planteando la hipétesis del papel protector que la grasa

podia tener al formar estructuras micelares durante la digestion enzimaética.

La poca biodisponibilidad in vitro que presentan los flavonoides,
principalmente procianidina B>, puede deberse igualmente a su naturaleza

polimérica y su alto peso molecular, que hacen dificil su absorcién a través de la
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barrera intestinal (Spencer et al., 2001; Manach et al., 2004 y 2005; Serrano et al.,
2009; Fernandes et al., 2012). Asi, Deprez et al. (2001), observaron como las
proantocianidinas poliméricas, por su alto peso molecular, se absorbian 10 veces
menos que las monoméricas y diméricas en un estudio en el que se realizé6 una
digestion in vitro con células Caco-2. Baba et al. (2002), Donovan et al. (2002),
Nakamura y Tonogai (2003) y Tsang et al. (2005), obtuvieron resultados similares
en los que el grado de polimerizacién de las procianidinas hacia que no fueran

absorbidas por ratones alimentados con extractos de uva.

Zhu et al. (1997), atribuyeron al pH alcalino del intestino delgado la
degradacion de las catequinas procedentes del té (epicatequina, epicatequina
galato, epigalocatequina y epigalocatequina galato) y, en consecuencia, su pobre
absorciéon. Asi mismo, Chen et al. (2001), en un estudio en el que evaluaban la
estabilidad de las catequinas del té en medios acidos y alcalinos, observaron una
fuerte degradacion de éstas, lo que permitiria explicar la pobre absorcion

encontrada en nuestro estudio.

Spencer et al. (2000) y Zhu et al. (2002), observaron como las procianidinas
del cacao se hidrolizaban a diferentes mondmeros y dimeros o se isomerizaban
como consecuencia de las condiciones acidas que se dan en el estomago (pH 2) o,
incluso, por las condiciones alcalinas a nivel intestinal (pH 6). Esto podria explicar
las pérdidas del 66,4% que se han producido en el contenido en procianidina B

después de someter a las nueces a la digestion in vitro.

Los estudios llevados a cabo por Kahle et al. (2007 y 2011), también apoyan
nuestros resultados, pues observaron cémo, tras una digestion simulada de
manzanas, el medio 4cido del estémago degradaba la mayoria de las catequinas,
mientras que en presencia de los jugos duodenales se isomerizaban. Rios et al.
(2002), por el contrario, no encontraron diferencias en el perfil fendlico del cacao

tras soportar las condiciones dcidas del estomago.

Rzeppa et al. (2012), han observado una pobre excrecién via urinaria de
procianidinas (del orden del 0,02%) administradas a través de la dieta a cerdos,

caracterizados por tener un tracto gastrointestinal similar al de humanos.

Si analizamos cémo ha afectado el proceso de digestion in vitro al contenido
en cada uno de los flavan-3-oles en las diferentes variedades (Tablas 5.19a y

5.19b), podemos destacar que cada compuesto presenta una mayor o menor
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biodisponibilidad in vitro en funcién de la variedad. Asi, el dializado de Serr es el
que presenta menores pérdidas en catequina, el de la variedad Pedro en
epicatequina, Algaida presenta menores pérdidas en epicatequina galato y

procianidina B, y Amigo en galocatequina y en epigalocatequina galato.
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Por el contrario, el dializado de Eureka es el que presenta una menor
biodisponibilidad de catequina (12%). Epicatequina, epicatequina galato y
epigalocatequina galato son menos biodisponibles en la variedad Tehama,
mientras que galocatequina presenta menor biodisponibilidad en la variedad Serr
y procianidina Bz en Pedro.

Tras la digestion la variedad Amigo sigue siendo la que mayor contenido en
catequina presenta de todas las variedades, el dializado de Pedro es el mas rico en
epicatequina, nuevamente Amigo es el genotipo cuyo dializado tiene mds
cantidad de epicatequina galato y de galocatequina, mientras que
epigalocatequina galato y procianidina Bz se encuentran en mayor proporciéon en

el dializado de Algaida de manera significativa (p < 0,05).

En sentido contrario, el dializado de Eureka presenta los contenidos mas
bajos en catequina, el de la variedad Tehama en epicatequina y en
epigalocatequina galato, el de Pedro en epicatequina galato y en procianidina B,
mientras que las menores cantidades de galocatequina se encuentran en Serr de

forma significativa (p < 0,05).

5.3.2.2. Biodisponibilidad in vitro de compuestos fenélicos no flavonoides

Después de la digestién in vitro el contenido en compuestos fenodlicos no
flavonoides descendié un 78,8% respecto a su contenido inicial (97,64 + 27,97
frente a 19,92 + 5,98 mg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,

respectivamente) (Figura 5.20).
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Figura 5.20. Contenido en compuestos fenélicos No Flavonoides totales

antes y después de la digestion in vitro

Al igual que ocurre con el contenido en flavonoides totales, no todas las

variedades han tenido un mismo comportamiento tras someterlas a la digestion in
vitro (Tabla 5.20).

Tabla 5.20. Contenido en compuestos fendlicos No Flavonoides totales de las
10 variedades de nueces tras digestion in vitro 1

Variedad mg/100 g de nuez £ SD Pérdida tras la digestién (%)
Algaida 32,68 £ 6,33 b.cefighij 71
Amigo 19,56 £ 0,69 @ d.f 5] 68
Chico 22,44 +2A45adij 72
Eureka 25,97 + 3,00 bcef g hj 81
Franquette 14,42 +257adij 83
Payne 16,40 £ 3,38 a,b,d,h 84
Pedro 17,34 £1,27 ab.d hi 80
Serr 12,93+ 0,48 abcdfgi 80
Sunland 21,44 +1,15abceghj 81
Tehama 15,97 £1,59 a /b, c d i 88

1Presenta diferencias significativas (o < 0,05) frente a : 2, Algaida; b, Amigo; ¢, Chico; 9, Eureka;

¢, Franquette; f, Payne; 8, Pedro; I, Serr; i, Sunland; j, Tehama
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Asi, la variedad Tehama presenta una menor biodisponibilidad en
compuestos fenodlicos no flavonoides que el resto de variedades, mientras que
Amigo es la que presenta una pérdida menor en estos compuestos tras su
dializado.

Tras la digestién in vitro, el dializado de la variedad Algaida es el que
presenta un mayor contenido en compuestos fenélicos no flavonoides totales de
manera significativa (p < 0,05) frente al resto de variedades, excepto frente a

Eureka.

Serr, que antes de su digestién ya se caracterizaba por su escaso contenido
en estos compuestos, es la variedad cuyo dializado presenta menor cantidad de

compuestos fendlicos no flavonoides.

Si atendemos al comportamiento de cada uno de los compuestos fenélicos
no flavonoides identificados de forma individual (Figura 5.21), observamos como
todos sufrieron pérdidas después de la digestion in vitro en un rango que varié
desde el 70,6% de media que present6 el acido clorogénico (4,87 + 1,70 frente a
1,43 + 0,59 mg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,
respectivamente) al 81,4% de media que present6 el acido eldgico (45,95 + 17,13
frente a 7,98 £ 2,52 mg/100 g de nuez de media).

Los acidos galico, p-cumérico y siringico presentaron una biodisponibilidad
in vitro muy parecida, del 27,4% en el primero de ellos (15,40 + 3,07 frente a 4,15 +
1,16 mg/100 g de nuez de media antes y después de la digestion,
respectivamente), del 23,1% en el caso del acido p-cumarico (194,35 + 43,04 frente
a 45,86 £ 22,02 ng/100 g de nuez de media) y del 22,5% en el 4cido siringico (31,21
+ 9,24 frente a 6,32 £ 1,77 mg/100 g de nuez de media).

En todos los casos las diferencias entre los d&cidos fendlicos e
hidroxicindmicos cuantificados antes y después de la digestion in vitro son

estadisticamente significativas (p < 0,05).

Hay que subrayar que tanto el acido elagico, como el &cido siringico son los
compuestos fendlicos mayoritarios en el dializado de las nueces, tal y como

sucedia antes de someter a éstas a la digestion in vitro.
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Figura 5.21. Contenido en compuestos fenélicos No Flavonoides antes y después de la
digestion in vitro

Resultados similares a los presentados en esta memoria obtuvieron Gil-
Izquierdo et al. (2002), quienes observaron que el acido elagico tan sélo era
biodisponible un 6,17 y un 5,89% en fresa y mermelada de fresa, respectivamente,

en ensayos in vitro.

Bouayed et al. (2012), también observaron pérdidas de entre el 72,5 y el
88,2% en el contenido en acido clorogénico y entre el 31,5 y el 46,1% en el
contenido en &4cido p-cumdrico en manzana sometidas a digestion in wvitro,

posiblemente debidas a su degradacion provocada por los acidos biliares y la
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pancreatina. Liang et al. (2012), obtuvieron pérdidas préximas al 90% en el

contenido en acidos fendlicos en moreras.

Del mismo modo, Cerezo et al. (2010), cuantificaron pérdidas
significativamente estadisticas (o < 0,01) en el contenido en acidos
hidroxibenzoico, elagico y p-cumadrico de muestras de fresas. A su vez, Cilla et al.
(2009), encontraron pérdidas de alrededor del 52% en el contenido en &cido
clorogénico de zumos hechos a base de concentrados de uva, naranja y
albaricoque; si bien, las pérdidas en el contenido acidos hidroxicinamicos totales
bajaron al rango 36-45%. Tagliazucchi et al. (2010), observaron una

biodisponibilidad in vitro de compuestos no flavonoides en uva del 67,7%.

Por el contrario, diferentes estudios han observado un incremento en el
contenido en diferentes compuestos no flavonoides (4cidos clorogénico, vanilico,
cafeico, siringico, feralico y cumarico) después de someter a distintos alimentos a

una digestién in vitro (Bermtdez-Soto et al., 2007; Ortega et al., 2009).

A pesar de la escasez de estudios sobre la biodisponibilidad de los acidos
hidroxicinamicos, es conocido que cuando se ingieren en su forma libre son
facilmente absorbibles en el intestino delgado y se conjugan (principalmente se
glucuronizan) de la misma forma que los flavonoides (Clifford, 2000; Cremin et
al., 2001).

La escasa biodisponibilidad del 4cido clorogénico obtenida (29,4%) est4 en
consonancia con los estudios llevados a cabo in vivo por Williamson y Stalmach
(2012), quienes observaron coémo este acido presentaba una alta absorcién tras su
metabolizaciéon por las bacterias coldnicas, pero muy baja en su forma intacta.
Otros estudios in vivo en los que se evaluaba la absorcion y el metabolismo del
acido clorogénico demostraron su pobre absorcién en su forma original (Azuma
et al., 2000; Olthof et al., 2001; Gonthier et al., 2003).

Nardini ef al. (2002), en un estudio en el que analizaban la absorcién in vivo
de 4cidos fendlicos presentes en el café, observaron como el acido clorogénico no
era absorbido en plasma en su forma original o lo era en cantidades traza,
inferiores a los limites de detecciéon del método empleado. Tampoco obtuvieron
cantidades detectables de &cido p-cumarico. Si encontraron, por el contrario,

cantidades considerables de acido cafeico en plasma, lo que podria deberse a la
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hidrdlisis que el 4cido clorogénico sufre en el tracto gastrointestinal por la accién

de esterasas citosdlicas en la mucosa intestinal.

Los resultados obtenidos en la presente tesis podrian igualmente justificarse
por los efectos de la matriz alimentaria (la nuez) sobre la biodisponibilidad de los
polifenoles. En la literatura cientifica se pueden encontrar numerosos estudios en
los que se demuestra la existencia de interacciones directas entre los polifenoles y
algunos componentes de los alimentos que afectan de forma positiva o negativa
en la absorcién de los primeros (Wegrzyn et al., 2008; Couzinet-Mossion et al.,
2010; Freeman et al., 2010; Hidalgo et al., 2010; Ferruzzi et al., 2012; Ioannou et al.,
2012; Sivam et al., 2012).

En este sentido Pérez-Jiménez et al. (2009b), observaron como la fibra no
afectaba a la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos, pero si retrasaba su
absorcion. Estos resultados podrian justificar la escasa biodisponibilidad que han
presentado los compuestos fenélicos, ya que el proceso de digestion in vitro duré
escasamente dos horas y, por otro lado, las nueces son una importante fuente de
fibra, con un contenido de 6,7 g/100 g (USDA, 2010a). Existen mds estudios en la
literatura cientifica recogidos recientemente por Palafox-Carlos et al. (2011), que
coinciden en afirmar el papel que juega la fibra en la ralentizacién del proceso de

absorcion de los compuestos fenoélicos.

McDougall et al. (2005a) justificaron parte de los resultados obtenidos en un
estudio en el que analizaban la biodisponibilidad in vitro de los compuestos
fendlicos de la frambuesa, en los complejos insolubles que se formaban entre los
elagitaninos (principales polifenoles de la frambuesa) y las proteinas en la mezcla
de enzimas pancreaticas. Estos resultados se encuentran en consonancia con los
nuestros; los elagitaninos, compuestos fendlicos mayoritarios en las nueces
analizadas (apartado 5.1.2.2.), presentaron pérdidas del 81,4% tras someter a éstas

a la digestion in vitro (Figura 5.21).

Ademés, los efectos indirectos que los alimentos pueden provocar sobre
diversos pardmetros de la fisiologia intestinal (pH, fermentaciones intestinales, la
excrecion biliar, el tiempo de transito, etc.) pueden tener consecuencias sobre la

absorcion de los polifenoles (Manach et al., 2004).



RESULTADOS Y DISCUSION 197

Si bien, seria necesario llevar a cabo investigaciones mdas profundas que
confirmasen el efecto que estos factores pudieran tener sobre la biodisponibilidad

de los compuestos fendlicos presentes en las nueces.

Si analizamos como ha afectado el proceso de digestion in vitro al contenido
en cada uno de los compuestos fendlicos no flavonoides en los distintos genotipos
de nueces (Tablas 5.21 y 5.22), podemos destacar que tanto los acidos fendlicos,
como los acidos hidroxicindmicos presentan distinta biodisponibilidad in vitro en

funcién de la variedad.
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Asi, los acidos galico y eldgico son mdas biodisponibles en la variedad
Amigo (49 y 38% de media, respectivamente), el acido siringico y el &acido
clorogénico en la variedad Sunland (31% y 44% de biodisponibilidad media,
respectivamente), mientras que la biodisponibilidad in vitro del acido p-cumaérico

es mayor en Eureka (47%).

En sentido contrario, Sunland presenta la menor biodisponibilidad in vitro
en dos de los compuestos fenélicos mayoritarios en nueces; los acidos galico y
elagico son escasamente biodisponibles en un 14 y un 9%, respectivamente (13,77
+ 1,33 frente a 1,92 + 0,38 mg de ac. gélico/100 g de nuez de media y 56,31 + 11,83
frente a 5,06 + 1,06 mg de ac. elagico/100 g de nuez de media antes y después de
la digestion, respectivamente). Sunland también es la variedad que presenta
menor biodisponibilidad in vitro en acido p-cumarico (260,65 + 18,04 frente a 36,49

+2,52 ug/100 g de nuez de media, en la nuez y en el dializado, respectivamente).

El &cido siringico es menos biodisponible cuando estd presente en la
variedad Eureka (10%), mientras que el 4cido clorogénico presenta menor
biodisponibilidad en Serr (17 %).

5.3.3. Actividad antioxidante del dializado de las nueces

Tras someter a las nueces a una digestion in vitro se ha medido la actividad
antioxidante del dializado a través de los métodos DPPH, ABTS y ORAC.

En la Figura 5.22 podemos observar la pérdida de actividad antioxidante
que se ha producido en las nueces después de la digestion in vitro. En ella vemos
como a través del método ABTS se produce un descenso en la actividad
antioxidante del 77,3% (156,16 + 32,67 frente a 35,90 £ 18,80 uM Equivalentes de

Trolox/g de nuez, antes y después de la digestion respectivamente).
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Figura 5.22. Actividad antioxidante antes y después de la digestién in vitro

La menor caida se produce al determinar la actividad antioxidante del
dializado de las nueces a través del método ORAC (67,7%). El1 DPPH de los
dializados present6 un caida del 69,2% respecto a la medida antes de la digestién
in vitro de las nueces.

En todos los casos las diferencias entre la actividad antioxidante antes y

después de la digestion in vitro son estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Como pudimos observar en el apartado 5.1.3.1. de la presente memoria, la
actividad antioxidante, medida por los métodos DPPH, ABTS y ORAC, y el
contenido en fenoles totales tenian una fuerte correlaciéon (con R > 0,9 en todos los
casos, p < 0,05). Esto nos permite entender la caida de actividad antioxidante
producida tras someter a las nueces a la digestiéon simulada, ya que, como hemos
observado (Figura 5.17), los fenoles totales tras la digestiéon han presentado una
biodisponibilidad del 25,9%.

Son diversos los trabajos publicados en consonancia con nuestros
resultados. Asi, Perales et al. (2008), obtuvieron valores de ABTS y ORAC en
diferentes zumos de frutas infantiles significativamente (p < 0,05) menores
después de someterlos a una digestion gastrointestinal in vitro (alrededor del 19%

de la actividad antioxidante inicial).

En un estudio llevado a cabo en fresas, Cerezo et al. (2010), obtuvieron
valores de actividad antioxidante significativamente mds bajos después de
someterlas a digestion. En concreto, mediante el método ORAC alcanzaba
alrededor del 50% respecto al extracto de fresas sin digerir, siendo mayor la
pérdida si el método empleado era el FRAP (alrededor del 60%).

Tavares et al. (2012), determinaron la pérdida de un 84% en la actividad

antioxidante de moras medida por el método ORAC.

Record y Lane (2001), obtuvieron pérdidas més moderadas en la actividad

antioxidante de extractos de té verde y negro (alrededor del 25%).

Sin embargo, otros autores han publicado resultados en los que aumentaba
la actividad antioxidante de diferentes alimentos como zumos, pan y mijo, tras
someter a éstos a una digestion simulada (Gawlik-Dziki et al., 2009; Cilla et al.,
2011; Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara & Shahidi, 2012).

Si analizamos como ha afectado el proceso de digestion in vitro al potencial
efecto antioxidante de los distintos genotipos de nueces (Tabla 5.23), podemos
destacar como el dializado de la variedad Amigo es el que presenta mayores
pérdidas de DPPH (130,58 + 1545 frente a 27,42 * 3,24 pM Equivalentes de

Trolox/g de nuez en la nuez entera y en el dializado, respectivamente).
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Sunland y Tehama presentan las mayores pérdidas cuando el método
empleado es el ABTS, mientras que al utilizar el método ORAC es nuevamente el
dializado de Tehama el que tiene una mayor caida (265,43 + 23,15 frente a 58,39 +
5,09 uM Equivalentes de Trolox/g de nuez en la nuez entera y en el dializado,
respectivamente). Precisamente son Sunland y Tehama las variedades que han
presentado una menor biodisponibilidad de compuestos fenélicos mayoritarios
en nueces, lo que explicaria la mayor caida producida de actividad antioxidante.

Al analizar los resultados obtenidos tanto en fenoles totales, como en los
diferentes compuestos fenodlicos cuantificados y la actividad antioxidante se
observa una importante pérdida (del orden del 58-81%) en todos los casos al
someter a las nueces a una digestion in vitro. Estos resultados pondrian en
entredicho los efectos saludables derivados del contenido fendlico de las nueces,
pues in vitro demuestran tener una escasa absorciéon. Sin embargo la extrapolaciéon
de resultados in vitro no ha sido muy estudiada. Es por ello por lo que seria
necesario llevar a cabo estudios in vivo que confirmasen o no esta escasa

capacidad de absorcién de los polifenoles presentes en las nueces.

En este sentido existen numerosos estudios in vivo que han demostrado que
se producen pérdidas tanto en el contenido en fenoles, como en la actividad
antioxidante, debidas a la degradacion o metabolizacion que sufren los
compuestos fendlicos en el intestino. Asi, Lotito y Frei (2004), observaron como la
actividad antioxidante de un extracto de manzana era mucho mayor que cuando
se analizaba el poder antioxidante en plasma tras la ingesta de la fruta, y
justificaban esta pérdida por la baja absorcién de los compuestos fenélicos y por
su metabolizacion por la microflora del colon a compuestos con menor capacidad

antioxidante.

Cherubini et al. (1999) y Caccetta et al. (2000), llevaron a cabo estudios
similares con extractos de té y con vino tinto, respectivamente, y obtuvieron
resultados similares. Observaron que a pesar de la alta actividad antioxidante que
presentaban los extractos de té y vino in vitro, en plasma no tenian efecto

protector frente a la peroxidacion lipidica, dada su baja absorcién.
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Cerda et al. (2003), detectaron solamente entre el 3 y el 6% del elagitanino
punicalagina, bien en su forma original, o bien bajo la forma de algtin metabolito,
en la orina o los excrementos de ratones tras administrarles una dieta enriquecida
en este compuesto fendlico. Y concluyeron que la punicalagina habia sido
metabolizada a compuestos no detectables mediante HPLC.

Asi mismo, Cerdd et al. (2004), observaron como el 4cido eldgico y la
punicalagina, presentes en el zumo de granada, no se encontraban en el plasma
de individuos sanos después de la ingesta de 1 litro de zumo cada unos de los 5
dias del ensayo (equivalente a 4,4 g de punicalagina al dia) y, si por el contrario,
detectaron la presencia de sus metabolitos, como los derivados de la urolitina B,
con escasa actividad antioxidante in vivo. Este mismo grupo de investigacion llevé
a cabo un ensayo similar en el que administraban diferentes matrices alimentarias
ricas en elagitaninos a 40 voluntarios sanos, entre ellas las nueces, obteniendo
resultados similares, ya que, si bien aquellos voluntarios que tomaron nueces
fueron los que presentaron una mayor excrecion de elagitaninos (derivados de
urolitina B), la cantidad excretada y, por tanto, absorbida era mucho menor a la
ingerida (Cerda et al., 2005b).

Lee et al. (2002), al estudiar la farmacocinética de de diferentes catequinas
procedentes de té verde, observaron que sélo entre el 3 y el 10% aparecian en

orina bajo su estructura original.

En sentido contrario, Nielsen et al. (2002), obtuvieron una correlacién
positiva entre la ingesta y la excrecién por orina de diferentes flavonoides

presentes en frutas y verduras (R = 0,35; p< 0,05).
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6. CONCLUSIONES

Caracterizacion del perfil fendlico de 10 genotipos de nueces cultivados en
la Regiéon de Murcia y su actividad antioxidante in vitro, e influencia de los

factores edafoclimaticos en estos pardmetros.

1. Todas las variedades de nogal estudiadas presentan un alto contenido en
compuestos fenoélicos, destacando los genotipos Eureka y Tehama. Los
acidos fendlicos son el grupo mayoritario en las nueces, destacando los
acidos elagico y siringico. Son Eureka y Tehama las variedades que
presentan un mayor contenido en estos dos compuestos. Los flavonoides
catequina y procianidina B, son los mayoritarios en el fruto, constituyendo
casi el 98% de todos los identificados. Las variedades Algaida, Amigo y

Payne son las que presentan un mayor contenido en estos compuestos.

2. Todas las variedades de nogal presentan una alta actividad antioxidante in
vitro cualquiera que sea el método de anadlisis utilizado. El método ORAC
fue el que reprodujo mayores valores de actividad antioxidante y el mas
preciso. Eureka y Tehama son las variedades que presentan una mayor
actividad antioxidante con todos los métodos empleados. Existe una fuerte
relacién entre el contenido en compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante in vitro, siendo alta para los acidos fendlicos y baja para los
flavan-3-oles.

3. Las condiciones climatolégicas caracterizadas por temperaturas mas

suaves y mayores precipitaciones afectan positivamente al contenido en

compuestos fendlicos y a la capacidad antioxidante en las nueces.

Caracterizacion del perfil lipidico de 10 genotipos de nueces cultivados en
la Region de Murcia, y la influencia de los factores edafoclimaticos en ésta.

4. Existe un alto contenido de grasa en todas las variedades de nueces

estudiadas, no existiendo diferencias entre las mismas. Los &cidos grasos
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poliinsaturados son los componentes lipidicos mayoritarios, destacando el

contenido de 4cido linoleico en todas las variedades estudiadas.

Las condiciones climatolégicas no afectan de forma general al contenido

en acidos grasos de las nueces.

Biodisponibilidad de los componentes de la fracciéon fendlica de las nueces

en un modelo de digestion in vitro.

6. Encontramos una baja biodisponibilidad in vitro de los compuestos

fendlicos en las variedades de nueces estudiadas. Los genotipos Algaida y
Amigo presentan la mayor biodisponibilidad de compuestos fenélicos,
mientras que Eureka y Tehama presentan la menor biodisponibilidad.
Asimismo, la actividad antioxidante de las variedades tras la digestion in
vitro es mucho menor que en la muestra de partida. Los compuestos no
flavonoides presentes en las nueces son menos biodisponibles que los
flavan-3-oles, destacando la pérdida en elagitaninos que se produce tras

someter a las nueces a la digestion in vitro.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Analisis de suelo en extracto de saturaciéon en finca el chaparral

PROCEDENCIA . .... El Chaparral
TRATAMIENTO . 0
HORIZONTE ...occocovtmnivsrsmirioi 15-30 cm
GRANULOMETRIA TEXTURA (U.S.D.A)
ARENA 34,38 % Franco-Arcillosa
LIMO. . 27,84 %
ARCILLA 37,78 %
MUY MUY
ACIDO  ACIDO  NEUTRO ALCALINO ALCALINO
55 65 75 85
pH EN EXTRACTO SATURADO 7,78 >>>>555555555555 55555555 S>>
PORCENTAJE DE SATURACION 3547 % ALGO MUY
NOSALINC SALINO ~ SALINO ~ SALINO
1 2 4 8
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA 1,73 dS/m [oo>somo>ooo5>>
SOLUBLES
Extraidos en la pasta saturada MUY BAJO BAJO NORMAL ALTO MUY ALTO
CARBONATOS ..corrererrirsvsisies 0,00 meq/! 000/ | [ [ [ [ |
2 25 5 19
BICARBONATOS ... 1,46 meq/l 009g/l [ | [ [ [ |
0,2 5 10 100
CLORUROS ..corerrcrisinssessessnsiens 1,44 meq/l 005 gr/l  [>>o>5>>5>5>> [ [ [ |
NITRATOS w.cocrrrrcrrnseserissese 0,03 meq/l 000g/1 | [ [ [ [ |
NITRITOS oot 0,00 meq/1 0,00 ppm | [ [ [ [ |
10 30 100 200
0] 8N o 15,00 megq/l 0,72 gt/ [Pooo>>e>>>> [ [ [ |
FOSFATOS oo 0,00 meq/1 000 g/l | [ [ [ [ |
BROMURO . 0,00 meq/! 0,00 ppm | [ [ [ [ |
FLUORURO w..orvrvvserscrensersrsnnscns 0,00 meq/! 0,00 ppm | [ [ [ [ |
ANIONES TOTALES ....ccooorse 17,93 meq/l
0,6 3 10 50
£10)0) [« 2,30 meq/l 005 g/l [ooe>me>e>>> | [ [ |
2 6 10 50
|07 V.X:] (€ 1,29 meq/l 005/l [>>>> | [ [ [ |
50 80 90 150
[\ T e SO 10,69 meq/l 021 g1 [>> [ [ [ [ |
10 25 30 50
MAGNESIO ...oocorerrnmrnscnsossesinsos 3,27 meg/l 004 g/l [>> [ [ [ [ |
CATIONES TOTALES............ 17,56 meq/1
CLORURO SODICO ....ccoorrrivsviriois 0,08 gr/l

SALES TOTALES .....ocooeiirieiiiiiiiiinns 1,11 gr/l
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COMPLEJO DE CAMBIO MUY BAJO BAJO NORMAL ALTO MUY ALTO

Extraidos en ACNH4
0,2 0,5 0,75 1,25

0,16 meq/100 gr |>>>>>> | | ‘

0,3 0,6 0,9 1,3

POTASIO 1,13 meq/100 g 441 ppm |>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> ‘
4,5 9 10,5 12

CALCIO 8,53 meq/100 gr |>>>>>>>>>>>>>>>>> I I I ]
0,75 1,5 2,25 3

MAGNESIO 0,84 meq/100 gr T [ | |
5 10 25 40

C.C.C. e 10,65 meq/100 gr |>>>>>>>>>>>>>>>>>>> | | | ‘
3 6 10 15

CALIZA ACTIVA 15,88 % |>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> I ]
5 10 25 50

CARBONATOS TOTALES .......cccccoeunne 43,67 % |>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> l ‘
1,25 2 3 4

MATERIA ORGANICA TOTAL ........... 0,97 % [p>>>>>>> [ |

M.O. FACILMENTE OXIDABLE ......... 0,74 %

CARBONO ORGANICO TOTAL ......... 0,56 %

NITROGENO ORGANICO (Kjeldahl) . 0,09 %

RELACION CARBONO/NITROGENO 6,10
10 25 45 70

FOSFORO (Olsen) 25,30 ppm SESSSSSSSSSSSSSSSS>>
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Anexo 2. Analisis de suelo en extracto de saturacion en finca torre blanca

PROCEDENCIA . ... Torre Blanca
TRATAMIENTO . 1
HORIZONTE ...covovescerserssneeserssnes 20-40
GRANULOMETRIA TEXTURA (U.S.D.A)
ARENA 31,77 % Franco Arcilloso
LIMO. 32,53 %
ARCILLA «.cooctcrnscnsvssesssssessssiecs 35,7 %
MUY MUY
ACIDO  ACIDO  NEUTRO ALCALINO ALCALINO
5,5 65 7,5 8,5
pH EN EXTRACTO SATURADO 7,8 D
PORCENTAJE DE SATURACION 34,85 % ALGO MUY
NOSALING SALINO ~ SALINO  SALINO
1 2 4 8
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA 2,59 dS/m >>>>55555>555555>5>>>
SOLUBLES........occvuuirannnnnrisannsneneninns
Extraidos en la pasta saturada MUY BAJO BAJO NORMAL ALTO MUY ALTO
CARBONATOS s 0,00 meg/1 000 gl | [ [ [ [ |
2 25 5 19
BICARBONATOS .....oooccorirrrrrricores 0,69 meq/1 004 gr/l > [ | [ [ |
02 5 10 100
CLORUROS ... 6,94 meq/1 0,25 gr/l |>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> | | |
NITRATOS wcorererrrnnenessnsensernsn 10,72 meq/1 067 g/l | [ | | | |
NITRITOS cverrrcrscnsernsnscssesnsn 0,38 meq/! 1764 ppm | [ | [ [ |
10 30 100 200
1) 07N (o) S 9,08 meq/l 044 gl [oeeee>> | [ [ [ |
FOSFATOS oo 0,00 meq/l 000 g/l | [ [ [ [ |
BROMURO .. 0,00 meq/! 0,00 ppm | [ | | | |
FLUORURO w..coerrrrcresnscnsernsn 0,00 meq/! 0,00 ppm | [ | | | |
ANIONES TOTALES ......occoneue 27,81 meg/l
0,6 3 10 50
SODIO 4,63 meq/l 0,11 gr/l |>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> | | |
2 6 10 50
03 VX:3 SO 1,02 meq/l 004 g/l o> ] | [ [ |
50 80 90 150
CALCIO 13,43 meg/l 027 g/l [ [ [ [ [ |
10 25 30 50
MAGNESIO .covserereseenscerssnessenssns 5,70 meq/1 007 g/l P> ] [ [ [ |
CATIONES TOTALES .....oocer 24,77 meg/l
CLORURO SODICO ....ovrrrrrvrrrrveerreeeenennnes 0,41 gr/l

SALES TOTALES ......coovvoiiieinieiicieiens 1,66 gr/l
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COMPLEJO DE CAMBIO
Extraidos en ACNH4

SODIO

POTASIO

CALCIO

MAGNESIO ..o

C.C.C.

CALIZA ACTIVA ...oovvvvenrveenrrreensronns
CARBONATOS TOTALES ..................
MATERIA ORGANICA TOTAL ..........
M.O. FACILMENTE OXIDABLE .........
CARBONO ORGANICO TOTAL .........

NITROGENO ORGANICO (Kjeldahl) .

RELACION CARBONO/NITROGENO

FOSFORO (OISN) .ooovvvvvnreeesnrevesanennns

0,27 meq/100 gr

0,84 meq/100 g

6,93 meq/100 gr

1,87 meq/100 gr

9,91 meq/100 gr

13,68 %

46,42 %

0,88 %
0,67 %
0,51 %

0,05 %

10,36

329 ppm

MUY BAJO BAJO NORMAL ALTO MUY ALTO

0,2 0,5 0,75 1,25
|>>>>>>>>>>>> | | |
0,3 0,6 0,9 1,3
|>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> | |
45 9 10,5 12
|>>>>>>>>>>>>>> | | |
0,75 1,5 2,25 3
|>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> I I |
5 10 25 40
|>>>>>>>>>>>>>>>>> | | |
3 6 10 15
|>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> l |
5 10 25 50

|>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> | |

1,25 2 3 4

|>>>>>>>> | |

10 25 45 70
SSSSSOSSSSSSSOOSSSISSISSSSSSIISSSSSSOHS>>|










