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RESUMEN

La almendra y nuez pecana son alimentos funcionales, cuyo consumo habitual puede prevenir el desarrollo de numerosas
enfermedades cronico-degenerativas. Los compuestos fendlicos (CF) son algunos de los que poseen mayor actividad
bioldgica en estos frutos secos, pero su identificacion y caracterizacion siempre representa un reto analitico. El objetivo del
presente trabajo fue caracterizar el perfil de los CF, mediante HPLC acoplado a espectrometria de masas en tindem (MS/
MS) de dos tipos de extractos de nuez pecana y almendra, un extracto etandlico y uno acetdnico. Se identificaron, mediante
HPLC acoplado a espectrometria de masas de alta resolucion (Q-TOF), 29 compuestos en almendra (22 estuvieron en el
extracto acetonico y 24 en el etandlico) y 43 en nuez pecana (39 en el acetonico y 37 en el etandlico). La identidad de 6
compuestos de la almendra y 20 de nuez pecana se confirmé mediante el analisis de sus patrones de fragmentacion en el
modo MS/MS del equipo. El perfil de los CF fue claramente diferente entre almendra y nuez, pero muy parecido entre
ambos tipos de solventes empleados (acetona y etanol), para un mismo fruto seco. En la almendra predomind la presencia
de flavonoles y flavanonas, mientras que en nuez pecana predominaron taninos hidrolizables (sobre todo elagitaninos y
derivados simples del acido elagico) y condensados (hasta tetrameros). En este estudio se describe por primera vez la
identificacion de tres elagitaninos en nuez pecana.

Palabras Clave: alimentos funcionales, frutos oleaginosos, taninos condensados, taninos hidrolizables, flavonoides.

Identification of phenolic compounds in almond (Prunus dulcis) and pecan (Carya illinoinensis)
extracts by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS)

ABSTRACT

Almonds and pecans are considered functional foods because their regular intake provides protection against several
chronic-degenerative diseases. Phenolic compounds are some of the most bioactive components of these tree nuts; yet,
their identification and characterization is regularly viewed as an analytical challenge. The aim of the present work
was to characterize the phenolic compound profile of acetone and methanol extracts of almond and pecan nut, by using
HPLC coupled to tandem mass spectrometry (MS/MS). First, high resolution MS (Q-TOF) was used to identify phenolic
compounds in the extracts: 29 compounds were detected in almond (22 in acetone extract, 24 in ethanol extract) and 43
in pecan (39 in acetone extract, 37 in ethanol extract). Identity of 6 almond compounds and 20 pecan compounds was
confirmed through analysis of their MS/MS fragmentation patterns. Phenolic profiles were different between pecan and
almond but similar between extraction solvents for a same tree nut species. Flavonols and flavanones were the major
types of phenolic compounds in almond, while pecan phenolics were mostly hydrolysable (ellagitannins acid ellagic acid
derivatives) and condensed tannins (upto tetramers). Three ellagitannins are described for the first time in pecan.

Key Words: functional foods, oleaginous fruits, condensed tannins, hydrolysable tannins, flavonoids.

Nota: Articulo recibido el 06 de agosto del 2018 y aceptado el 14 de
junio del 2019.
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INTRODUCCION
a almendra y nuez pecana son los frutos del

! Almendro (Prunus dulcis) y del Pecano (Carya

illinoinensis) respectivamente. Son clasificadas
como frutos secos, o frutos oleaginosos por su
bajo contenido de agua y elevado contenido de aceite, en
comparacion con las frutas convencionales, por ejemplo, la
manzana. Han sido consumidas como alimento por los seres
humanos desde épocas muy remotas por su alto valor nutritivo
(Alasalvar & Shahidi, 2008). Hace algunas décadas, su
consumo era poco recomendado por médicos y profesionales
de la nutricién debido a su alto contenido lipidico, sin embargo,
multitud de estudios han demostrado que el consumo habitual
de frutos secos incluyendo nueces, almendras avellanas y
cacahuates (alrededor de 30-40 g diarios), esta asociado con
una menor mortalidad por enfermedades del corazon y otros
padecimientos como los crénico degenerativos, incluso se
le relaciona con una mayor esperanza de vida (Aune ef al.,
2016); por lo que actualmente son recomendadas por diversas
asociaciones americanas y europeas para la proteccion de la
salud (Chang, Alasalvar, Bolling & Shahidi, 2016).

Por su alto contenido de acidos grasos insaturados y tocoferoles
(formas de la vitamina E), las propiedades benéficas de las
nueces se atribuyeron sobre todo a la porcion lipidica de
estos alimentos; sin embargo, los frutos secos también son
ricos en antioxidantes polares (compuestos fenolicos, CF) y
micronutrientes, por lo que es muy probable que el mecanismo
de proteccion sea dependiente de los efectos sinérgicos entre
los numerosos componentes bioactivos de estos alimentos
(Chang, Alasalvar, Bolling & Shahidi, 2016). Entre los
frutos secos, las almendras destacan por su alto contenido de
a-tocoferol (la forma mas bioactiva de la vitamina E) y son
los frutos secos mas producidos y consumidos a nivel mundial
(Chang, Alasalvar, Bolling & Shahidi., 2016). La nuez pecana
posee el mayor contenido de CF y una muy elevada capacidad
antioxidante. A nivel mundial su produccion y consumo no
son muy altos, estando en el 5°y 6° lugar entre los frutos secos,
pero a nivel nacional, es un producto sumamente importante,
ya que México es el primer productor y exportador (Alvarez-
Parrilla, Urrea-Lopez & de la Rosa, 2018). Por su menor
presencia mundial, la nuez pecana no ha sido tan estudiada
como la almendra, sin embargo, se ha reportado que su perfil
de CF es sumamente complejo, ya que es rico en taninos
condensados e hidrolizables (Robbins, Ma, Wells, Greenspan
& Pegg, 2014). En cuanto a la identidad de los CF de la
almendra, también contiene taninos condensados, pero es mas
rica en flavonoides monoméricos (Monagas, Garrido, Lebron-
Aguilar, Bartolomé & Goémez-Cordovés, 2007).

Varios trabajos que han caracterizado el perfil de los CF de
nuez pecana y almendra demuestran que éste puede variar
en respuesta a factores intrinsecos de la muestra, como
por ejemplo: la variedad, region y condiciones de cultivo,

tratamiento y almacenamiento poscosecha, asi como por
condiciones experimentales de extraccion. Por otra parte, el
uso cada vez mas habitual de nuevas herramientas analiticas,
como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS) permite identificar un
mayor nimero de compuestos con menor manipulacion de
los extractos, que da una idea mas clara de las estructuras
nativas de los compuestos presentes en las plantas silvestres
y en especies vegetales cultivadas. Por ello, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar el perfil de los CF, mediante
HPLC-MS/MS de dos tipos de extractos de nuez pecana y
almendra, un extracto etanodlico y uno acetonico. El primero
es el disolvente utilizado preferentemente para la extraccion
de los CF monoméricos, mientras que el segundo es utilizado
para la extraccion de compuestos poliméricos (de la Rosa,
Alvarez-Parrilla & Shahidi, 2011). En lo que respecta a un
perfil fendlico detallado, se compara el efecto de la naturaleza
del solvente frente al de las diferencias naturales entre dos
diferentes especies de fruto seco. Asimismo, se identifica y se
caracterizan los patrones de fragmentacion de los compuestos
bioactivos presentes en los extractos crudos de ambas
especies con el objeto de profundizar en el conocimiento de
este importante grupo de alimentos.

Los CF presentes en productos alimenticios son reconocidos
por su actividad antioxidante, que puede tener efectos
positivos en la conservacion del alimento, asi como en la
salud del consumidor. Adicionalmente, se ha demostrado que
los CF presentan multiples actividades bioldgicas, incluyendo
la regulacion de la expresion de genes, la inhibicion de
enzimas y la modulacion de la microbiota entérica (Sauceda
et al., 2018; Lamuel-Raventos & St. Onge, 2017). Por este
motivo, es importante conocer el perfil y contenido de los
CF en los alimentos que consumimos, sin embargo, la gran
diversidad estructural de los mismos dificulta esta labor.
Existen mas de 8,000 CF en el reino vegetal, la mayoria de
los cuales se pueden agrupar en las categorias de flavonoides
y acidos fenolicos. Sin embargo, éstos rara vez se encuentran
en la naturaleza en forma de compuestos libres, sino que
mas bien se presentan glicosilados (generalmente unidos a
mono o disacaridos) esterificados con acidos organicos, o
incluso ligados con macromoléculas o formando complejas
estructuras poliméricas.

La identificaciéon de los CF individuales, se ha realizado
principalmente por técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC); sin embargo, estos analisis se han visto
limitados en gran parte por la falta de estandares de las formas
nativas (glicosiladas, esterificadas, etc) de estos compuestos.
Actualmente, el uso de detectores de masas acoplados a
equipos de HPLC, aunado al desarrollo de técnicas mas
eficientes de cromatografia de ultra alta eficiencia (UPLC) ha
permitido mejorar la capacidad de deteccion e identificacion
de un gran nimero de compuestos individuales en matrices
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altamente complejas, como lo son los alimentos y extractos
fendlicos de alimentos (Motilva, Serra & Macia, 2013).
Los detectores de masas facilitan la identificacion de
sefiales cromatograficas por la asignacion de un valor de
masa/carga especifico para cada una de ellas, incluso cuando
las sefales de dos o mas compuestos coinciden; sin embargo,
la identificacion de compuestos nuevos, para los que no hay
estandares disponibles, requiere del uso de equipos de masas
en tandem que proveen informacioén estructural gracias
a los patrones de fragmentacion de los iones precursores
seleccionados (Abu-Reidah, 2013).

En el presente trabajo, se analizaron extractos de nuez
pecana y almendra mediante un sistema de HPLC acoplado
a masas en tandem (HPLC-QTOF), tomando en cuenta que
las caracteristicas de la columna y método cromatografico
se pueden considerar propias de una cromatografia de ultra
alta eficiencia (Motilva, Serra & Macia, 2013). Asimismo,
el detector de tiempo de vuelo (TOF) tiene la capacidad de
asignar masas con alta exactitud (errores menores a 10 ppm),
permitiendo identificar compuestos diferentes con masas muy
similares. Se compard ademas la identidad de los compuestos
presentes en extractos de acetona: agua con la de extractos
etanol: agua y aunque ambos solventes tienen caracteristicas
similares, se ha reportado a la acetona como uno de los mejores
solventes para extraer polifenoles poliméricos de tipo taninos,
muy abundantes en las nueces (Alvarez-Parrilla, Urrea-Lopez
& de la Rosa, 2018); mientras que el etanol presenta ventajas
por ser considerado apto para el consumo humano, pero hay
muy pocos estudios que analizan extractos etandlicos de nueces
por HPLC acoplado a masas. En todas las muestras analizadas
se realiz6 una primera identificacion (identificacion tentativa)
de CF mediante el software Qualitative analysis B.07.00
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) utilizando un
algoritmo que combina la asignacion de masas exactas con la
comparacion de los patrones de distribucion isotopica de los
iones extraidos de cada sefial cromatografica.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de CF

Las muestras de almendra y nuez pecana fueron adquiridas
en comercios de Ciudad Juarez en abril de 2017; las de nuez
se descascararon manualmente desechando las cascaras, las
de almendra provenientes de Estados Unidos se compraron
sin cascara. Antes de extraer los CF se realiz6 un proceso
de desgrasado, de acuerdo a la metodologia reportada
por de la Rosa, Alvarez-Parrilla & Shahidi (2011). Para
ello, se homogenizaron 10 g de nuez o almendra con 100
mL de hexano en un homogenizador (Thomas Scientific,
Swedesboro, NJ, USA) a 8000 rpm durante 3 minutos, la
mezcla se filtrd al vacio con papel filtro Whatman # 4. Se
separd el hexano conteniendo el aceite y el procedimiento
se repitio dos veces mas sobre el residuo solido. Finalmente,
el aceite se recuperd de los extractos hexanicos combinados,

mientras que el residuo sélido (harina desgrasada) se sec6 al
aire durante toda la noche en una campana de extraccion y se
almaceno a -20 °C hasta su uso como fuente de CF. Los CF
se obtuvieron mediante una extraccion con solvente asistida
por ultrasonido (Torres-Aguirre et al., 2018). Para ambas
muestras se obtuvieron dos tipos de extractos: uno con etanol
y otro con acetona ambos al 80% v/v en agua destilada. Un
gramo de harina desgrasada se coloc6 en un tubo de 25 mL,
se agregaron 10 mL de solvente y se colocaron en un bafio
de ultrasonido (Branson modelo 5800, Danbury, CT, USA)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
los tubos se centrifugaron en una centrifuga refrigerada
(Eppendorff modelo AG 5810R, Hamburg, Germany) durante
15 min a 3,500 rpm y a 4 °C; se recuperd el sobrenadante y el
precipitado fue re-extraido. Finalmente, los sobrenadantes de
ambas extracciones fueron combinados, el solvente eliminado
por medio de un rotavapor (Buchi modelo AG R-3, Flawil,
Suiza) a 45 °C y el agua restante por liofilizacion (Labconco
Freezone 6, Kansas City, MO, USA) durante 48 h. Los
extractos secos fueron empacados al vacio y almacenados
hasta su analisis por HPLC-MS/MS.

Identificacion de CF

Los extractos secos fueron disueltos en metanol al 80% (v/v
en agua) y diluidos (1:1) en agua para una concentracion final
de 2 mg de extracto por mL. Todos los disolventes fueron
grado LC-MS. Estas muestras fueron filtradas a través de
un filtro de jeringa de nylon, 0.45 um e inyectadas al equipo
de HPLC acoplado a masas (HPLC-QTOF Agilent Modelo
G6530, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipado
con una columna Kinetex® biphenyl de 50 x 2.1 mm con
un tamafio de particula de 2.6 um y un tamano de poro de
100 A (Phenomenex, Torrance, CA, USA) Para la separacion
cromatografica se utilizo un gradiente de dos fases moviles
(fase A, acido formico al 0.1 % en agua; fase B, acido formico
al 0.1 % en metanol) con un flujo de 0.4 mL/min y un volumen
de inyeccion de 1 pL. El gradiente se programd de la siguiente
manera: 10-100 % de B de los 0 a los 8 minutos; 100 % B de
los 8 a los 9.5 minutos; 100-10 % de B de los 9.5 a los 9.6
minutos.

La deteccion e identificacion de los CF se realizé mediante un
analizador de masas en tdindem cuadrupolo tiempo de vuelo
(Q-TOF) con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI).
Se utilizo6 ionizacidén negativa con las siguientes condiciones:
voltaje del capilar 4,000 V, presion del gas nebulizador 40 psi,
temperatura del gas de secado 350 °C y flujo de 10 L/min. Las
condiciones de voltaje del TOF fueron: fragmentador 150 V,
skimmer 65 V'y octopolo 750 V. La fragmentacion de los iones
precursores se llevo a cabo mediante un método no dirigido
(Auto MS/MS), seleccionando los 5 iones mas abundantes
de cada sefial cromatografica y una rampa de energias de
colisién desde -10 hasta -40 V. Se utiliz6 un algoritmo de
identificacion por base de datos, donde la base de datos se
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construyd utilizando los CF mas abundantes en alimentos,
asi como los CF reportados en la literatura caracteristicos de
diferentes tipos de frutos secos, limitdndose a almendra y nuez
pecana y otros de naturaleza quimica similar. Se realiz6 una
identificacion tentativa por comparacion de la masa calculada
vs la masa tedrica (registrada en la base de datos) aunada al
analisis de la distribucion isotopica del ion extraido. Dentro
de los criterios de identificacion, también se considerd un
porcentaje de identidad (score) mayor al 70 %, de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante, que recomienda un score
mayor al 50% para la identificacion tentativa, y una abundancia
del ion mayor a 1,000 cuentas en los extractos de almendra y
mayor a 5,000 cuentas en los extractos de nuez pecana debido
a que la abundancia de los iones individuales fue mas alta en
general en los extractos de nuez pecana. La identidad de los
compuestos mas abundantes fue confirmada o descartada por
su patron de fragmentacion el cual se compard con el de bases
de datos de espectros de masas (Metlin integrada al software
MassHunter PCDL Manager for Metabolomics B.07.00
[Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA] y The Human
Metabolome Database [www.hmdb.ca]) y lo reportado en
literatura.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra, como ejemplo, el proceso para
realizar la identificacion tentativa y confirmacion por MS/MS
de la estructura de un compuesto abundante en los extractos
de nuez pecana (monogaloil glucosa, compuesto 6 de la Tabla
I). La figura 1A corresponde al cromatograma de ion total
(TIC). El primer analisis de la muestra consiste en obtener
los cromatogramas de ion extraido (Figura 1B) de todos los
compuestos cuyas masas exactas coincidian con las de la base
de datos (con un error menor a 10 ppm). Para cada compuesto
identificado se compar¢ la distribucion isotopica encontrada
en la muestra con la tedrica de acuerdo con su formula
molecular (Figura 1C). Con esta informacioén se obtuvo la
identificacion tentativa en un primer nivel (Tablas II y I). A
continuacién se analizaron los patrones de fragmentacion de
los cinco iones mas abundantes en cada tiempo de retencion,
en la Figura 1D se muestra el espectro de masas de monogaloil
glucosa (rt 0.86), donde se observa la abundancia del ion
precursor, de los fragmentos principales y las estructuras de
los tres iones: el ion molecular (que fue el ion precursor) y los
dos fragmentos mas abundantes (estructuras tedricas segun
www.hmdb.ca).

La identificacion tentativa de algunos compuestos indico
que, de acuerdo con la informacién de la base de datos, existe
mas de una posible correspondencia. Las correspondencias
multiples consistieron siempre en diversos isdmeros con una
misma masa molecular exacta, no en compuestos con masas
moleculares similares, como es el caso de los compuestos
glicosilados. Sin embargo, hay que considerar que dicha
base de datos contiene informacién limitada, por lo que el

numero real de compuestos que pueden corresponder a una
misma masa (incluso considerando la asignacidén con alta
exactitud) y distribucion isotdpica determinadas es mucho
mayor, ya que para, exactamente, la misma formula molecular
predicha existen en algunos casos cientos de compuestos
posibles (muchos de ellos ni siquiera son CF). A pesar de que
la identificacion absoluta de un producto natural, mediante la
elucidacion de su estructura, requiere de un conjunto de técnicas
analiticas, especialmente resonancia magnética nuclear,
mediante el andlisis de los patrones de fragmentacion de sus
iones moleculares en un espectrometro de masas en tdindem es
posible hacer una prediccion aproximada de su estructura; lo
que, en conjunto con la masa exacta del ion molecular (el ion
precursor), nos permite proponer su identidad con una baja
incertidumbre (Abu-Reidah, 2013; Fabre, Rustan, Hoffmann
& Quetin-Leclercq, 2001; Justesen, 2000).

Una vez considerados todos los criterios de identificacion
descritos en la seccion de Materiales y métodos, los
compuestos asi identificados en los extractos etandlicos y
acetonicos de almendra y nuez pecana se muestran en las
Tablas [Ty L.

Se encontraron un total de 29 compuestos en almendra (22
estuvieron presentes en el extracto acetéonico y 24 en el
etanolico) y 43 en nuez pecana igual que el anterior (39 en el
acetonico y 37 en el etandlico).

En general, tanto el nimero de compuestos identificados como
las abundancias de cada ion individual fueron mayores en los
extractos de nuez pecana que en los de almendra. En cuanto a
la comparacion por solvente de extraccion, la acetona resultd
ligeramente mas efectiva en cuanto al numero de compuestos
extraidos y la abundancia de los iones identificados; sin
embargo, esta diferencia fue muy ligera y se puede atribuir
a la diferencia en polaridad de ambos solventes. En ambas
muestras se identifico acido citrico (en el extracto acetonico
para la almendra y en el extracto etandlico para la nuez),
siendo mas abundante en la almendra. Hasta el momento,
no se han encontrado reportes previos de la presencia de
este compuesto en almendra o nuez pecana, quizé porque el
presente estudio es uno de los primeros analisis no dirigidos
que se realiza con estas nueces a diferencia de otros donde
no se buscé la presencia de acidos organicos. El nimero e
identidad de los CF presentes en ambos frutos secos fueron,
distintos, sin embargo, no hubo diferencias significativas por
efecto del disolvente.

Los compuestos més abundantes en almendra fueron los
flavonoides de las familias de los flavonoles y las flavanonas,
mientras que en nuez pecana fueron taninos hidrolizables
(sobre todo elagitaninos) y condensados (en el extracto
acetonico) de bajo-mediano peso molecular y algunos acidos
hidroxibenzoicos.
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Figura 1. Identificacion tentativa de la monogaloil-glucosa en un extracto etanélico de nuez pecana. (A) Cromatograma de ion total
(TIC) en modo auto MS/MS del extracto. (B) Superposicion de los cromatogramas de ion extraido (EIC) de los compuestos identificados
tentativamente en el cromatograma mostrado en A. (C) Comparacion de las distribuciones isotopicas identificadas para el ion 331.0647 en
comparacion con las tedricas de acuerdo a la formula de monogaloil glucosa. (D) Espectro de masas obtenido a partir del ion precursor
331.0651 (ion molecular de monogaloil glucosa), donde se muestran las estructuras predichas para el ion precursor y cada uno de sus

fragmentos (www.hmdb.ca). Elaborada por los autores.
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Comp. | Rt [M—-H]- call\;l:ls:da tltz:liiisja Férmula Identificacion tentativa :l;:l;djncm dlz;f(;;lt.
1 0.52 1665.2103 |666.2176 666.2160 |[C31 H38 O16 Syringaresinol malonilhexdsido ND 5,568
2 0.52 [191.0181 |192.0253 192.0270 | C6 H8 O7 Acido citrico ND 102,174
3 0.63 |[481.0598 |482.0677 482.0697 |C20HI8 O14 HHDP-glucosa 55,401 21,843
4 0.86 [261.0053 |262.0128 262.0147 [C9H10 07 S Sulfato de acido dihidrocafeico 11,360 ND
5 0.86 |[865.1974 |866.2047 866.2058 | C45 H38 O18 Trimero de procianidina tipo B 18,574 15,976
6 0.86 [331.0647 |332.0720 332.0743 | CI13 H16 O10 Monogaloil-glucosa (glucogaliina) | 131,130 191,047
7 0.98 |[633.0716 |634.0789 634.0806 |C27 H22 018 Galoil-HHDP-glucosa 9,782 ND
8 0.98 [305.0638 |[306.0713 306.0740 |[CI15HI14 07 (Epi)Galocatequina 35,170 ND
9 0.98 |[315.0697 |316.0769 316.0794 [CI13 H16 O9 Hexosido de acido protocatéquico | 131,670 144,745
10 0.98 [483.0772 |484.0849 484.0853 | C20 H20 O14 Digaloil-glucosa ND 4,058
11 1.55 [329.0856 |[330.0932 330.0951 [C14 H18 O9 Glicosido de acido vanilico 11,688 15,602
12 1.67 [633.0713 |634.0785 634.0806 |[C27H22 018 Galoil-HHDP-glucosa 12,651 6,138
13 2.01 [451.1221 |452.1293 452.1319 | C21 H24 O11 Hexosido de (epi)catequina 43,565 46,769
14 2.01 [783.0678 |784.0749 784.0759 | C34 H24 022 Di-HHDP-glucosa (pedunculagina | 135,382 75,599

0 casuarina)
15 2.59 1289.0692 [290.0764 290.0790 [CI15 H14 O6 Catequina (por Rt) 139,824 185,404
16 2.75 [881.1917 |882.1988 882.2007 |C45H38 019 Trimero de prodelfinidina tipo B 12,961 9,028
17 2.93 [783.0684 |784.0755 784.0759 | C34 H24 022 Di-HHDP-glucosa (pedunculagina | 136,513 52,150
0 casuarina)
18 3.05 |[577.1334 | 578.1408 578.1424 | C30 H26 O12 Dimero de procianidina tipo B 120,412 91,105
19 3.39 [935.0779 |936.0864 936.0869 | C41 H28 026 Galoil-pedunculagina o isomero 9,541 ND
20 3.85 |[865.1972 |866.2043 866.2058 | C45 H38 O18 Trimero de procianidina tipo B 62,593 96,169
21 3.85 [633.072 634.0792 634.0806 |[C27 H22 O18 Galoil-HHDP-glucosa 150,874 88,064
22 4.2 935.0793 | 936.0866 936.0869 | C41 H28 026 Galoil-pedunculagina o isomero 83,354 26,383
23 4.43 1337.0905 |338.0977 338.1002 [C16 H18 O8 Acido coumaroilquinico 105,728 117,010
24 4.54 | 1153.2620 [1154.2685 |[1154.2692 |C60 H50 024 Tetramero de procianidina tipo B 19,574 15,566
25 4.54 |577.1334 |578.1406 578.1424 | C30 H26 O12 Dimero de procianidina tipo B 204,365 74,543
26 4.89 1933.0639 [934.0725 934.0712 | C41 H26 026 Praecoxina D o isomero 33,140 ND
27 5.12 |865.1966 |866.2036 866.2058 |[C45H38 018 Trimero de procianidina tipo B ND 27,877
28 523 [635.0878 |636.0951 636.0963 | C27 H24 O18 Trigaloil-glucosa 11,255 ND
29 5.23 |[513.0820 |514.0888 514.0878 |C22 H23 C1012 |Petunidina-3-galactosa (CI) 27,189 23,484
30 5.46 [463.0505 |464.0577 464.0591 |C20H16 O13 Hexosido de acido elagico 29,338 31,037
31 5.58 [453.1333 |454.1403 454.1416 | C28 H22 O6 Dimero de resveratrol 7,268 17,945
32 5.58 1469.0040 |[470.0111 470.0121 C21 H10 O13 Dilactona del acido valoneico 11,504 4,841
33 5.6- [1103.0870 |1104.0944 |1104.0928 |C48 H32 O31 Praecoxina C o isdbmero 69,791 24,582
5.69
34 5.69 |[787.0983 |788.1051 788.1072 | C34 H28 022 Tetragaloil-glucosa 7,948 7,523
35 6.04 [433.0392 |434.0464 434.0485 |C19HI4 012 Pentosido de acido elagico 374,302 448,327
36 6.27 [507.1119 |508.1193 508.1217 |C23 H24 O13 Syringetin-3-glucdsido 12,442 19,009
37 6.27 [300.9961 |302.0034 302.0063 [C14 H6 O8 Acido elagico 45,893 54,266
38 6.84 [477.0656 |478.0734 478.0747 | C21 H18 O13 Hexdsido de metil-acido elagicoo | 19,978 39,800
Quercetin-glucuréonido
39 6.96 |[585.0503 |586.0578 586.0595 |C26H18 O16 Galoil-pentésido de acido elagico | 88,585 71,022
40 7.07 |447.0551 |448.0624 448.0642 | C20 H16 O12 Pentosido de metil-acido elagico 53,997 123,150
41 7.3 315.0128 | 316.0201 316.0219 [CI5H8 O8 Metil-acido elagico 102,982 56,142
42 7.54 [599.0656 |600.0727 600.0751 | C27 H20 O16 Galoil-pentésido de metil-acido 81,126 87,862
elagico
43 8.23 |447.1324 |448.1391 448.1369 | C22 H24 010 Di(4-hidroxifenilacetil)-hexosa 28,496 27,677

Rt: tiempo de retencion; Ex. Ac: extracto acetonico 70%; Ex. Et: extracto etandlico 70%; HHDP: hexahidroxidifenoil. ND: no detectado.

Tabla 1. Identificacion tentativa de compuestos fenolicos en extractos de nuez pecana (Carya illinoinensis) mediante HPLC-MS.
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Comp. | Rt [M—H]- call\:l?ls:da tlevt!)?is:a Foérmula Identificacion tentativa AbelTl;dzncm dé:‘;;t'
1 0.51 |191.0178 |192.0251 192.0270 | C6 H8 O7 Acido citrico 212,251 ND
2 0.63 [665.2096 |666.2169 666.2160 |C31 H38 O16 Syringaresinol malonilhex6sido ND 3,800
3 0.86 |147.0448 |148.0520 148.0524 | C9 H8 02 Acido cinamico ND 1,643
4 0.97 |315.0698 |[316.0776 316.0794 |[C13 H16 O9 Hexosido de acido protocatéquico | 12,145 ND
5 224 [329.0867 |330.0943 330.0951 |C14 H18 O9 Glucosido de acido vanilico 6,831 4,599
6 2.58 [289.0698 1290.0772 290.0790 [ C15 H14 O6 Catequina (por Rt) 20,624 23,077
7 3.62 [465.1032 |466.1105 466.1111 |C21 H22 O12 Hexosido de taxifolina ND 1,894
8 4.08 |[517.1535 |518.1611 518.1636 | C22 H30 O14 Dihexoésido de acido ferulico 9,997 10,670
9 4.31 [329.0859 [330.0931 330.0951 |C14 H18 O9 Glicosido de acido vanilico 10,414 7,071
10 4.43 1289.0696 [290.0770 290.0790 [C15 H14 06 Epicatequina (por Rt) 3,457 14,255
11 5.00 |577.1350 |578.1427 578.1424 | C30 H26 O12 Dimero de procianidina tipo B 5,408 3,305
12 5.92 1499.0634 |500.0713 500.0722 | C21 H21 C1 012 |Hexosido de delfinidina (CI) 8,086 4,666
13 6.04 |463.0863 |464.0946 464.0955 | C21 H20 O12 Hexosido de quercetina 13,870 7,637
14 6.15 |287.0534 |288.0607 288.0634 [ C15 H12 O6 Eriodictyol o Dihidrokaempferol 57,302 82,012
15 6.16 [449.1064 |450.1133 450.1162 |C21 H22 Ol11 Ramnosido de taxifolina o ND 6,335
Hexosido de eriodictyol o
dihidrokaempferol
16 6.16 [300.9976 |302.0048 302.0063 | C14 H6 O8 Acido elagico ND 2,351
17 6.38 |593.1492 |594.1567 594.1585 | C27 H30 O15 Diglicosido de apigenina o 40,491 23,488
Rutindsido de kaempferol
18 6.38 [447.0908 |448.0982 448.1006 |C21 H20 O11 Hexosido de kaempferol 19,502 4,736
19 6.61 |477.1021 |478.1093 478.1111 C22 H22 012 Glicosido de isoramnetina 284,349 169,602
20 6.73 [433.1114 [434.1191 434.1213 |C21 H22 010 Naringenina-C-hexo6sido 34,759 21,561
21 6.73 [513.0769 |514.0867 514.0878 | C22 H23 C1 012 |Petunidina-3-galactosido (CI) 5,105 ND
22 6.96 |301.0332 |302.0401 302.0427 | C15H10 O7 Quercetina 43,450 ND
23 6.96 |[585.0509 |[586.0582 586.0595 |C26 H18 O16 Acido elagico-galoil-pentdsido ND 4,722
24 7.42 |285.0377 |286.045 286.0477 | C15 H10 O6 Kaempferol o luteolina 81,610 52,137
25 7.42 1271.0589 |272.0661 272.0685 |[C15H12 O5 Naringenina 96,235 100,288
26 7.65 |315.0498 316.0569 316.0583 Cl6 H12 O7 Isoramnetina o azaleatina 878,654 473,504
27 7.65 [301.0688 |302.0762 302.0790 | C16 H14 06 Hesperetina ND 10,096
28 8.22 |447.1319 |448.1388 448.1369 |C22 H24 010 Di(4-hidroxifenilacetil)-hexosa 41,032 35,486
29 8.57 1329.0648 |330.0720 330.0740 |C17 H14 O7 Caryatina 45,171 ND

Rt: tiempo de retencion; Ex. Ac: extracto acetonico 70%; Ex. Et: extracto etandlico 70%. ND: no detectado.

Tabla II. Identificacion tentativa de compuestos fenolicos en extractos de almendra (Prunus dulcis) mediante HPLC-MS.

S6lo 7 compuestos identificados en la almendra se
encontraron entre los iones que, por su abundancia, fueron
fragmentados en sus respectivos tiempos de retencion. Sus
iones precursores y fragmentos se enlistan en la Tabla III,
asi como la confirmacion o rectificacion de su identificacion
tentativa (Tabla II), por comparacion con los fragmentos
reportados en bases de datos y literatura cientifica. La
fragmentacion del compuesto 1 (Rt 0.51, [M—H]- 191.0178)
confirmo que se trata del acido citrico (el mismo compuesto
con similar tiempo de retencion se encontr6 también en nuez
pecana), confirmado en la base de datos Metlin integrada
al propio software de identificacion. El compuesto 14 (Rt
6.15, [M—H]- 287.0534) mostro dos posibles coincidencias:
eriodictyol (una flavanona) o dihidrokaempferol (un
dihidroflavonol o flavanonol); ambos han sido reportados

previamente en extractos de piel de almendra (Monagas,
Garrido, Lebron-Aguilar, Bartolomé & Goémez-Cordovés,
2007), sin embargo, el patron de fragmentacion fue mas
parecido al de dihidrokaempferol, segun lo reportado por
Mogbel et al. (2018), quien indica que el fragmento de m/z
259 corresponde a la pérdida de un grupo CO, caracteristica
de flavanonoles, mientras que el fragmento de m/z 125
podria corresponder a la fragmentacion del anillo A. Esta
fragmentacion del anillo A se ha reportado también en
flavanonas (Fabre, Rustan, Hoffmann & Quetin-Leclercq,
2001), sin embargo, la presencia de ambos fragmentos
juntos coincide con lo observado por Mogbel et al. (2018)
para dihidrokaempferol, al tiempo que no se encuentran
ninguno de los fragmentos mas caracteristicos del
eriodictyol, motivo por el cual se concluye que el compuesto




DOI: 10.22201/fesz.23958723¢.2019.0.179

8 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. Vol. 22
[M—H]- (ion , Identlﬁc;}cmn Referencia para comparacion
Comp. Fragmentos Formula por patrén de
precursor) .y de fragmentos
fragmentaciéon
1 191.0178 111.007, 87.008, 85.028 C6 H8 O7 Acido citrico base de datos Metlin;
14 287.0534 259.058, 125.022 CI15H12 06 Dihidrokaempferol Moqgbel et al., 2018
17 593.1492 285.038 C27 H30 O15 | Rutinosido de Monagas , Garrido, Lebron-
kaempferol Aguilar, Bartolomé & Gomez-
Cordovés , 2007
19 477.1021 314.041, 271.021, C22 H22 012 | Glicosido de Moqgbel et al., 2018
243.027, 151.000 isoramnetina
25 271.0589 151.000, 119.048 C15H12 O5 Naringenina base de datos Metlin; Fabre,
Rustan, Hoffmann & Quetin-
Leclercq, 2001
26 315.0498 300.025, 151.000 Cl6 H12 O7 Isoramnetina HMDB; Justesen, 2000
28 447.1319 375.081, 219.837, C22 H24 O10 | Desconocido
162.836

Tabla I1I. Confirmacion de la identificacion tentativa de compuestos fendlicos en extractos de almendra, por comparacion de sus patrones
de fragmentacion en modo negativa con el de bases de datos de espectros de masas (Metlin integrada al software MassHunter PCDL
Manager for Metabolomics B.07.00 [Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA] y The Human Metabolome Database [www.hmdb.ca]) y lo

reportado en la literatura cientifica.

14 corresponde a dihidrokaempferol. El compuesto 17 (Rt
6.38, [M—H]- 593.1492) mostr6 un fragmento de m/z 285,
que corresponde a la masa del kaempferol como aglicona,
mientras que la diferencia (308) corresponde a la pérdida
de un rutindsido (disacarido glucosa-ramnosa), indicando
la presencia del rutindsido de kaempferol, que ya ha sido
reportado por Monagas, Garrido, Lebron-Aguilar, Bartolomé
& Gomez-Cordovés, (2007) en piel de almendra. Aunque
esta informacion no permite descartar la posibilidad de que
la aglicona sea luteolina en lugar de kaempferol , (ya que
ambos poseen la misma férmula y masa molecular), no se ha
reportado en almendra la presencia de rutindsido de luteolina,
infiriendo con un alto grado de certidumbre que el compuesto
17 corresponde a un rutinésido de kaempferol. El compuesto
19 (Rt 6.61, [M—H]- 477.1021) se identific6 como glucosido
de isoramnetina, a pesar de que en un principio no presentd
el ion caracteristico de cualquier glicésido, que consiste en
el ion de la aglicona —H (Justesen, 2000) que en este caso
seria de una m/z 315. Sin embargo, los fragmentos con m/z
314, 271 y 243 coinciden con los encontrados por Mogbel
et al. (2018), quien identifico al glucdsido de isoramnetina
en hojas y tallos de arbol de almendra, con unas condiciones
de ionizaciéon muy similares a las utilizadas en el presente
trabajo; ademas el fragmento m/z 151 corresponde a un
producto de fragmentacion del anillo A caracteristico de
flavonas, flavonoles y flavanonas no metilados en dicho anillo,
incluyendo a la isoramnetina (Fabre, Rustan, Hoffmann &
Quetin-Leclercq, 2001; Justesen, 2000). Los compuestos 25
(Rt7.42,[M—H]-271.0589) y 26 (Rt 7.65, [M—H]- 315.0498)
fueron identificados facilmente por tratarse de agliconas:

naringenina (una flavanona) e isoramnetina (un flavonol),
respectivamente. Sus patrones de fragmentaciéon mostraron
los fragmentos caracteristicos descritos en bases de datos
y referencias especializadas (Fabre, Rustan, Hoffmann
& Quetin-Leclercq, 2001; Justesen, 2000). Por ultimo,
el compuesto 28 (Rt 8.22, [M—H]- 447.1319) no pudo ser
identificado. La identificacion tentativa marcé un compuesto
fenolico no flavonoide reportado en lechuga (Abu-Reidah,
2013) sin embargo, su patron de fragmentacion no coincidio.

En resumen, los CF mas abundantes pudieron ser identificados
y confirmada su estructura por HPLC-MS-MS en ambos
extractos de almendra y fueron: 1) isoramnetina aglicona, 2)
glicosido de isoramnetina y 3) naringenina aglicona. Los dos
primeros son flavonoles metilados, y el tltimo una flavanona.

En la Tabla IV se muestran los iones precursores y
fragmentos obtenidos en el analisis de la nuez pecana. 24
iones precursores fueron fragmentados, de los cuales 3 se
identificaron tentativamente como diferentes isomeros del
mismo compuesto, dos procianidinas y un elagitanino. Los
compuestos identificados por su patrén de fragmentacion
pueden dividirse en 5 grupos, segun su naturaleza quimica:
1) glicésidos de acidos fenolicos (compuesto 9); 2) flavan-
3-oles, incluyendo monoémeros, glicdsidos y procianidinas
(compuestos 13, 15, 18, 20, 25 y 27); 3) galotaninos
(compuestos 6 y 34); 4) derivados de acido elagico, con o sin
acido galico (compuestos 30,35y 37-42); y 5) elagitaninos, que
contienen al menos una unidad de 4acido hexahidroxidifénico
(HHDP, compuestos 14, 17,21, 22,26 y 33). El compuesto 23
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Comp. [M—H]- (ion Fragmentos Férmula Identificacion por Ratr(m de Referencia para comparacion de
precursor) fragmentacion fragmentos
6 331.0647 169.011, 125.022 |C13 H16 O10 |Monogaloil-glucosa HMDB (predicted); Gong & Pegg, 2017;
(glucogaliina) Robbins , Ma, Wells, Greenspan & Pegg,
2014
9 315.0697 152.008, 108.019 [CI3 H16 09 |Hexosido de acido Abu-Reidah et al., 2018
protocatéquico
13 451.1221 289.069, 245.079, [C21 H24 O11 |Hexdsido de (epi)catequina HMDB (predicted); Gong & Pegg, 2017;
125.021 Robbins , Ma, Wells, Greenspan & Pegg,
2014
14 783.0678 300.996, 481.059, |[C34 H24 022 |Di-HHDP-glucosa Boulekbache-Makhlouf et al., 2010
275.017 (pedunculagina o isomero)
15 289.0692 245.079,109.028 |[C15H14 06 | Catequina (por Rt) Metlin
17 783.0684 300.996, 481.059, |[C34 H24 022 |Di-HHDP-glucosa Boulekbache-Makhlouf et al., 2010
275.017 (pedunculagina o isomero)
18 577.1334 407.074, 289.069, |C30 H26 O12 |Dimero de procianidina tipo B | HMDB; Monagas, Garrido, Lebron-Aguilar,
125.022 Bartolomé & Gomez-Cordovés, 2007
20 865.1972 407.074,287.053, |C45H38 018 |Trimero de procianidina tipo B | HMDB; Monagas, Garrido Lebron-Aguilar,
289.069, 577.132, Bartolomé & Gomez-Cordovés, 2007
125.022, 695.138
21 633.072 300.996, 463.049, [C27 H22 O18 |Galoil-HHDP-glucosa Gong & Pegg, 2017
169.012
22 935.0793 275.017, 633.069, |[C41 H28 026 |Galoil-di-HHDP-glucosa Boulekbache-Makhlouf ez al., 2010; Barry,
299.016, 169.011, (casuarictina o isdbmero) Davies & Mohamed, 2001
783.069
23 337.0905 175.038, 131.048, [C16 H18 O8 |Desconocido
157.027
25 577.1334 407.074, 289.069, |C30 H26 O12 |Dimero de procianidina tipo B | HMDB; Monagas , Garrido, Lebron-
125.022 Aguilar, Bartolomé & Gomez-Cordovés,
2007
26 933.0639 450.990, 300.996, |C41 H26 026 |Castalagina/vescalagina, Grace, Warlick, Neff & Lila, 2014; Hager,
633.069, 125.020 praecoxina D o isdmero Howard, Liyanage, Lay & Prior , 2008
27 865.1966 407.076,289.070, |C45H38 O18 |Trimero de procianidina tipo B | HMDB; Monagas, Garrido, Lebron-Aguilar,
125.022, 577.136, Bartolomé & Gomez-Cordovés, 2007
695.135
30 463.0505 299.994 C20 H16 O13 |Hexdsido de acido elagico Identificacion tentativa
33 1103.087 300.995, 633.068, |[C48 H32 O31 |Sanguina H-2 o isdmero Kool, Comeskey, Cooney & McGhie, 2010
935.073, 1059.096,
425.010, 125.019
34 787.0983 617.074,169.011, |[C34 H28 022 |Tetragaloil-glucosa HMDB (predicted); Boulekbache-Makhlouf
465.060, 295.040 etal., 2010
35 433.0392 299.988,271.056 [C19 H14 O12 |Pentdsido de acido elagico Identificacion tentativa
37 300.9961 185.022, 283.992, [C14 H6 O8 Acido elagico base de datos Metlin; Mullen, Yokota, Lean
257.007, 229.010 & Crozier , 2003
38 477.0656 315.012, 299.986 C21 HI18 O13 |Hexosido de metil-acido Gong & Pegg, 2017; Robbins, Ma, Wells,
elagico Greenspan & Pegg,2014
39 585.0503 300.997, 415.028, [C26 H18 O16 |Galoil pentdsido de acido Gong & Pegg, 2017; Robbins, Ma, Wells,
169.011 elagico Greenspan & Pegg, 2014
40 447.0551 315.011,299.988 [C20 H16 O12 |Pentdsido de metil-acido Gong & Pegg, 2017; Robbins, Ma, Wells,
elagico Greenspan &Pegg, 2014
41 315.0128 299.989, 216.000 [ C15 H8 O8 Metil-acido elagico Identificacion tentativa
42 599.0656 447.054,315.011, |C27 H20 O16 |Galoil pentodsido de metil- Gong & Pegg, 2017; Robbins, Ma, wells,
169.011 acido elagico Greenspan & Pegg, 2014

HHDP: hexahidroxidifenoil

Tabla IV. Confirmacion de la identificacion tentativa de compuestos fenolicos en extractos de nuez pecana, por comparacion de sus patrones
de fragmentacion en modo negativa con el de bases de datos de espectros de masas (Metlin integrada al software MassHunter PCDL
Manager for Metabolomics B.07.00 [Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA] y The Human Metabolome Database [www.hmdb.ca]) y lo
reportado en la literatura cientifica.




DOI: 10.22201/fesz.23958723¢.2019.0.179

10 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 22

no pudo ser identificado, ya que su patréon de fragmentacion
no coincidid con el del acido coumaroilquinico que habia sido
identificado tentativamente por su masa exacta y distribucion
isotdpica (ver Tabla I).

El compuesto 9 (Rt 0.98, [M—H]- 315.0697) se identifico
como un derivado glicosilado del acido protocatéquico,
aunque no presenté el tipico fragmento correspondiente a la
pérdida del residuo de aztcar (162) para dar un fragmento de
m/z 153 ([M—H]- del acido protocatéquico), los fragmentos
con m/z 152 y 108 han sido detectados por Abu-Reidah,
Ali-Shtayeh, Jamous, Arraez-Roman & Segura-Carretero,
(2015) y corresponden también a la pérdida de un hidrogeno
adicional, al residuo de azucar, seguido de la pérdida de un
CO,, caracteristica de los acidos fenolicos. Algunos hexosidos
de acido protocatéquico han sido reportados en extractos
acetonicos de nuez pecana (Gong & Pegg, 2017; Robbins,
Ma, Wells, Greenspan & Pegg, 2014).

Dentro de los flavan-3-oles, los compuestos 13 y 15 pudieron
ser identificados como un hexo6sido de catequina o epicatequina
y como catequina libre, respectivamente. La catequina (Rt
2.59, [M—H]- 289.0692) pudo ser identificada facilmente por
su patron de fragmentacion comparable con el de la base de
datos integrada al software, pero para poderla distinguir de su
estereoisdmero, la epicatequina, fue necesario comparar los Rt
de estandares comerciales. En el caso del hexdsido, se identificd
claramente el fragmento correspondiente a la pérdida del
residuo de azlcar (fragmento 289, correspondiente a [M—H]-
de catequina o epicatequina), asi como otros productos de la
fragmentacion de la aglicona, aunque no fue posible confirmar
de cual de los dos estercoisomeros se trataba. Los compuestos
18 y 25 (Rt 3.05 y 4.54, [M—H]- 577.1334) corresponden a
dimeros de procianidinas tipo B, es decir, dimeros de (epi)
catequina unidos entre si mediante un solo enlace interflavan;
mientras que los compuestos 20 y 27 (Rt 3.85 y 5.12, [M—H]-
865.197) son trimeros. Sus patrones de fragmentacion han sido
descritos por Monagas, Garrido, Lebron-Aguilar, Bartolomé
& Gomez-Cordovés, (2007): los fragmentos con m/z 695
en trimeros y 407 en dimeros y trimeros son producto de la
fragmentacion retro-Diels-Adler seguida de la eliminacion
de una molécula de agua; los fragmentos con m/z 289 en
dimeros y trimeros y m/z 287 y 577 en trimeros corresponden
a la ruptura del enlace interflavan por un mecanismo quinona-
metino (Monagas, Garrido, Lebron-Aguilar, Bartolomé &
Gomez-Cordovés, 2007). Todos estos flavan-3-oles ya han
sido reportados en extractos acetdonicos de nuez pecana y
en el presente trabajo mostramos también su presencia en el
extracto etandlico; también se identificaron otros flavan-3-oles
oligoméricos como un tetramero de procianidina B (Rt 4.54,
[M—H]- 1153.262) y un trimero de prodelfinidina B (Rt 2.75,
[M—H]- 881.1917) que si bien no pudieron ser confirmados
por su patron de fragmentacion, también han sido descritos
como componentes importantes de la nuez pecana por varios

autores (Alvarez-Parrilla, Urrea-Lopez & de la Rosa, 2018).

Los compuestos 6 y 34 se identificaron como galotaninos,
estructuras formadas por uno o mas residuos galoilo unidos
a un nucleo de glucosa. El compuesto 6 (Rt 0.86, [M—H]-
331.0647) fue identificado como un monogaloil glucosa
(Figura 1) por su [M—H]J- y la presencia de fragmentos
correspondientes a la pérdida del residuo de azucar, para dar
la [M—H]- del acido galico (m/z 169), seguida de la pérdida
de un grupo CO, (m/z 125). El compuesto 34 (Rt 5.69,
[M—H]- 787.0983) se identifico como un derivado tetragaloil
glucosa con fragmentos caracteristicos de la pérdida de
residuos galoilo (152) y galoilo més agua (170), asi como
la presencia del ion con m/z 169 (Boulekbache-Makhlouf
et al., 2010). También el compuesto 28 (trigaloil glucosa) se
identifico como galotanino (trigaloil glucosa, Rt 5.23, [M—H]-
635.0878) aunque no se obtuvo su patrén de fragmentacion.
Otros autores han encontrado galotaninos con una y dos
unidades de acido galico (Alvarez-Parrilla, Urrea-Lopez
& de la Rosa, 2018) pero el presente es el primer reporte
de las formas tri y tetra galoiladas. Los galotaninos fueron
menos abundantes y diversos que los elagitaninos, que seran
descritos a continuacion.

Se encontraron 8 derivados glicosilados (donde el carbohidrato
puede ser hexosa o pentosa, no necesariamente glucosa),
metilados o galoilados del acido elagico, o combinaciones entre
ellos; aunque la identidad de los compuestos 30, 35, y 41 no
pudo ser del todo confirmada por su patron de fragmentacion.
Los compuestos 30 (Rt 5.46, [M—H]- 463.0505) y 35 (Rt 6.04,
[M—H]- 433.0392) fueron identificados tentativamente como
un hexosido y pentdsido de acido elagico, respectivamente;
ambos han sido descritos en nuez pecana (Gong & Pegg,
2017; Robbins, Ma, Wells, Greenspan & Pegg, 2014) sin
embargo, su fragmento caracteristico tiene una m/z de 301,
correspondiente a la pérdida de la hexosa (162) o pentosa
(132). En el presente trabajo el fragmento liberado (m/z 300)
corresponderia a la pérdida del carbohidrato seguido de un
atomo de hidrogeno adicional (163 y 133, respectivamente).
Otros trabajos han identificado un fragmento similar (m/z
300) como producto de hexosidos y pentdsidos de acido
elagico (Sandhu & Gu, 2010); sin embargo, esta informacion
no es suficiente para confirmar la identidad, ya que en
nuestros resultados no se observo la presencia de fragmentos
caracteristicos del acido elagico, como son los de m/z 257
y 229 (Mullen, Yokota, Lean & Crozier, 2003). De manera
similar, el compuesto 41 (Rt 7.3, [M—H]- 315.0128) puede ser
identificado tentativamente como metil-acido elagico, también
descrito previamente en nuez pecana (de la Rosa, Alvarez-
Parrilla & Shahidi, 2011), y el fragmento de m/z 300 (299.989
masa exacta), correspondiente a la pérdida del grupo metilo
(15), puede considerarse un buen indicador de la identidad
del compuesto. Sin embargo, de nuevo, no existen fragmentos
caracteristicos del acido elagico y no se encontraron reportes
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del patron de fragmentacion del metil acido elagico, por lo
que consideramos que no se cuenta con informacion suficiente
para confirmar su identificacion. Por otro lado, el compuesto
37 (Rt 6.27) presentd una [M-H]- de 300.9961 y fragmentos
caracteristicos del acido elagico (incluyendo los de m/z 257
y 229), por lo que pudo ser identificado con certeza. Los
compuestos 38 (Rt 6.84, [M—H]- 477.0656) y 40 (Rt 7.07,
[M—H]- 447.0551) fueron identificados como derivados
glicosilados del metil acido elagico, hexosido y pentosido,
respectivamente. Su identidad pudo ser confirmada por la
presencia, en ambos casos, de fragmentos correspondientes
a la pérdida del carbohidrato (m/z 315) y a la pérdida del
carbohidrato y el grupo metilo (m/z 300). Los compuestos 39
(Rt 6.96, [M—H]- 585.0503) y 42 (Rt 7.54, [M—H]- 599.0656)
fueron identificados como galoil pentdsidos de acido elagico
y de metil acido elagico, respectivamente. En ambos casos
se observaron fragmentos correspondientes a la pérdida del
residuo galoil-pentosa (284), para quedar m/z de 301 para el
compuesto 39 y el 315 para el compuesto 42, coincidiendo
con lo reportado en la literatura por (Gong & Pegg, 2017;
Robbins, Ma, Wells, Greenspan & Pegg, 2014). También se
observo en ambos la liberacion de acido galico (fragmentos
con m/z 169), en el compuesto 42 la pérdida de un residuo
galoilo (fragmento con m/z 447) y en el compuesto 39 la de
un residuo galoilo con una molécula de agua (fragmento con
m/z 415). Todos los derivados de acido elagico encontrados
en el presente trabajo ya han sido reportados en nuez pecana
(Alvarez-Parrilla, Urrea-Lopez & de la Rosa, 2018).

Finalmente, se encontraron 6 elagitaninos, cuya caracteristica
principal es la presencia de grupos HHDP. Cuando el HHDP
es liberado por hidrdlisis se lactoniza para dar lugar al acido
elagico, que puede ser cuantificado como producto de la
hidroélisis de elagitaninos (Gong & Pegg, 2017; Lee, Johnson
& Talcott, 2005). Los compuestos 14 y 17 (Rt 2.01 y 2.93,
[M-H]- 783.068) fueron identificados como isémeros de di-
HHDP-hexosa, probablemente pedunculagina, de acuerdo a
su patron de fragmentacion (Boulekbache-Makhlouf et al.,
2010). En ambos se observaron los mismos fragmentos: el de
m/z 301 (300.996) que corresponde a la liberacion de acido
elagico por la pérdida de un grupo HHDP-glucosa (482) y el
de m/z 481 que corresponde a la pérdida de un grupo HHD
qu P (302). También se observé un fragmento de m/z 275, sin
embargo no se encontré el que corresponde a la pérdida de una
molécula de agua, caracteristico de elagitaninos con enlace
C-glicosidico en los que la molécula de glucosa se encuentra
en conformacion abierta (Boulekbache-Makhlouf ez al., 2010;
Barry, Davies & Mohamed, 2001), por lo que se considera
probable que estos compuestos correspondan a dos andémeros
de la pedunculagina u otras formas de di-HHDP-hexosa con
enlace O-glicosidico. No existen reportes previos de este
compuesto en extractos de nuez pecana. El compuesto 21, (Rt
3.85,[M—H]- 633.072) correspondi6 al galoil-HHDP-glucosa,
que habia sido identificado por Gong & Pegg (2017) en nuez

pecana, por la presencia de fragmentos correspondientes
a la pérdida del residuo galoilo mas agua (fragmento con
m/z 463) y a la liberacion de acido elagico (fragmento con
m/z 301 [masa exacta de 300.996]); en el presente analisis
también se pudo observar un fragmento correspondiente a la
liberacion de acido galico (m/z 169). Cabe mencionar que se
identificaron por su masa exacta y distribucion isotdpica otros
dos isdmeros de galoil-HHDP-glucosa (compuestos 7, Rt 0.98
y 12, Rt 1.67).

El compuesto 22 (Rt 4.2) presentd una [M-H]- de 935.0793
con un fragmento de m/z 633 correspondiente a la pérdida de
un residuo HHDP-glucosa, asi como uno de m/z 783 por la
pérdida de un residuo galoilo. Se presentaron también otros
fragmentos (m/z 275 y m/z 169, similares a los encontrados
en galotaninos antes descritos) pero ninguno correspondiente
a la pérdida de una molécula de agua, lo que sugiere que
este compuesto es un isdmero de casuarictina, es decir un
galoil-di-HDDP-glucosa con conformacion cerrada de la
glucosa (Boulekbache-Makhlouf et al., 2010; Barry, Davies
& Mohamed, 2001). Este compuesto mostré un isémero
con Rt de 3.39 (compuesto 19, Tabla I). El compuesto 26
(Rt 4.89) mostro una [M-H]- de 933.0639, dos unidades
menor que el compuesto 22 (galoil-di-HDDP-glucosa), lo
que indica la formacion de un enlace por oxidacion entre el
grupo galoil y un grupo HHDP adyacente (Barry, Davies &
Mohamed, 2001). Este tipo de estructura puede corresponder
a elagitaninos como castalagina/vescalagina o praecoxina-D,
aunque el patron de fragmentacion y la literatura disponible no
permiten distinguirlo con certeza. Sin embargo, si es posible
aseverar que se trata de alguno de estos taninos, ya que muestra
fragmentos como el de m/z 451 (450.99) que corresponde a la
liberacion de un residuo trigaloilo y el de m/z 301 (300.996)
correspondiente a la liberacion de acido elagico; estos
fragmentos han sido descritos por Hager, Howard, Liyanage,
Lay & Prior, (2008), quien identifico castalagina/vescalagina
mediante HPLC-MS/MS en extractos de zarzamoras (Rubus
sp.), y por Grace, Warlick, Neff & Lila, (2014), quien aisld
y caracterizo la fragmentacion de praecoxina D a partir de
extractos de nuez de Castilla (Juglans regia). Por tltimo, el
compuesto 33 (Rt 5.6-5.69, [M-H]- 1103.087) se identifico
como sanguina H-2 de acuerdo a la comparacién de su
patréon de fragmentacion con el descrito por Kool, Comeskey,
Cooney & McGhie, (2010), quien aislo y caracterizo a este
compuesto a partir de extractos de zarzamora de la especie
Rubus loganbaccus x baileyanus, observando fragmentos de
m/z 1059, 935 y 633, los mismos que fueron detectados en el
presente estudio. Una buisqueda bibliografica exhaustiva nos
indico que este es el primer estudio que reporta la presencia
de elagitaninos como casuarictina, castalagina/vescalagina,
praecoxina D o sanguina H-2 en nuez pecana. Los compuestos
mas abundantes en el extracto acetdnico de nuez pecana
fueron el pentosido de acido elagico (solo identificacion
tentativa), el dimero de procianidina B con Rt 4.54 y el galoil-
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HHDP-glucosa con Rt 3.85. En el extracto etandlico también
fue mas abundante el pentdsido de acido elagico, seguido por
monogaloil glucosa y catequina libre.

CONCLUSIONES

Este estudio permitio demostrar que el perfil polifendlico de la
almendra y nuez pecana es claramente diferente, dominando
en la primera flavonoides y en la segunda taninos condensados
¢ hidrolizables (sobre todo elagitaninos). Se describio por
primera vez la presencia de elagitaninos como casuarictina,
castalagina/vescalagina, praccoxina D o sanguina H-2 en nuez
pecana. Por otro lado, se demostr6 también que los extractos
etanolicos muestran una riqueza, en cantidad y diversidad, de
CF similar al de los extractos acetonicos.
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