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RESUMEN

México es un productor de nuez pecanera con 179 mil toneladas en 2019, de la cual 50% es cascara que resulta una
biomasa con gran biodisponibilidad. En este trabajo se utilizé extraccién asistida con microondas (EAM) evaluando
primeramente temperatura (75 y 95°C), y posteriormente tipo de solvente (Agua y Etanol 50% p/v) y tiempo de
extraccién (15y 35min) en céscaras criolla de Rayones (CR) y Chihuahua (CCh) sobre la obtencién de polifenoles
totales y actividad antioxidante mediante la remocién del radical DPPH y ABTS. Entre los resultados iniciales
destaca que a 75°C CR obtuvo una mayor extraccién de bioactivos presentando valores de 274.59 mgGAE/g
extracto con 17960 y 2398.86 umolET/g extracto de remocion de DPPH y ABTS que representa 33.64 y 68.53%
de inhibicién para el primero y segundo respectivamente. Ademas, se confirm6 que a 75°C durante 15min
utilizando etanol 50% se obtuvieron resultados adecuados para CR con 470.30 mgGAE/g extracto y 36.77% de
inhibicion (25650 pmolET/g extracto remocion DPPH) y para CCh 442.86 mgGAE/g extracto con 46.87%
inhibicién (32750 umolET/g extracto remocién DPPH). Por lo que EAM es una tecnologia verde prometedora en
la obtencion de fitocompuestos con actividad antioxidante de la cascara de nuez pecanera.

Palabras clave: Extraccidn asistida por microondas, contenido total de polifenoles, DPPH, ABTS, cascara de nuez,
% inhibicion.

ABSTRACT

México is a producer of pecan nuts with 179 thousand tons in 2019, of which 50% is shell, resulting in biomass
with great bioavailability. In this work, microwave assisted extraction (MAE) was used, first evaluating
temperature (75 and 95°C), and then type of solvent (Water and Ethanol 50% w/v) and extraction time (15 and
35min) in Creole shells. de Rayones (CR) and Chihuahua (CCh) on obtaining total polyphenols and antioxidant
activity by removing the DPPH and ABTS radicals. Among the initial results, it stands out that at 75°C CR obtained
a greater extraction of bioactives, presenting values of 274.59 mgGAE/g extract with 17960 and 2398.86 umolET/g
extract of DPPH and ABTS removal, which represents 33.64 and 68.53% inhibition for the first and second
respectively. In addition, it was confirmed that at 75°C for 15min using 50% ethanol adequate results were obtained
for CR with 470.30 mgGAE/g extract and 36.77% inhibition (25650 umolET/g extract DPPH removal) and for
CCh 442.86 mgGAE/g extract with 46.87% inhibition (32750 umolET/g DPPH removal extract). Therefore, EAM
is a promising green technology for obtaining phytocompounds with antioxidant activity from pecan nut shells.

Keywords: Microwave assisted extraction, total polyphenol content, DPPH, ABTS, walnut shell, % inhibition.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios México se ha posicionado como un actor importante en el mercado de la nuez
pecanera hasta escalar al primer puesto en exportacion mundial. El gran potencial de produccion de
nuez pecanera demostrado por México invita a la reflexion sobre su sostenibilidad y
aprovechamiento (Suérez et al., 2015). Toda produccion agroindustrial genera residuos. Los desechos
agricolas siguen siendo una fuente ignorada de fitoquimicos de alto valor que pueden contribuir a los
objetivos de sustentabilidad (Alexandru et al., 2014) (Das & Singh, 2004).

Actualmente hay mucho interés en los fitoquimicos como componentes bioactivos de los alimentos.
Estudios recientes han demostrado que muchos constituyentes polifendlicos de la dieta derivados de
plantas son antioxidantes mas efectivos (Rice et al.,1997). Un compuesto bioactivo es simplemente una
sustancia que tiene una actividad bioldgica, relacionada con su capacidad para modular uno o mas
procesos metabolicos, lo que resulta en la promocidn de mejores condiciones de salud (Dictionary, 2009)
(Aryee & Boye, 2015). En el caso de la nuez pecanera numerosos documentos de investigacion indican
el potencial de su cascara en la obtencion de fitocompuestos como polifenoles, flavonoides y taninos
asociados con diversas actividades biolégicas, entre las que destacan: antimicrobianas, anticancerigenas,
antidiabéticas y antioxidantes, entre otras (Reyes et al.,2022)

Los antioxidantes son considerados agentes protectores que inactivan las especies reactivas de oxigeno,
por lo que previenen el dafio oxidativo. Entre las enzimas involucradas en contrarrestar el estrés oxidativo
se encuentran el superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, las cuales atentian las especies
reactivas de oxigeno generadas por el metabolismo. Adicionalmente las vitaminas E y C, y los
polifenoles presentes en los alimentos también exhiben actividad antioxidante (Reyes et al., 2015)

En la almendra de nuez pecanera cultivada en tres regiones de Chihuahua (De La Rosa et al., 2011) han
reportado una fuerte correlacion de la actividad antioxidante medida como ORAC (r?>= 1), DPPH'~ (r’=
1), ABTS™ (r*= 0.997) y HO" (= 0.997) y la cantidad de fenoles y flavonoides totales,
proantocianidinas, 4acido galico y elagico. Adicionalmente, la localidad del cultivo influyé
significativamente sobre la actividad antioxidante, particularmente en la cascara. Lo que indica que las
condiciones ambientales, como la exposicion a la luz de la cascara de nuez en las diferentes localidades
influyeron en su actividad antioxidante, relacionada con la fraccion polifendlica extraible,
principalmente con taninos condesados. Cabe destacar, que en este estudio la capacidad antioxidante,
polifenoles totales y taninos condensados fue de 4.5, 6 y 18 veces mayor en cascara que en almendra de
la nuez (de la Rosa et al., 2011). Sin embargo, estos estudios se han realizado mediante extracciones
tradicionales hidroalcohdlicas, los cuales utilizan elevadas temperaturas, solventes, pueden
potencialmente producir contaminantes, por lo que es necesario implementar nuevas tecnologias
amigables con el medio ambiente también Ilamadas verdes.

La EAM, se puede realizar en pocos minutos con alta reproducibilidad, reduciendo el consumo de
solvente, simplificando la manipulacién, dando mayor pureza al producto final y consumiendo solo una
fraccion de la energia que normalmente se necesita para la extraccion convencional (Chemat & Cravotto,
2012). Los fundamentos del proceso de extraccion por microondas (MAE) son diferentes a los de los
métodos convencionales (solido-liquido o simplemente extraccion) porque la extracciéon se produce
como resultado de cambios en la estructura celular provocados por ondas electromagnéticas (Chemat &
Cravotto, 2012). La técnica de microondas puede plantear protocolos utilizando un minimo de solventes
o agua (Esquivel et al., 2017).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue emplear la extraccion asistida por microondas en cascaras
de nuez criolla de dos localidades Rayones, Nuevo Le6n y Jiménez, Chihuahua evaluando el efecto de
variedad, tiempo, temperatura y solvente sobre el contenido de polifenoles totales y las dos actividades
antioxidantes expresada como actividad secuestrante del radical DPPH y ABTS.
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MATERIALES Y METODOS
Equipos

Plataforma de Reaccién por Microondas Multiwave 5000 de Anton Paar, Centrifuga MegaFuge 16R,
Liofilizadora FreeZone 4.5, Espectro UV-1800, Lector de placas Termo Fisher Multiskan FC, Espectro
Genesys 10S UV- Vis

Materiales

Cascara de Nuez Molida Variedad Criolla Rayones y Variedad Criolla Chihuahua con tamafio de
particula de 1mm, Agua Desionizada, Reactivo Folin & Ciocalteu’s 1N, Reactivo 2,2’-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt de Sigma, reactivo 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-
trinitrophenyl)hydrazyl de Sigma.

Obtencion de los extractos mediante microondas

En la primera fase experimental, 0.5g de cascara de nuez criolla de Rayones y Chihuahua se le agregd
5mL de agua desionizada. El tratamiento se realiz6 en el equipo Multiwave 5000 de Anton Paara 75y
95°C por 10 min (rampa) y 75 y 95°C por 15 min (mantenimiento) respectivamente manteniendo
agitacion alta en el sistema. Las muestras tratadas se centrifugaron a 13000 rpm por 15min a 25°C; se
decantaron los extractos y se guardaron a 4°C en tubos de polipropileno. El s6lido de las extracciones se
re-suspendi6 con 5mL de agua desionizada para una segunda extraccion en microondas bajo las mismas
condiciones. Ambos extractos fueron liofilizados por separado en Liofilizadora FreeZone 4.5 por 48
horas a -52°C y presion de 0.66 Pa, para analizarse posteriormente en su contenido de fenoles totales, y
actividad antioxidante medida como actividad secuestrante del radical DPPH™ y ABTS'™
respectivamente.

Para la segunda fase experimental, réplicas de 0.5g de cada variedad criolla fueron sometidas a la
temperatura seleccionada de 75°C a 10 min (rampa) y 75°C durante 5 y 15 min (mantenimiento) para un
total de 15 y 35 min de extraccion, utilizando los solventes agua y etanol 50% p/v, manteniendo la
agitacion alta durante el proceso. Una vez finalizado el tiempo de extraccion, el sélido fue sometido a
una segunda re-extraccion, recuperando y mezclando ambos sobrenadantes para su analisis posterior.
Estos fueron sometidos a centrifugacion y liofilizacion en condiciones similares a las descritas con
anterioridad, y conservados en frascos oscuros a 4°C hasta su analisis.

Determinacion de Polifenoles Totales

Fueron realizados segin Reyes-Vazquez et al., 2012 para lo cual se pesaron 0.0125g de muestra
liofilizada, aforandose a 100mL con agua desionizada, posteriormente se tomaron 500uL del extracto, y
se afiadié 3mL de agua desionizada y 250uL de Folin 1N reposando por 5 min para posteriormente
agregarle 750uL de Na,COs al 20% y 950uL de agua desionizada, agitandose en vortex y permitiendo
el reposo por 30 min. La absorbancia de las muestras se leyd en el espectro Genesys 10S UV- Vis a
765nm. Los compuestos fendlicos totales se calcularon usando una curva estandar de acido galico
1mg/mL y se expresaron mgGAE/g extracto BH. La curva estandar tuvo una R? de 0.9976 y la ecuacion
fue la siguiente y = 0.0133x - 0.109.

Actividad Antioxidante determinada por remocion del radical ABTS

El valor de TEAC se determind seguin Reyes-Vazquez et al., 2012 con algunas modificaciones, para lo
cual se prepar6 una solucion stock pesando 0.0193g de radical ABTS disuelto en 5mL de Buffer de
Fosfatos (PBS, pH 7.4 y 0.15M NaCl) y 88uL de persulfato de potasio (0.0378g en 1mL de PBS). La
solucion se incub6 en la oscuridad durante 16h, enseguida se tomd 1 mL de la solucién stock y se
adicionaron 88 mL de metanol 80%. El radical fue ajustado con metanol al 80% a 0.7 + 0.02 a 734nm.
La reaccion se inici6 afiadiendo 2970puL de la solucion ABTS y 30uL de muestra o solucion estandar de
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Trolox en metanol. Se dejé reposar 20min en la oscuridad, y se ley6 la absorbancia a 734nm en el Lector
de placas Termo Fisher Multiskan FC.

El porcentaje de remocion de ABTS fue calculado:
%RSA = (control Abs — muestra Abs/control Abs) * 100.

Se us6 una solucion de Trolox (6-400 uM) como estandar, y los resultados se expresaron como
micromoles de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de extracto BH. La curva estandar tuvo una R?
de 0.99425 y la ecuacién fue la siguiente y = -0.0014x + 0.6448.

Actividad antioxidante remocion radical DPPH

La actividad secuestrante del radical DPPH se determind segin Reyes-Vazquez et al., 2012 pesando
2.5mg de radical DPPH con 100mL de metanol puro, se ajusto la absorbancia del radical a 0.7 + 0.02 a
una longitud de onda de 515nm. A tubos de ensayo conteniendo 3900uL del radical se les agregé 100uL
del extracto o solucién estandar Trolox en metanol, dejandose reposar por 30min en la oscuridad, para
posteriormente leerse a 515nm en el Espectro UV-1800. El blanco se realizé con metanol al 80%.

El porcentaje de remocion de DPPH fue calculado:
%RSA = (control Abs — muestra Abs/control Abs) * 100.

Se us6 una solucidn de Trolox (6-400 pM) como estandar, y los resultados se expresaron como
micromoles de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de extracto BH. La curva estandar tuvo una R?
de 0.997 y la ecuacion fue la siguiente y = -0.0041x + 0.701.

Disefio y Analisis Estadistico.

En los experimentos iniciales para evaluar el efecto de temperatura sobre la cantidad de polifenoles y
actividad antioxidante se realizé un disefio experimental de una via. Posteriormente, se realiz6 un disefio
factorial completo para evaluar el efecto de la cascara de dos variedades criollas provenientes de cultivos
de dos diferentes localidades (Rayones y Chihuahua) , utilizando dos tipos de solvente (agua y etanol al
50%) y tiempo de extraccion (15 y 35 minutos) sobre las mismas variables de respuesta arriba sefialadas.
Los datos obtenidos de cada uno de los experimentos fueron procesados estadisticamente. Para el analisis
de varianza y comparacion de medias mediante la minima diferencia significativa con la ayuda del
programa STATGRAPHICS, version 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha reportado consistentemente que la cascara de nuez pecanera contiene un nimero importante de
metabolitos principalmente compuestos polifendlicos, flavonoides y taninos condensados con alta
actividad antioxidante De la Rosa et al., 2012; en este sentido, se ha utilizado fundamentalmente las
extracciones por método tradicionales como infusiones acuosas e hidroalcoholicas con importantes
resultados en los perfiles polifenolicos obtenidos y actividades biolégicas como antimicrobiana,
anticancerigena, antidiabética y antioxidante Reyes-Vazquez 2022, sin embargo hasta donde se sabe no
se han reportado extracciones por tecnologias verdes tales como asistidas por microondas en céascara de
nuez pecanera.

Como se puede observar en la figura 1 (A) se describe el efecto de temperatura de extraccion sobre el
contenido de polifenoles de la céscara de dos variedades criollas. En la primera extraccion CR75 obtuvo

819
Cortés-Marin, et al./Vol. 8 (2023) 816-824



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

274.59 mgGAE/g extracto de polifenoles significativamente mayor (P< 0.05), con relacion a CCH75 que
obtuvo la menor cantidad con 140.75 mgGAE/g extracto; mientras que las extracciones para CR95 y
CCHO95 fueron de 157.89 y 175.94 mgGAE/g extracto respectivamente. Es interesante observar que
ademas de la temperatura, la variedad tuvo un impacto importante en la cantidad de polifenoles extraidos,
en ambas extracciones particularmente en la segunda, ya que por ejemplo en la cultivada en Rayones se
presentaron las cantidades mayores en la primera extraccion disminuyendo significativamente en la
segunda extraccion. Para el caso de Chihuahua inicialmente la extraccion fue menor para luego
incrementarse con la segunda extraccion. Este comportamiento probablemente indica que la naturaleza
del material en cuanto a su composicién de hemicelulosa, celulosa y lignina, y por tanto dureza, podria
estar jugando un papel fundamental en el proceso de extraccion tal como lo sefiala Rodriguez-Padrén
2020 en cascara verde de nuez de castilla extraida por microondas.
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Figura 1. Efecto de la temperatura de extraccion sobre A) Contenido total de polifenoles y B) Actividad
antioxidante expresada como actividad secuestrante del radical ABTS. Criolla Rayones 75°C (CR75) y
95°C (CR95), Criolla Chihuahua 75°C (CCH75) y 95°C (CCH95). Letras mayusculas y minusculas
distintas en cada columna indican una diferencia significativa (P<0.05) en la primera y segunda
extraccion respectivamente.

Estos resultados pueden compararse con lo descrito por Pinto et al.,2021 en el cual obtuvo un valor de
173.89 mg de GAE/g PS con extraccion acuosa, utilizando EAM con una temperatura de 75° por 10 min
y mantenimiento por 15min haciendo solo una extraccion. De igual manera Cacciola et al., 2019 reportd
un contenido total de polifenoles de 247.63 mg GAE/g de PS para extractos acuosos de cascaras de
Castariea sativa utilizando tiempos de extraccion mas prolongados. Sin embargo, podemos destacar, que
al realizar dos extracciones tal fue el caso de este protocolo se obtienen mejores valores de
fitocompuestos.

La mayor actividad antioxidante figura 1(B) se present6 durante la primera extraccion de CR75 la cual
mostré 2398.86 UmMOIET/g extracto significativamente mayor (P<0.05) con relacion a los otros
tratamientos, sugiriendo que a temperaturas 75°C se obtiene una elevada actividad antioxidante, dato
gue podria estar correlacionado con la cantidad de polifenoles obtenidos y que también favoreci6 una
adecuada extraccion de la cascara de Chihuahua lo que conllevaria a un ahorro de energia y conservacion
de la actividad biologica.
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Figura 2. Efecto de la temperatura de extraccidon sobre actividad antioxidante expresada como C)
Porcentaje de inhibicion y D) umolET/g extracto remocion radical DPPH. Criolla Rayones 75°C (CR75)
y 95°C (CR95), Criolla Chihuahua 75°C (CCH75) y 95°C (CCH95). Letras mayusculas y minusculas
distintas en cada columna indican una diferencia significativa (P<0.05) en la primera y segunda
extraccion respectivamente.

En la figura 2 se presenta el efecto de la temperatura sobre la actividad antioxidante del radical DPPH, e
igualmente se observd una posible correlacién entre la cantidad de polifenoles extraidos y el % de
inhibicién con 33.64 en el tratamiento CR75 de la primera extraccion que representa 17960 umolET/g
extracto, mientras que en la segunda extraccién disminuyd significativamente hasta 7.24% que
representa 2800 umolET/g extracto, sin embargo para Rayones tratada a 95°C no favorece una mejor
recuperacién de fitocompuestos con actividad antioxidante ni en la primera ni segunda extraccion. En el
caso de la variedad Chihuahua a 75°C present6 una actividad antioxidante de 18.66% de inhibicién, con
9360 umolET/g extracto remocién radical DPPH, mientras que la segunda extraccion tuvo 22.01% de
inhibicién con 11280 umolET/g extracto remocion radical DPPH, sin embargo, el incremento de
temperatura a 95°C no mejoro0 su actividad antioxidante.

Resultados similares utilizando EAM en cascara de C. sativa fueron reportado por Rodriguez — Padron
2020 utilizando temperaturas mayores a 100°C durante 30 min se obtienen 99.09 mg de GAE/g extracto
BH de polifenoles con un 63% de actividad antioxidante. Estos resultados confirman que a 75°C para
ambos residuos agroindustriales se obtienen adecuadas cantidades de polifenoles que preservan su
actividad antioxidante.

Tabla 1. Efecto de variedad, solvente y tiempo de extraccién a 75°C sobre la cantidad de polifenoles y
actividad antioxidante en céscaras criolla de nuez pecanera criolla cultivada en Rayones y Chihuahua

Varieda Solvent Tiemp mgGAE/g BH % inhibicion DPPH MMoIET/g extracto BH DPPH
d e 0
CR Agua 15 368.42 30.58 21300
CR Agua 35 405.64 32.93 22950
CR Etano 15 470.30 36.77 25650
I
CR Etanol 35 462.03 34.00 23700
CCH Agua 15 410.90 42.89 29950
CCH  Agua 35 386.09 39.19 27350
CCH Etano 15 442.86 46.87 32750
I
CCH  Etanol 35 443.98 45.45 31750

Criolla Rayones (CR), Criolla Chihuahua (CCH)
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Los resultados de la combinacion de las diferentes variables evaluadas se presentan en la tabla 1, la cual
nos indica que el solvente etanol al 50% y 15 min de extraccion en ambos residuos de cascara dio como
resultado los mejores contenidos de polifenoles y actividad antioxidante cuantificada como porcentaje
de remocién del radical DPPH. Para el caso de Rayones fue de 470.30 mgGAE/g BH, 36.77% de
inhibicion y 25650 umolET/g extracto BH; para Chihuahua 442.86 mgGAE/g BH, 46.87% de inhibicion
y 32750 umolET/g extracto BH.
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Figura 3. Grafico de interaccion estadistica significativo entre A) efecto de solventes sobre los polifenoles
obtenidos para ambas variedades, B) efecto de las diferentes variedades sobre el porcentaje de inhibicion para
ambos solventes.

Con base al disefio experimental de los pardmetros de extraccion evaluados el tipo de solvente tuvo un
efecto significativo en la cantidad de polifenoles obtenido (figura 3 (A)) en donde se puede observar que
el etanol al 50% incremento significativamente (P<0.05) la cantidad de polifenoles obtenidos para ambas
variedades, mientras que el agua no favorecié la extraccidon especialmente en la variedad Rayones.
Adicionalmente la variedad tuvo un efecto significativo (P<0.05) en el porcentaje de inhibicion, y por
tanto en los micromoles equivalentes de trolox obtenidos como se muestra en la figura 3 (B), siendo
mayor en las céscaras de nuez de Chihuahua con respecto a la de Rayones particularmente con el
tratamiento etandlico.

CONCLUSION

La extraccién asistida con microondas es un método verde con amplio potencial de extraccion de
fitocompuestos con elevadas actividades antioxidantes en cascara de nuez pecanera. En este trabajo bajo
las condiciones evaluadas sugieren que para ambas variedades de nuez criolla un protocolo de extraccion
con etanol 50% a 75°C durante 15min es la mas adecuada en la obtencidn de polifenoles con actividad
antioxidante elevada. Actualmente se estan realizando esfuerzos en la extraccion enzimatica asistida con
microondas.
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