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RESUMEN

El pistache Pistacia vera L. es un cultivo procedente de Oriente Medio, y es uno de los frutos
secos mas populares del mundo por su alto valor nutricional. El ruezno es un subproducto de
baja valoracion de la produccion del pistache ya que este es desechado en las distintas fases
del procesamiento comercial y se genera en grandes cantidades, estimadndose un promedio
del 60% de la produccién, lo cual puede ocasionar importantes impactos ambientales. El
objetivo de este proyecto fue evaluar el proceso de extraccion y potencial antioxidante
(ABTS y DPPH) de compuestos fendlicos obtenidos a partir de ruezno de pistache empleando
tecnologias verdes. Se evaluaron tres métodos de extraccion: ultrasonido (EAU), microondas
(EAM) e hibrido (Ultrasonido-Microondas, EAUM). Los extractos obtenidos fueron
separados y purificados mediante cromatografia en columna para obtener la fraccion rica en
compuestos fendlicos y se analizo el contenido de fenoles hidrolizables (FH), condensados
(FC) vy totales (hidrolizables + condensados, FT). EI mayor rendimiento de compuestos
purificados a partir del extracto de ruezno de pistache se obtuvo en el EAM, obteniendo un
valor de 0.057+ 0.001 mg FT/gms. Se obtuvo un rendimiento de 89.89+2.97 mgEC/gms para
FC, 173.87+2.39 mgeEAG/gms para FH y 263.77+0.71mg/gms para FT. El extracto EAM
exhibié una capacidad antioxidante de 520.73 +7.91 mgET/gms para DPPHy 747.33 + 13.48
mgET/gms para ABTS. Finalmente el extracto obtenido por este sistema fue empleado para
determinar el perfil de compuestos fendlicos mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-MS), donde fueron identificados cinco compuestos: 1-
Icosanol, Acido butanoico, éster 3-metil-3-metilfenilico, galato de etilo, Fenol,3-Pentadecil
y Acido -4-((4-hidroxifenil)amino))-4-oxobut-2-enoico, siendo este compuesto superior a los
demas presentes. Dentro de los analisis obtenidos por FTIR se pudo equiparar con los analisis
espectrofotométricos y cromatograficos ya que se detectd la presencia de grupos funcionales
pertenecientes al hidroxilo y carbonilo, los cuales forman parte fundamental en la estructura
de compuestos bencénicos pertenecientes a compuestos fenolicos y alifaticos. Los resultados
obtenidos muestran la capacidad del ruezno de pistache para obtener compuestos fenélicos

con alta capacidad antioxidante a través de tecnologias verdes.

Palabras clave: Pistacia vera L., DPPH, ABTS, compuestos bioactivos, potencial

antioxidant
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I. INTRODUCCION

El pistache (Pistacia vera L.) es considerado uno de los principales frutos secos del mundo.
Su consumo se remonta a hace 300 mil afios, al encontrar restos de pistache carbonizados en
Israel (Mandalari et al., 2021). Se consume fresco o tostado, en forma de aceite virgen
vegetal, 0 se puede obtener una harina que se usa en la elaboracion de pan, pasteles o galletas,
0 como crema untable (Pakdaman et al., 2021; Mateos et al., 2022). En 2022, la produccion
mundial de pistache fue de 829 mil toneladas, siendo Estados Unidos, Iran, Turquia y Siria
los principales productores (USDA, 2022). A nivel nacional se estima una produccion anual
de 37 mil toneladas, de las cuales el 98.96 % se produce en Chihuahua, principalmente en
los municipios de Buenaventura, Juarez, Praxedis Guerrero, Jiménez, Delicias y Meoqui
(SIAP, 2019; SENASICA, 2019).

El pistache es un fruto muy importante debido a su valor nutrimental, ya que contiene hasta
un 60 % de grasa, mayormente insaturada (~ 90 %), destacando el acido oleico y linoleico,
mono Yy polinsaturado, respectivamente (Mateos et al., 2022). Estos compuestos poseen un
efecto antiinflamatorio y vasodilatador, disminuyen la presion arterial, lo cual ayuda a
prevenir enfermedades del corazén (Cabo, Achon y Gonzélez, 2015). Adicionalmente, el
pistache contiene de 18 a 23% de proteina, 18% de carbohidratos (principalmente sacarosa),
y el restante corresponde a fibra, minerales y compuestos bioactivos como carotenoides,
clorofila y compuestos fenélicos (Martinez et al., 2019; Mandalari et al., 2021).

Al ser cosechado, el pistache se divide en dos fracciones, una comestible que corresponde a
la semilla, y una no comestible, que corresponde al ruezno, la cual se desecha (Arjeh et al.,
2020). El ruezno de pistache comprende del 45 al 60 % del peso total del fruto (Hamed et al.,
2020; Elhadef et al., 2021; Cardullo et al., 2021). Diversos estudios han reportado al ruezno
de pistache como fuente potencial de compuestos bioactivos, los cuales presentan actividad

antioxidante, antimicrobiana y antimutagénica (Cardullo et al., 2021; Neval et al., 2018).

La extraccion de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales se realiza mediante
métodos tradicionales como la maceracién y la extraccion Soxhlet. Sin embargo, estos
métodos de extraccion requieren mucho tiempo y grandes cantidades de disolvente. Hoy en
dia, muchos nuevos meétodos de extraccion ecologicos estan reemplazando a los métodos de

extraccion tradicionales (Pereira et al., 2017).
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1.1 Justificacion

El fruto del pistacho ha llamado la atencién de los cientificos porque la fina cascara que
recubre el pistacho y la pulpa exterior, similar a la cascara dura que representa la semilla, son
compuestos bioactivos y tienen muchas propiedades como antioxidantes, anticancerigenas,
antimutagénicas y antiproliferativas (Abe-Matsumoto et al., 2010). En esta parte de la fruta
son muy activos los antioxidantes fitoquimicos como los polifenoles, que se liberan en varias
etapas del procesamiento comercial, y desde las partes externas estas moléculas llegan a la
fruta y potencian el efecto antioxidante de las grasas mono y poliinsaturadas. Debido a ello,

esta fruta se puede utilizar como materia prima y fuente de nutracéuticos (Chang et al., 2016).

Han surgido nuevas técnicas conocidas como "tecnologias verdes" como resultado de los
esfuerzos para evitar las desventajas de los métodos de extraccion convencionales, estas
técnicas ofrecen varias ventajas en el proceso de extraccion, y no tienen un impacto negativo
en el medio ambiente, ya que permiten reducir drasticamente el uso de disolventes organicos
o usar disolventes ecoldgicos. Ademas, se observa una mejora en el rendimiento y la calidad
de los compuestos bioactivos que se obtienen del ruezno de pistache (Dar, Paracha y Akhter,
2015). Las técnicas mas amigables con el medio ambiente son las extracciones asistidas por
ultrasonido (EAU) y microondas (EAM) (Carciochi et al., 2017). Estas técnicas han
demostrado altos rendimientos en la obtencion de compuestos bioactivos utilizando menos
disolvente y en menos tiempo (Nayak et al., 2015). A pesar de la disponibilidad de estas
opciones, existe una escasez de investigaciones que aprovechen estas técnicas para la

extraccion y recuperacion de compuestos bioactivos (Safdar et al., 2017).
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1.2 Hipotesis

La evaluacion de los sistemas de extraccion (microondas, ultrasonido e hibrido) permitira
seleccionar al de mayor rendimiento de compuestos fenolicos con capacidad antioxidante a

partir de ruezno de pistache.

1.3 Objetivo General
Evaluar el proceso de extraccion y potencial antioxidante de compuestos fendlicos obtenidos
a partir de ruezno de pistache (Pistacia vera L.) empleando tecnologias verdes.

1.3.1 Objetivos Especificos

1. Obtener extractos de ruezno de pistache (Pistacia vera L.) mediante ultrasonido,
microondas y combinacion ultrasonido/microondas.

2. Seleccionar el mejor sistema de extraccion de acuerdo al rendimiento de compuestos
fendlicos obtenidos.

3. Determinar el perfil de compuestos fendlicos presentes en el mejor sistema de
extraccion mediante CG-MS 'y FTIR.

4. Determinar la capacidad antioxidante mediante ABTS y DPPH de los compuestos

fendlicos presentes en el mejor sistema de extraccion

14



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del pistache

El pistache o pistacho es un arbol nativo de regiones aridas del centro y oeste de Asia,
distribuido en el mediterrdneo y Norteamérica (Elhadef et al., 2021). Debido a que su
produccion comienza después de 5 a 10 afios de sembrado, en México no ha se explotado
tanto su cultivo, ya que los agricultores optan por sembrar otros arboles o cultivos que les
permita obtener su inversién a menor tiempo (Martinez et al., 2019). Aunado a ello, su cultivo
requiere de condiciones climatologicas muy particulares, con inviernos frios y veranos
calurosos, siendo esencial acumular 900 h frio (<7 °C) para una adecuada produccién (De
Santiago et al., 2022). En México, su cosecha se realiza en el mes de agosto, con el mayor

rendimiento por hectarea a partir del 6to afio de produccién (De Ledn et al., 2020).

El fruto del pistacho (Fig. 1) es una pequefia drupa de forma ovalada y cascara rojiza, de 0.2
a 2.5 cm de largo, y un peso aproximado de 1.40 g, de color beige. A medida que madura,
revela una céscara dura, amarilla y lisa. Es una semilla uniespermética formada por dos
cotiledones de color verde amarillento cubiertos de piel clara y marrén. Cada pistache se
encuentra encerrado en una cascara dura, que a su vez esta protegida por una cascara exterior
que se abre. Se diferencia de otros frutos secos por tener la cdscara semiabierta, 1o que
convierte al pistacho en un fruto seco que no necesita pelarse para tostarse (Martinez et al.,
2019). El color verde claro, caracteristico del pistache, se desarrolla después del tostado
(Bautista, 2022).

Figura 1.Fruto del arbol de pistache (Grajales, Hall.,2021)
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El pistache (Fig. 2) es un fruto seco muy importante a nivel mundial, debido a su valor
comercial y nutricional. Se emplea en reposteria y helados, asi como en formulaciones para
cosméticos (Neval et al., 2018; Martinez et al., 2019). Diversos estudios han reportado que
el consumo de pistache otorga beneficios a la salud, debido a su efecto antidiabética,
cardiovascular, antioxidante, antinflamatoria, anticancerigena, ademas del control del peso
corporal (Mateos et al., 2022; Moreno et al., 2022). Es una fuente rica en acidos grasos
insaturados, proteinas, micronutrientes y diversos compuestos antioxidantes como los

compuestos fenolicos y los carotenoides (De Santiago et al., 2022).

Figura 2. Fruto de pistache comercial (El poder del consumidor., 2022)

2.2. Composicion Quimica

Los pistaches son una fuente nutricionalmente rica de diversos compuestos quimicos
beneficiosos. Su perfil incluye grasas saludables, como los &cidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados, que son buenos para el corazdén. También son una fuente de proteinas
vegetales, esenciales para el crecimiento y reparacion de tejidos. La fibra dietética en los
pistaches promueve una digestion saludable y ayuda a controlar el apetito. Ademas,
contienen una variedad de vitaminas, como la vitamina B6, y minerales, como potasio y
magnesio. Los pistaches son ricos en antioxidantes y fitoquimicos, como la luteina, que

benefician la salud ocular (Arbeloa et al., 2018).

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA.,2019) en su portal web

menciona que los pistaches que han pasado por el proceso de secado contienen 3.5% de agua,
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27.5% de carbohidratos, 20.6% de proteinas y 4.4% de grasas. De acuerdo a (Bull¢ et al.,

2015) los principales nutrientes y compuestos que presentan los pistaches son los siguientes:

Vitaminas y minerales: Los pistaches poseen grandes cantidades de:

o Minerales: Mg, Mn, Cu, Ca, Zn, Se.

o Vitaminas: A, C, Ky E. Ademas, contiene todas las vitaminas del grupo B
(excepto B12), especialmente, altos niveles de vitamina B1 (tiamina) y B6
(piridoxina).

o Carotenoides: Poseen luteina y zeaxantina, dos carotenoides responsables del color
de este fruto y que poseen propiedades antioxidantes.

« Fibra: Una porcion de 28 g de pistacho puede proporcionar un aproximado de 3 g de
fibra.

« Proteina: el 20% del peso representa proteina vegetal. Porcion que contiene alrededor

de 2% de L-arginina, un aminoacido que ayuda al organismo a generar proteinas.

2.3. Ruezno de pistache

Durante la cosecha del pistache, se obtiene el fruto cubierto por una cascara dura, asi como
otra cubierta verde-amarillenta, denominada ruezno. Hamed et al. (2020) y Elhadef et al.
(2021) reportaron que el ruezno comprende del 35 al 45 % del peso total del fruto. Sin
embargo, otros autores han reportado valores del 50-60 % (Seifzadeh et al., 2018; Ozbek et
al., 2020; Cardullo et al., 2021). De acuerdo a Martinez et al. (2019), el ruezno de pistache
presenta un contenido de proteina de 8.78-10.22%, cenizas de 10.79-11.89%, grasas de 3.67-
4.89% y carbohidratos de 63.37-67.7%. Una mala disposicién de este residuo puede generar
problemas ambientales y sociales: altas emisiones de CO; debido a la quema no controlada,
contaminacion del agua por lixiviados, generacion de malos olores y proliferacion de ratas e
insectos (Arjeh et al., 2020).

Adicionalmente, posee un alto contenido de humedad que, aunado al alto contenido de
carbohidratos, facilita el crecimiento microbiano y la proliferacion de plagas. No obstante, el
ruezno de pistache representa una excelente opcion como fuente para la extraccion de
compuestos bioactivos como polifenoles y polisacaridos (Akbari-Alavijeh et al., 2018). Los

polifenoles se consideran uno de los compuestos alimentarios mas importantes porque
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contribuyen a la salud humana. La actividad biolégica de los polifenoles esta relacionada con
su caracter antioxidante, ya que son capaces de neutralizar los radicales libres y prevenir el

dafo celular (Elsy De Santiago et al., 2022)

2.4. Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios polifendlicos de origen vegetal con un peso
molecular relativamente alto y un sabor astringente. Se encuentran en todas las partes de la
planta como tallo, madera, hojas, semillas y cogollos. En los vegetales, los taninos suelen
encontrarse en las vacuolas celulares junto con alcaloides, proteinas u otros (Ruddock &
Facey, 2024).

Existen cuatro tipos de taninos: condensados (de alto peso molecular e incapaces de ser
hidrolizados), hidrolizables (de menor peso molecular y susceptibles de hidrolisis),

galotaninos y elagitaninos (Figura 3).

e Las proantocianidinas, también conocidas como taninos condensados, son moléculas
formadas por unidades flavan-3-ol que se unen a través de enlaces C-4 a C-8, 0 en
casos menos comunes, C-4 a C-6. Estas moléculas varian en tamarfio y composicion
dependiendo de su origen. Ademas, las proantocianidinas son resistentes a la
hidrolisis (Herrera et al., 2017).

e Los taninos hidrolizables, también conocidos como pirogalicos, se caracterizan por
ser moléculas polifendlicas de tamafio moderado y no poliméricas. Estas moléculas
tienen la capacidad de ser descompuestas mediante &cidos o enzimas en un azlcar y
un &cido carboxilico fendlico.

e Los Galotaninos son vistos como las formas mas bésicas de los taninos hidrolizables.
Se componen de ésteres del acido galico y del &cido digalico unidos mediante enlaces
ésteres, conectando el carboxilo (-COOH) de uno con el -OH del otro. A su vez, estan
ligados a hexosas como la glucosa a traves de un enlace anomérico beta, ya que la
forma alfa rara vez se encuentra en la naturaleza. Sin embargo, es posible generar
isdmeros alfa en laboratorio mediante reacciones controladas. (Olivas-Aguirre et
al.,2015).
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e .Elagitaninos son compuestos complejos que producen un deposito insoluble durante
el proceso de curtido de las pieles, esto se debe a la precipitacion del &cido elégico.

La union de dos acidos galicos.

Taninos

Condensados Hidrolizables Galotaninos Elagitaninos

H (OH)

OH
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Figura 3. Clasificacion de los taninos (Ascacio-Valdés et al., 2011).

Los pistachos, son ricos en compuestos fendlicos, como antocianinas, flavonoides,
proantocianidinas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, estilbenos, &cidos y flavanonas.
Los taninos hidrolizables y los fenolicos son esenciales como antioxidantes y también por
sus propiedades quimiopreventivas, cardioprotectoras y vasoprotectoras (Bolling BW et
al.,2011).Los compuestos fendlicos pueden proteger contra enfermedades relacionadas con
la sobreproduccidn de radicales libres, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares.
(Bullo et al.,2015)

Recientemente, la cascara de pistacho ha despertado el interés de los investigadores por su
contenido de compuestos fendlicos que incluyen acido gélico, &cido 4- hidroxibenzoico,
acido protocatechuic, naringina, eriodictyol-7-O-glucésido, isorhamnetin-7-O-glucésido,

quercetina-3-O-rutinosido, iso- rhamnetin-3-O-glucosido y catequina (Barreca et al., 2016).

2.5. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

Historicamente, se han empleado técnicas tradicionales como la maceracion, la
hidrodestilacion y el uso del Soxhlet para la extraccion de compuestos bioactivos. No
obstante, estas técnicas emplean cantidades significativas de disolventes quimicos, requieren
en ciertos casos agitacion y demandan largos intervalos de tiempo para llevar a cabo la

extraccion. Por ejemplo, la hidrodestilacion puede durar alrededor de 8 h, mientras que la
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maceracion puede tomar mas de 24 h (Soquetta et al., 2018). Frente a esta situacion, y tal
como se ha mencionado previamente, se han investigado alternativas de extraccion que sean
mas respetuosas con el entorno natural. Estas alternativas se caracterizan por emplear
disolventes amigables con el medio ambiente o reducir la cantidad de disolventes organicos
utilizados, ademas de requerir menos tiempo para llevar a cabo la extraccion. Entre las
técnicas mas importantes se destacan la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), la
extraccion por microondas (EAM) y la extraccion asistida por fluidos supercriticos. Sin
embargo, las primeras dos opciones han sido las mas utilizadas, ya que permiten aumentar la
recuperacion de compuestos bioactivos, requieren volimenes pequefios de solventes, son
mas accesibles y faciles de usar, con un gasto energético bajo, al requerir tiempos de

extraccion cortos, que van desde 5 a 40 min (Putnik et al., 2017; Wong-Paz et al., 2017).

2.5.1. Extraccion Convencional
La extraccion convencional involucra procesos de infusion y/o maceracion, ampliamente
reportados para extraer sabores y compuestos a partir de matrices vegetales. El proceso

implica los siguientes pasos:

e Maceracién: En esta etapa, la pasta de pulpa de pistache se mezcla con un liquido
adecuado, como agua, aceite u otro solvente. La maceracion permite que los
compuestos solubles en la pulpa se transfieran al liquido, enriqueciéndolo con sabor
y otros componentes.

e Infusidn: La mezcla resultante se calienta o se deja reposar durante un periodo de
tiempo especifico, lo que permite que los sabores y compuestos se infundan en el
liquido. La infusion puede ser en caliente o en frio, dependiendo de la aplicacion.
(Thorat et al., 2021).

2.5.2. Extraccidn asistida por ultrasonido (EAU)

Esta técnica es un método limpio, sencillo, rapido y respetuoso con el medio ambiente en
comparacion con los métodos tradicionales. Ademas de su alta reproducibilidad en poco
tiempo, facil manipulacion y reduccion del consumo de disolventes respecto a otros metodos
(Rojas et al., 2019). Las ondas de ultrasonido en un rango de 20 kHz a 100 MHz provocan

una rotura mecanica de la pared celular y liberan los componentes bioactivos. El primer
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fendmeno que se produce durante la extraccion de compuestos biologicos de las plantas
(hojas y pieles de frutos, etc.) es la fragmentacion, que tiene las siguientes caracteristicas:
disminuye el tamafio de las particulas, disminuye la transferencia de masa por colisiones
entre particulas y ondas. Por otro lado, la accion sonocapilar y la sonoporacion mejoran la
penetracion del disolvente en las membranas de las células vegetales a través de los canales
creados por el estallido de las burbujas de aire. EI propdsito de este altimo paso es liberar los

compuestos biologicos a través de condiciones vibratorias (Wong-Paz et al., 2017).

2.5.3. Extraccion asistida por microondas (EAM)

Este proceso gracias al calor creado por la vibracion de las moléculas de agua en el medio,
destruye la estructura celular y libera compuestos al medio. Aungue se ha demostrado que
este método es eficaz, la exposicion prolongada a altas temperaturas puede degradar el
contenido de polifenoles (Estrada Gil et al.,2022). Asi, las moléculas de agua que se
encuentran en los sistemas vasculares de las plantas desintegran los tejidos, liberando las
biomoléculas que contienen y luego se van integrando gradualmente al solvente (Avila et al.,
2019). La ventaja de este proceso son tiempos de extraccion mas cortos y una mejor
utilizacion de los reactivos, lo que en ultima instancia mejora el rendimiento de la reaccion

y reduce los costos (Nayak et al., 2015).

2.5.4. Extraccion asistida por ultrasonidos/microondas (EAUM)

En comparacion con los métodos convencionales, la EAUM tiene mas ventajas, como acortar
el tiempo de extraccion, proporcionar mayores rendimientos y utilizar menos disolvente. Esto
da paso a nuevas tecnologias, por las ventajas que ofrecen frente a los métodos
convencionales, para procesos que aceleren la recuperacion de moléculas con alta

bioactividad (Hernandez-Hernandez et al., 2020).

Las aplicaciones futuras no tienen limite porque se trata de una tecnologia respetuosa con el
medio ambiente, ya que puede trabajar con disolventes tan nobles como el agua para evitar
el uso de sustancias mas contaminantes como el hexano. El uso de tecnologia hibrida ayuda
a aumentar la solubilidad y obtener mejores rendimientos de extraccion en menos tiempo que

las tecnologias convencionales (Kaderides et al., 2019).
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2.6. Metodos para la determinacion de la capacidad antioxidante

Los métodos para establecer la capacidad antioxidante total dependen del método de
generacion de radicales libres, del método de medicion, del final de la inhibicién de la
reaccion y de la reduccion de la sensibilidad de las moléculas de la muestra. Los métodos
utilizados para medir la capacidad antioxidante incluyen: ABTS y DPPH basados en la
captacion de los radicales libres 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido) y

2,2-difenil-1- picrilhidrazil, respectivamente (Rumpf et al., 2023).

2.6.1. DPPH

Este método basico implica la mezcla del compuesto o extracto deseado con una solucién de
DPPH, y luego se mide la absorbancia después de un tiempo determinado. A medida que las
técnicas instrumentales han avanzado, este método ha sido modificado para adaptarse a
diversas necesidades, aunque conserva el mismo principio basico en todas sus variantes
(Kedare & Singh, 2011). Los radicales libres, presentes en sistemas bioldgicos, pueden
desencadenar trastornos degenerativos como mutagénesis, carcinogénesis, problemas
cardiovasculares y envejecimiento. El proceso oxidativo, que involucra radicales libres,
consta de tres etapas principales: inicio, propagacion y terminacion. Los antioxidantes actlan
combatiendo los radicales libres en cualquiera de estas etapas. El DPPHe es un radical
nitrogenado organico y estable de color parpura intenso, compuesto por moléculas estables
de radicales libres (Meléndez et al., 2014).

2.6.2. ABTS

El método ABTS es una técnica ampliamente empleada para evaluar la capacidad
antioxidante de compuestos. Comienza con la preparacion de una solucion ABTS, que es un
compuesto que se oxida en presencia de agentes oxidantes. Esta solucion se genera
disolviendo ABTS en agua o en un solvente organico, creando una solucion de trabajo de
color azul oscuro. Este método se basa en la cuantificacion del cambio de color del radical
ABTS+ a medida que los antioxidantes lo reducen a ABTS. El radical cationico ABTS+ es
un cromoforo azul verdoso que se absorbe a 734 nm y se produce por la reaccion de oxidacion
del ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonatoamonio)). De esta manera, el
grado de tincién radical ABTS+ y el porcentaje de inhibicion se determinan en funcién de la

concentracion (Rumpf et al., 2023).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Vegetal

El ruezno de pistache se colectd en la region de Meoqui, Chihuahua (29°42'00.0"N
104°33'00.0"W) vy se transportd al laboratorio de biotecnologia y bioingenieria en Delicias,
Chihuahua, México. Se sec6 a 50 °C durante 24 h (Shel-Lab 1380FX Forced-Air Oven,
Cornelius, OR, EE. UU.), se pulverizé6 (PULVEX Mini 100, Ciudad de México, México) a
un tamafio de particula de 1 mm, y se almacen6 en una botella hermética de polietileno negro

a temperatura ambiente (30 °C) hasta su uso.

3.2 Reactivos quimicos

Etanol, metanol, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), é&cido 2,2-azino—bis—(3—
etilbenzotiazolin—6-sulfonico (ABTSe+), Folin Ciocalteu, carbonato de sodio, HCI-Butanol
(10%), TROLOX, acido galico, sulfato de hierro heptahidratado (FeSOa4-7H,0), HCL

butanol, reactivo férrico (amberlita XAD-16, H2O destilada, agua desionizada.

3.3. Obtencidn de los extractos a partir del ruezno de pistache

Las extracciones de los compuestos fenolicos se realizaron en el Laboratorio de Ciencias
Quimicas de la UAdeC con el equipo ATPIO-SM300 ultrasonic microwave reaction system,
siguiendo la metodologia reportada por Hernandez-Hernandez et al. (2020). Se pesaron 62.50
g de ruezno de pistache, y se colocaron en el reactor. Posteriormente se agregaron 1000 mL
de agua destilada, y se introdujo al equipo de extracciéon. La EAU se realizé durante 20 min
a una frecuencia de 25 kHz a temperatura ambiente. Para la EAM, se llevo a cabo a 70 °C
durante 5 min con 800 W de potencia. Para la EAUM, se realiz6 durante 25 min con una
frecuencia de microondas de 2450 MHz y ultrasonido de 25 kHz. Una vez obtenidos los
extractos, se filtraron a través de algodon y papel filtro para eliminar los sélidos, y el filtrado
se guardo en botellas de pléastico cubiertas de aluminio, y se almacenaron a -18 °C hasta su

uso.

3.4 Separacion y purificacion mediante cromatografia en columna

Los extractos obtenidos se sometieron a un proceso de purificacion, empleando la resina
Amberlita XAD-16 empacada en una columna de vidrio (3.7 x 50 cm), de acuerdo a Ascacio-
Valdés et al. (2016). El extracto se carg6é en la columna, y los compuestos solubles

(carbohidratos, proteinas y otras impurezas) se eluyeron con agua destilada. Posteriormente
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se eluyd con etanol para recuperar la fraccion rica en compuestos fendlicos. Finalmente, las
muestras se colocaron en un rotavapor (R-100, BUCHI) a una temperatura de 40°C, para
eliminar el etanol y recuperar los extractos en forma de polvo, el cual se almacend en viales

de 1.5 mL protegidos de la luz y en refrigeracion.

3.5 Analisis quimico
3.5.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante
Para los ensayos de capacidad antioxidante, se prepar6 una solucion madre de 1000 mg/L a

partir de cada muestra.

3.5.1.1 Ensayo DPPH

La capacidad para eliminar los radicales libres se realiz6 de acuerdo a lo reportado por
Meléndez et al. (2014) empleando una solucién de radical DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo, Sigma-Aldrich®, México) a 60 uM. Se mezclaron 7 ulL de muestra con 193
uL de solucion DPPH. Se preparé un control (DPPH-Etanol) y un blanco (Etanol). La mezcla
se dejo reaccionar en la oscuridad por 30 min y se registr6 la absorbancia a 517 nm en un
lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). El ensayo se hizo por
cuadruplicado y los resultados se expresaron como mg de equivalentes Trolox por mg de
muestra seca (MgET/gms) empleando una curva de calibracion con Trélox (&cido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico; Sigma-Aldrich®, México) de 0.2 a 1 mg/mL.

3.5.1.2 Ensayo ABTS

Se determino el ensayo ABTSe (2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolina-6- sulfonato, Sigma-
Aldrich®, México) de acuerdo con el método de Lopez-Cardenas et al. (2023). Se genero el
cation radical ABTS por medio de una solucién acuosa de ABTS con persulfato de potasio;
se mezclaron estos compuestos en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12 h antes de
su uso. Se mezclaron 10 pL de muestra con 190 uL de solucién ABTS. Se preparé un control
(ABTS-Etanol) y un blanco (Etanol). La mezcla se dejé reaccionar 1 min y se registro la
absorbancia a 734 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific). El
ensayo se hizo por cuadruplicado y los resultados se expresaron como mg de equivalentes

TROLOX por mg de muestra seca (mgET/gms) empleando una curva de calibracion con
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Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico; Sigma-Aldrich®, México)
de 0.2 a1 mg/mL.

3.5.2. Determinacion del 1Cso

El 1Cso representa la cantidad de muestra que se requiere para inhibir al 50 % un radical. Para
determinarlo, se prepararon diluciones de 50 a 400 mg/L a partir de la solucion madre, y se
determind la capacidad antioxidante frente al DPPH y ABTS, como se reporto previamente.
Con los datos obtenidos, se calculé el % de inhibicion empleando la ecuacion: % Inhibicién
=100- (((Ablanco— Amuestra) | Ablanco) X 100), donde Anianco representa el valor de la absorbancia
del control y Amuestra representa el valor de la absorbancia que se obtuvo de cada una de las
muestras. Con los datos obtenidos se graficé la concentracion del extracto vs % de inhibicion,
y se ajustaron a un modelo de regresion lineal, en el cual se despejé para determinar la
concentracion de extracto requerida para inhibir el 50% los radicales DPPH y ABTS (Pérez-
Jiménez et al., 2008).

3.5.3 Fenoles Hidrolizables

Para la determinacion de fenoles hidrolizables se colocaron 20 pL de muestra afiadiendo 20
pL de reactivo Folin-Ciocalteu dejando reposar durante 5 min, posteriormente se afiadio 20
ML de carbonato de sodio, se dejo en reposo de 5 min. Finalmente se agreg6 125 UL de agua
destilada y se registro la absorbancia a 790 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO,
Thermo Scientific). El ensayo se hizo por cuadruplicado y los resultados se expresaron como
mg equivalentes &cido galico por gramo de masa seca (MgeAG/gms) empleando una curva

de calibracidon con é&cido gélico de 0 a 0.2 mg/mL (Ramirez et al., 2024).

3.5.4 Fenoles Condensados

Para la determinacién de fenoles condensados se colocaron 250 pL de muestra en tubos de
ensaye, afiadiendo 1500 pL HCL-Butanol y finalmente 50 pL de reactivo férrico. Se
colocaron en una celda para llevarlos a bafio Maria por 40 minutos en una olla exprés,
pasando estos 40 min se dejé reposar a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron
200 pl vy se registro la absorbancia a 524 nm en un lector de microplacas (Multiskan GO,
Thermo Scientific). El ensayo se hizo por cuadruplicado y los resultados se expresaron como
mg equivalentes de catequina por gramo de masa seca (mgEC/gms) empleando una curva de

calibracion con catequina de 0 a 0.2 mg/mL (Ramirez et al., 2024).
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3.6. Andlisis de Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de Masas

La identificacion de los compuestos presentes en el extracto obtenido mediante EAM se
realiz6 por CG-MS de acuerdo a (Proestos et al., 2006). Para ello, se pesaron 5 mg de polvo
de ruezno de pistache y se disolvieron en 1 mL de agua desionizada. 2 pL de cada muestra
se inyectaron en un CG-MS, sistema compuesto por un cromatografo Varian Serie 01049
acoplado Espectrometro de masas en modo El (Impacto electronico) con la energia del
electrdn fijada en 70 eV y el rango de masas a m/z 25-700. Una columna capilar FactorFour
VF-1ms (60 m 0.25 mm, 0.25um). El inyector se fijo en 280°C y el detector a 290°C. Se
realizd GC con 1 min de tiempo splitless. EI programa de temperatura fue el siguiente: de 70
a 135° C con un aumento de 2°C cada minuto, mantener durante 10 min, de 135° a 220° C
con un aumento de 4°C cada minuto, mantener durante 10 min, desde 220° a 270°C con un
aumento de 3.5°C cada minuto y luego mantener durante 20 min. Se mantuvo el caudal de
gas portador (helio) a 0.9 mL/min. La identificacion de compuestos se realiz6 comparando
los tiempos de retencion con los de compuestos auténticos y los datos espectrales obtenidos

de las bibliotecas del Software del equipo. Cada determinacion se realizo por duplicado.

3.7. Analisis por espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

El extracto de polifenoles purificado se analiz6 mediante el equipo Agilent Cary 630 FTIR
acoplado a un cristal de seleniuro de zinc (ZnSe) ATR siguiendo el protocolo de Bautista-
Hernandez et al. (2021). Las muestras se analizaron mediante el programa MicroLab PC en
el rango de espectro entre 4000 a 650 cm™ con un ciclo de 32 escaneos con una resolucion
de 2 cm. El andlisis del espectro y los grupos funcionales detectados se llevd a cabo con el
MicroLab Expert. programa, y los graficos se construyeron utilizando el programa OriginPro
8.

3.8. Analisis de resultados

Se utilizd un Disefio Completamente al Azar para evaluar el método de extraccion (EAM,
EAU, EAUM) sobre el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante. Se realiz
un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, con el paquete estadistico SAS 9.0. Para las
diferencias entre tratamientos, se realiz6 una prueba de comparacién de medias utilizando el

procedimiento de rango multiple de Tukey, con un nivel de significancia 0=0.05.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se evaluo el rendimiento de polifenoles, actividad antioxidante, FH,
FC, FT, GC-MS y FTIR obtenidos mediante los tres sistemas de extraccion, y los principales

resultados se describen a continuacion.

4.1 Obtencion de extractos mediante EAU, EAM y EAUM

Los resultados determinaron que la tecnologia (EAM), fue la tecnologia de mayor
rendimiento, ya que fue significativamente diferente de las otras dos tecnologias (Tukey
0=0.05).

Cuadro 3.Rendimiento de fraccion rica de polifenoles obtenidos a partir de ruezno de
pistache mediante EAUM, EAU y EAM.

Rendimiento

Sistema (mgPT/gms)
EAUM 0.026%0.001c
EAU 0.038+0.002b
EAM 0.057+0.001a

En el Cuadro 1, podemos observar los rendimientos en la extraccion de polifenoles
(mgPT/gms). El método EAM fue del que se obtuvo mayor cantidad de polifenoles totales,

con un valor de 0.057+0.001 mgPT/gms de muestra.
4.2. Contenido de fenoles condensados

Respecto al contenido de FC presentes en los extractos de ruezno sometidos a diferentes
sistemas de extraccion, los resultados obtenidos se muestran en la figura 4. Se observo un
efecto del sistema de extraccion, con valores de FC en un rango de 80-100 mgEC/gms, con
el valor mas alto con laEAU (97.76 £ 1.20 mgEC/gms), diferente significativamente respecto
al valor obtenido con EAM y EAUM (Tukey 0=0.05). Los valores obtenidos mediante el
método de EAU son 1.08 y 1.07 mgEC/gms mas altos que los observados al emplear la EAM
y la EAUM, respectivamente.
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Figura 4. Efecto del método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU), microondas
(EAM) e hibrida (EAUM) sobre el contenido de fenoles condensados (FC) en extractos de
ruezno de pistache. Las barras representan el promedio de los extractos evaluados + el error
estandar de cuatro repeticiones, las letras diferentes representan estadisticamente una
diferencia significativa (Tukey, <0.05).

Estos resultados pueden atribuirse a la ruptura de las paredes celulares debido a los efectos
de la cavitacion sonica producida por el método de extraccion ultrasonido, lo cual lleva a un
incremento en la liberacidn de compuestos fendlicos contenidos en las mismas (Herrera-Pool
etal., 2012). En otro estudio llevado a cabo por Elhadef et al. (2021), se analizé el contenido
de FC en ruezno de pistache, donde se emple6 el método de maceracion en frio usando como
disolvente el agua, reportando como resultado 79.06+2.46 mgEC/100g. Los resultados
obtenidos en el presente estudio EAU fueron mayores a los reportados por Elhadef et al.
(2021) lo cual sugiere que el método de extraccion por ultrasonido ofrece mejores resultados

de extraccion que los obtenidos al emplear un método convencional como la maceracion.

28



43. Contenido de fenoles hidrolizables

Se determiné el efecto del método de extraccidn sobre el contenido de fenoles hidrolizables

(FH) en extractos de ruezno de pistache, y los resultados se muestran la figura 5.
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Figura 5. Efecto del método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU), microondas
(EAM) e hibrida (EAUM) sobre el contenido de fenoles hidrolizables (FH) en extractos de
ruezno de pistache. Las barras representan el promedio de los extractos evaluados + el error
estandar de cuatro repeticiones, las letras diferentes representan estadisticamente una
diferencia significativa (Tukey, <0.05).

Se obtuvo un rango de 90-180 mgEAG/gms siendo el valor méas alto (173.87 + 2.39
mgEAG/gms) el cual corresponde al método de EAM, dicho valor es 1.38 y 1.87
mgEAC/gms mas alto que los valores obtenidos al aplicar la extraccion asistida por
ultrasonido y la extraccion hibrida, respectivamente. La diferencia observada en los valores
obtenidos para fenoles hidrolizables puede atribuirse al calentamiento de la matriz vegetal y
del disolvente debido a la rotacion del dipolo del solvente. Es importante notar que los
métodos de extraccion ideales para fenoles hidrolizables y condensados son diferentes, este
es un paso muy importante en el aislamiento, identificacion y utilizacion de compuestos
polifendlicos. Depende de la naturaleza quimica y el grado de polimerizacién de los propios

compuestos, asi como del efecto de la extraccion repetida, la concentracion y polaridad de
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los diferentes disolventes, la temperatura de extraccion y el tamafio de particula de la muestra

(Bass Dzul, 2014)

Noorolahi et al. (2020) reportaron un contenido de 27.96 mgEAG/gms en extractos de ruezno
de pistache obtenidos mediante maceracion y utilizando agua como disolvente, valor muy
por debajo del obtenido en el presente estudio con cualquiera de los sistemas de extraccion

evaluados.
4.4, Contenido de fenoles totales

Para la determinacion del contenido de fenoles totales (FT) presentes en los extractos de
ruezno de pistache obtenidos mediante los tres sistemas de extraccion evaluados (EAM, EAU

y EAUM) se sumd el contenido de FC y FH, y los resultados se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Efecto del método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU), microondas
(EAM) e hibrida (EAUM) sobre el contenido de fenoles totales (FT) en extractos de ruezno
de pistache. Las barras representan el promedio de los extractos evaluados * el error estandar
de cuatro repeticiones, las letras diferentes representan estadisticamente una diferencia

significativa (Tukey, <0.05).

Se detecté un efecto significativo (p<0.05) debido al método de extraccion, ya que la
recuperacion mas alta de FT se encontré en el tratamiento de EAM, con un valor de hasta

263.77+0.71 mg/gms, el cual es 1.17 y 1.49 veces mas alto que el obtenido con la EAU y la
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EAUM, respectivamente. Esto podria deberse a que durante el proceso de EAM, la energia
disipada por el equipo se traduce en un calentamiento selectivo de la muestra, favoreciendo
la extractabilidad y solubilidad de los compuestos bioactivos (Quiroz et al., 2013). Los
resultados obtenidos coinciden con los resultados reportados por Sutivisedsak et al. (2010),
empleando un horno de microondas casero.

En un extracto acuoso de ruezno de pistache, Noorolahi et al. (2020) reportaron valores de
33.08 mgEAG/gms, Los resultados alcanzados en este estudio estan significativamente
inferiores a los obtenidos en el presente trabajo de investigacion. la diferencia, ademas del
sistema de extraccion y solventes empleados, puede atribuirse a la variabilidad respecto a los
aspectos agrondmicos del cultivo (variedad, regién, época, etc).

Es destacable el uso de tecnologia por microondas ya que contribuye a una mejor extraccion,
tal como se observo en el presente estudio. Por ello, la metodologia de EAM propuesta para
la recuperacion de compuestos bioactivos a partir de ruezno de pistache podria ser usada
como un método preliminar para la basqueda bio-dirigida de diferentes compuestos
fenolicos, sin invertir grandes cantidades de dinero en equipos de alto costo (Puertas-Mejia
etal., 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se selecciond el sistema de EAM ya que permitié
recuperar una mayor cantidad de FT del ruezno de pistache. En consecuencia, se trabajé con
los extractos obtenidos via EAM para su capacidad antioxidante y el perfil de compuestos

bioactivos presentes.
4.5.Capacidad antioxidante

El extracto de ruezno de pistache obtenido mediante el sistema de EAM mostré una buena
capacidad antioxidante, con valores de 520.73 £7.91 mgET/gms para DPPHy 747.33 + 13.48
mgET/gms para ABTS. El poder antioxidante de una muestra suele expresarse en términos
del ICsp, es decir, la concentracion minima requerida de una muestra para que esta reduzca
la concentracion inicial del radical en un 50 % (Munteanu & Apetrei, 2021). Para ello, se
determind la inhibicién de los radicales DPPH y ABTS frente a diferentes concentraciones
del extracto de ruezno de pistache obtenido mediante EAM, y los resultados se presentan en
la figura 7 y 8. A partir de los datos del % de inhibicion, se obtuvo la ecuacion de regresion

lineal. Posteriormente, se asigné a Y (% Inhibicién) un valor de 50 y se despejo para X
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(Concentracion de extracto, mg/L), con el fin de calcular el 1Cso frente a ambos radicales. De

esta manera, valores de 1Cso menores representan un mayor poder antioxidante de la muestra.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de extracto de ruezno de pistache sobre la inhibicion
del radical DPHH.
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Figura 8. Efecto de la concentracion de extracto de ruezno de pistache sobre la inhibicién
del radical ABTS.
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El sistema de EAM mostré un buen porcentaje de inhibicion para ambos ensayos, con
un ICso de 211.64 + 3.82 y 140.14 + 3.37 para DPPH y ABTS, respectivamente. De
acuerdo al estudio reportado por Valero-Mendoza et al. (2022) utilizando agua como
disolvente en muestra de cascara de granada, reportaron valores de inhibicion del
radical DPPH de 79.18% a 1000 ppm y 75.22% a 500 ppm. Los valores obtenidos en
el presente trabajo son superiores a lo reportado por Valero-Mendoza et al. (2022).
En un extracto acuoso de ruezno de pistache, Noorolahi et al. (2020) reportaron
valores de ICso frente a los radicales DPPH y ABTS de 171.15 y 430 mg/L,
respectivamente. En otro estudio, se obtuvieron extractos hidroalcoholicos de ruezno
de pistache mediante extraccion convencional y empleando EAM (Ozbek et al.,
2019). Los autores determinaron un ICsg frente al radical DPPH de 1060 y 1590 mg/L
para el extracto obtenido mediante EAM y convencional, respectivamente. Lo
anterior demuestra el papel importante que juega el método de extraccion en la
recuperacion de compuestos antioxidante. Asimismo, es importante considerar que
en el presente estudio se trabajo con extractos parcialmente purificados mediante
cromatografia en columna, obteniendo asi una fraccion rica en compuestos fendlicos,

incrementando asi su poder antioxidante.

Los resultados obtenidos demuestran el poder antioxidante que presentan los
compuestos bioactivos extraidos del ruezno de pistache. La alta capacidad
antioxidante ejercida los convierte en una excelente opcion para ser recuperados y
posteriormente aplicados en el desarrollo de alimentos funcionales, o bien como
ingrediente en formulaciones cosméticas o farmacéuticas, otorgando un nivel

agregado a este residuo subutilizado.
4.6.Perfil de compuestos fenélicos por GC-MS

La identificacion de compuestos se realizé6 comparando los tiempos de retencidn, los
datos espectrales obtenidos de las bibliotecas del Software del equipo se muestran en

el cromatograma obtenido en la figura 9.
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Figura 9. Cromatograma del extracto de ruezno de pistache obtenido mediante EAM.

Se observa que el pico mas alto fue registrado en el tiempo de retencién de 8.046 min
el cual corresponde a 4-(4-(2-hidroxibenzoil) amino) anilino) 4-oxobut-2-acido
enoico de acuerdo con la informacién obtenida de la biblioteca del Software. El
compuesto anteriormente mencionado representa el 38% de los compuestos
identificados en el analisis cromatografico. En segundo lugar, se observa el pico
obtenido en el tiempo de retencion de 8.983 min, tras realizar la comparacién con la
biblioteca del software corresponde a Etil Galato. Este compuesto representa 35% del
total de compuestos fendlicos encontrados. Elakremi et al. (2020) reportaron como
compuesto mayoritario al 1-Metil-1H-pirrol al analizar el perfil de compuestos
fenolicos del ruezno de pistache empleando GC-MS. Los resultados reportados por
Elakremi et al. (2020) no muestran semejanzas con los obtenidos en el presente
estudio. Las discrepancias encontradas pueden atribuirse a las diferencias en el
método de extraccion, las condiciones empleadas para el analisis cromatogréafico y a

las variaciones propias del material vegetal empleado.

En el cuadro 2 se muestra el perfil completo de compuestos fenolicos obtenidos

mediante el analisis GC-MS.
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Cuadro 4. Perfil de compuestos fendlicos presentes en extractos de ruezno de
pistache por EAM obtenidos mediante GC-MS.

# | TR | [M- | Compuesto Formula AR %M
H]

1 |6.603 | 298 | 1-Eicosanol C20H420 1140000 | 1%

2 | 7.924 | 178 | Ester 3-metilfenilico del acido | C11H1402 15690000 | 12%
butanoico

3 |8.046 | 326 | Acido 4-(4-(2- | C17H14N20s | 51670000 | 38%
hidroxibenzoil)amino)anilino)4-
oxobut-2-enoico

4 | 8.983 | 198 | Galato de etilo CoH1005 47200000 | 35%

519.064 | 304 | Fenol, 3.pentadecil- C21H360 19330000 | 14%

4.7.Andlisis por Espectroscopia Infrarroja por

(FTIR)

Transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es un método

analitico que permite la investigacion de grupos funcionales, tipos de enlaces y

conformaciones moleculares presentes en el material. Este método estudia la

absorcién o emisién de energia electromagnética producida por la interaccion entre

la radiacion electromagnética y el material en estudio. Es simple, reproducible, no

destructivo y requiere muy poco material (de microgramos a nanogramos) y poca

preparacion de la muestra (Piqué & Vazquez, 2012).

A través del andlisis de resultados, es posible observar las lecturas de absorbancia

obtenidas en cada uno de los tres métodos. En la figura 10, se pueden observar diez

picos a los cuales se les atribuye un grupo funcional, y en el cuadro 3 podemos

observar los valores de las lecturas.
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Figura 10. Espectro infrarrojo de polifenoles purificados de ruezno de pistache. **La

longitud de onda esta dada en cm™.

Cuadro 5. Sefiales identificadas en el espectro infrarrojo de polifenoles purificados

de ruezno

Onda

Grupo

Nota

3293.105

Polimérico
R=0
H

R—QH—=0—R
H

R—CH R—é)H

0—R

También aqui aparecen las
aminas (3500~3200) y la
pequefia sefal de
sobretono del carbonilo.
En muestras humedas
aparece la sefial de
estiramiento H-O-H
(3600~3100), en cuyo
caso también se observa la
flexién en 1640~1615.

2554.4134

-CH2-

1600.8916

Cetonas

O==0

TN

Rz

Senal intensa,
caracteristica del grupo
carbonilo.  Estiramiento
del carbonilo

iy

=

Ry

1448.0707

-CH2-

1445 en ciclopentanos,
1450 en ciclohexanos. Se
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desplaza por
hiperconjugacion.
1198.3391 Alcanos Un doblete en 1380
sugiere  grupos  gem-
dimetilo; la confirmacién
se realiza por la vibracion
del esqueleto (5)-(7).

989.550 Fuera del plano
763.1734 Aromatico El  ndmero, forma vy
posicién, junto con sus
pequefios sobretonos en
2000~1650 caracterizan
las posiciones sustituidas
del anillo benceénico.

Mediante el analisis FTIR se confirma la presencia de los grupos funcionales que
estan presentes en las familias de los compuestos del tratamiento EAM. En base a los
datos obtenidos en GC-MS como primer compuesto el 1-Eicosanol, donde dicha
estructura se encuentra un grupo funcional de C-O-H, el cual corresponde a lo
obtenido en los grupos funcionales de este estudio al igual que el Galato de etilo ,
Fenol, 3.pentadecil- y el Acido 4-(4-(2-hidroxibenzoil)amino)anilino)4-oxobut-2-
enoico, dentro de su estructura contienen un grupo funcional OH relacionado a
compuestos aromaticos hidrogenados, alifaticos y fendlicos hidrogenados dichos OH
en estos compuestos son un objetivo radical potencial, lo que permite que estas
moléculas tengan capacidades de eliminacion de radicales, tienen la facilidad de ceder
electrones lo cual estabiliza a los radicales libres y es lo que se le debe la actividad
antioxidante. De igual manera el compuesto Ester 3-metilfenilico del 4cido butanoico,
concuerda con lo obtenido en este estudio con la presencia del grupo funcional C-H,
lo que indica la existencia de &cidos carboxilicos aromaticos, sin embargo, tiene

menos accion antioxidante porque es mas hidrofilo.

De acuerdo a Bautista-Hernandez et al., (2021) en el rango de los 3300 a 3000
cm 1 se encuentra la presencia del grupo funcional OH en compuestos aromaticos
hidrogenados, alifaticos y fendlicos hidrogenados, estos han sido reportados en
ruezno de pistache en la longitud de onda de 3293.105 cm ! los cuales provienen de

enlaces -OH aromaticos asociados a estructuras fenolicas. La sefial presente en 1600
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cm 1 se asocia con CC=00 y grupos aromaticos C=C, como la pectina y los
compuestos fendlicos, (Lucarini et al., 2020). Las sefiales entre 1500 y 1400 cm-1 se
deben al alargamiento de los grupos carbonilo y esta relacionado con los compuestos
fenolicos de la cascara de pistacho por Manirul Haque (2022), mientras que entre
1150 y 1000 cm -1 indica la presencia del grupo funcional C — O — H de alcoholes;
finalmente en la banda de 750 cm -1, se observo la presencia del grupo C — H, lo que
indica la presencia de &cidos carboxilicos aromaticos. La regién que comprende
de 1500 a 800 cm ! es la region mas informativa de los compuestos organicos, sin
embargo, es dificil de analizar debido a su complejidad (Lucarini et al., 2020). Los
estudios polifendlicos que realiz6 Hamidpour et al. (2018) fundamentan los
resultados obtenidos en este analisis, ya que estos resultados no muestran diferencia
significativa con los picos mostrados en la lectura de absorbancia que reportan en su

investigacion, cabe sefialar que no se estudié el mismo subproducto del pistache.
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V. CONCLUSIONES

Acorde a los resultados obtenidos, el ruezno de pistache, uno de los subproductos de
la industria del pistacho, es una fuente muy rica de compuestos fendlicos naturales y
muestra una notable actividad antioxidante. Se observo que en comparacion con las
demas técnicas empleadas en esta investigacion (EAU, EAM y EAUM), los extractos
de ruezno de pistache obtenidos mediante EAM presentaron un mayor rendimiento
en la extraccion de fendlicos con un contenido de 263.77+0.71 mg/gms y una alta
actividad antioxidante, con valores ICso de 211.64 + 3.82 y 140.14 + 3.37 para DPPH
y ABTS, respectivamente. Ademas, mediante analisis GC-MS se logré identificar
compuestos fendlicos siendo el Acido -4-((4-hidroxifenil) amino))-4-oxobut-2-
enoico, el compuesto mayoritario con un 38% a los demas presentes. Con el analisis
mediante FTIR se logréd identificar a los diferentes grupos funcionales entre los que
podemos destacar 3-5 que se encuentran en el ruezno de pistache. Se identificaron
diez sefiales, entre las que destacan la de 3293.103 cm™ asociada a grupo funcional
de alcoholes y aminas, 1600.8916 en el grupo de las cetonas, 1448.0707 y 1419.1839

asociada al alargamiento de los grupos carbonilo.

Por lo tanto, la extraccion asistida por microondas EAM representa una alternativa
amigable con el medio ambiente para recuperar compuestos con alto valor agregado

a partir del ruezno de pistache
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