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Resumen
Introduccion: Las plantas contienen fitoquimicos con propiedades curativas, aunque no todas
han sido comprobadas cientificamente. El neem (Azadirachta indica) es una planta, de la cual se
ha reportado que sus hojas tienen actividad antioxidante. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de infusiones de neem, asi como determinar
el tiempo 6ptimo de la infusion para conservar la actividad antioxidante de los compuestos
activos en infusiones de neem fresco y seco usando material de pared para su encapsulacion.
Meétodo: Para preparar infusiones de 0, 3, 5, 8, 10, 12 y 15 minutos se usaron hojas frescas y
secas de neem. A las infusiones se les determinaron solidos totales, pH, intensidad de color,
contenido de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteau y actividad antioxidante mediante el
porcentaje de captacion del radical estable 1,1 difenil-1-picril hidrazilo (DPPH). A las infusiones
con mayor contenido de compuestos antioxidantes, se les afiadieron 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0% de
proteina de soya como material de pared y se almacenaron por 16 dias. Cada tercer dia se les
evalud el contenido de polifenoles, actividad antioxidante y porcentaje de inhibicion.
Resultados: La mayor liberacion de compuestos activos a partir de las hojas secas de neem se
obtuvo a los 8 minutos de infusion. Al usar hojas frescas para las infusiones el tiempo 6ptimo de
éstas fue de 12 minutos, su porcentaje de inhibicion fue de 41.09 %, y con las infusiones de hojas
secas, al tiempo 0 y 3 se tuvieron 60.59% y 64.73% de inhibicion respectivamente, y a los 15
minutos un 86.81 %. El contenido de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y porcentaje
de inhibicién, fueron menores en las infusiones con material de pared en comparacién con las
infusiones en las que no se agregd material de pared.
Discusién o Conclusion: Las infusiones de neem a base de hojas secas son una buena fuente de
compuestos fendlicos. Asi mismo, el empleo de materiales de pared como la proteina de soya se

presenta como una alternativa para conservar los compuestos fenolicos presentes en el neem.

Palabras clave: Azadirachta indica; neem; compuestos fendlicos; actividad antioxidante;

biopolimeros
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Propiedades antioxidantes de infusiones de neem (Azadirachta indica) encapsuladas con proteina de soya

Abstract

Introduction: Plants contain phytochemicals with healing properties, although not scientifically
proven. Neem (Azadirachta indica) is a plant, which has been reported to have antioxidant
activity leaves. The aim of this study was to evaluate the polyphenol content and antioxidant
activity of neem extracts and determine the optimal infusion time to preserve the antioxidant
activity of the active compounds in infusions of fresh and dry wall material using neem for

encapsulation.

Method: Fresh and dried neem leaves were used to prepare infusions at 0, 3, 5, 8, 10, 12 and 15
minutes, which are determined ° Bx , pH , color intensity, content of polyphenols by method of
Folin-Ciocalteu and antioxidant activity by the rate of uptake of the stable 1,1-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) radical. In the infusions higher content of antioxidant compounds were added
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0 % soy protein as wall material and stored for 16 days. Every third day
they evaluated the polyphenol content, antioxidant activity and percentage inhibition.

Results: The increased release of active compounds from neem dry leaves was obtained after 8
minutes of infusion. When using fresh leaves for the infusions, the optimal time was 12 minutes,
their inhibition percentage was 41.09%, and with infusions of dry leaves, at time 0 and 3 were
60.59% and 64.73% inhibition respectively, and at 15 minutes 86.81%. The content of phenolic
compounds, antioxidant activity and percent inhibition were lower in infusions with wall material

compared to infusions in which no wall material was added.
Discussion or Conclusion: Infusions from dried neem leaves are a good natural source of
phenolic compounds. Likewise, the use of wall materials such as soy protein is presented as an

alternative to preserve the phenolic compounds present in neem.

Key words: Azadirachta indica, neem, phenolic compounds, antioxidant activity, biopolimers
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Introduccion

La préctica de emplear plantas con fines medicinales se lleva a cabo desde la antigiiedad, por lo
que los investigadores de la industria farmacéutica han considerado a las plantas como fuente de
nuevos productos que incluyen: medicamentos, suplementos alimenticios, antioxidantes naturales
y productos antibacterianos. ElI ndmero de plantas medicinales en Meéxico asciende
aproximadamente a 4,500 de especies de las cuales solo el 11% se ha estudiado quimicamente, el
2.6% de forma biodirigida y sélo el 1.9% con estudios farmacologicos y toxicoldgicos (Kakuko
et al., 2005). Ademas, las plantas, por su origen natural, son biodegradables y tienen menos
impacto negativo sobre la salud humana y el ambiente. Si bien es conocido que las plantas
contienen fitoquimicos con propiedades curativas, no se han probado cientificamente todas las
propiedades que se les atribuyen comercialmente. Por esta razon es importante realizar
investigaciones cuyo rigor cientifico permita generar conocimiento acerca de sus propiedades.
Entre las plantas con potencial actividad biolégica se encuentra el neem (Azadirachta indica), del
que se ha reportado que sus hojas tienen actividad antioxidante y actividad antibacteriana sobre
el crecimiento de algunos patégenos (SaiRam et al.,, 2000; Coventry y Allan, 2001).
Chattopadhyay (2003) y Yanpallewar et al. (2003) demostraron que los extractos acuosos de
hojas de neem protegieron contra el dafio hepatico inducido por el paracetamol en ratas. La
actividad biolégica del neem, se atribuye a la presencia de polifenoles en la planta, los cuales son
metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal y su capacidad antioxidante
se debe a la reactividad del grupo fenol (Kahkonen, Anu, y Marina, 2001; Robbins, 2003). Una
vez que se comprueba la presencia de polifenoles en una planta (Raid Al Akeel et al., 2017), es
deseable protegerlos y cuidar que se conserve su actividad antioxidante. Esto se puede lograr
mediante la encapsulacién de los compuestos en algunos de los materiales de pared, que existen
para este fin.

Para aprovechar el potencial antioxidante del neem, se sugiere consumirlo en forma de infusion,
por lo que en este trabajo se plantearon como objetivos, evaluar el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de los extractos del neem, asi como determinar el tiempo de
infusion Optimo para conservar la actividad antioxidante de los compuestos activos en infusiones

de neem fresco y seco usando material de pared para su encapsulacion.
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Materiales y métodos

Recoleccion de las hojas de neem

Las hojas de neem se recolectaron en diversos puntos de la localidad de Ciudad Valles, S.L.P.,
México. Durante el periodo de agosto de 2012 a abril de 2013.

Preparacion de la muestra

Las hojas de neem se sometieron a un proceso de escaldado por un tiempo de 30 segundos a 90°C
(Reyes, Azuara, Beristain, Cruz y Vernon, 2009), después del escaldado, las hojas se secaron en
una estufa de conveccién (marca Linderg/Blue modelo UT150, USA) a 55 °C durante 48 horas.
Contenido de solidos totales y de humedad

La determinacion del contenido de solidos totales y de humedad se realizd conforme a los
métodos de la AOAC (2007). Se pesaron 10 g de hojas de neem en una balanza analitica
(Adventures, USA) y se colocaron en estufa de vacio (Lindberg/Blue, modelo UT150, USA), a 55
°C, durante 48 horas, y cada hora se monitoreo el contenido de humedad, hasta que el peso se
mantuvo constante por al menos 48 horas. Una vez que las muestras estuvieron a peso constante,
se calcularon la humedad y el contenido de sélidos totales.

Preparacion de infusiones

Las infusiones de neem, se prapararon agregando 5 g de hojas frescas y 1 g de hojas secas, cada
una en 250 mL de agua destilada. A partir de las hojas frescas y secas y pulverizadas, se
obtuvieron infusiones a 90 °C a diferentes tiempos: 0, 3, 5, 8, 10, 12 y 15 minutos de
permanencia en el agua. La infusion al tiempo 0 se preparé sumergiendo las muestras en el agua
y sacandolas inmediatamente. Cada una de las infusiones se filtré con papel filtro Whatman N° 2
y se dejaron enfriar a 25°C para determinar su actividad antioxidante y el contenido de
compuestos fenolicos.

Determinacion de la actividad antioxidante

La medicion de la actividad antioxidante se midié por el porcentaje de inhibicion del radical
estable 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH?¢) de las infusiones de hojas de neem fresco y seco, se
llevo a cabo siguiendo el método descrito por Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995): el
radical DPPH, cuya solucion en metanol presenta una coloracion violeta y una absorbancia
méaxima a 515 nm, cuando reacciona con un antioxidante se reduce y su absorcion desaparece.
Para ello, una vez obtenidas las infusiones de neem fresco y seco a diferentes tiempos, se

realizaron diluciones 1:10 con agua destilada.
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Para determinar el porcentaje de inhibicion de radicales libres se colocaron en una celdilla 3 mL
de DPPH y se le agregaron 100 pL de la muestra, finalmente se midié la absorbancia inicial y

final a una longitud de onda de 515 nm vy se aplico la Ecuacion (1) de Reyes et al. (2009):

Ecuacion 1.

% inhibicion de radicales libres= Absorbancia inicial — Absorbancia final x 100
Absorbancia inicial

Contenido de compuestos fenolicos

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind de acuerdo al método de Folin-
Ciocalteau (Singleton , Orthofer y Lamuela-Raventos, 1999). A partir de las infusiones de hojas
frescas y secas de neem obtenidas a diferentes tiempos, se realizaron diluciones en proporcion
1:10 con agua desionizada, se tom6 1 mL de la dilucion y se coloc6 en un tubo de ensayo, se le
agregaron 5 mL de reactivo previamente diluido (1:10) de Folin-Ciocalteau, se dejé reposar 8
min y posteriormente se le afiadieron 4 mL de solucion de carbonato de sodio al 7.5% hasta
obtener una mezcla homogénea. Los tubos se cubrieron con papel aluminio a fin de protegerlos
de la luz y se incubaron durante 2 h a la temperatura ambiente. Finalmente se leyo la absorbancia
de cada una de las muestras a 740 nm en un espectrofotometro (Genesys 10uv, USA).

Para determinar el contenido de fenoles totales, el valor de absorbancia obtenido para cada una de
las muestras evaluadas, se sustituyo en la ecuacién de una curva estandar de acido galico (Skerget
et al., 2005). El contenido de compuestos fendlicos se expresé como miligramos de equivalentes

de &cido gélico por litro de extracto (mg EAGI/L).

Determinacién de pH

La determinacion del pH se realiz6 en un potenciometro (Denver Instrument, USA). Para ello, se
emplearon diluciones en proporcion 1:10 de las infusiones con agua destilada; ésto para mantener
las mismas condiciones en las que se midio la actividad antioxidante.

Determinacion de la intensidad de color

La intensidad de color es una medida de los pigmentos presentes en la muestra, y no de su
actividad antioxidante. Esta se midi6 en un espectrofotometro (Genesys 10uv, USA) a una
longitud de onda de 390 nm, de acuerdo a los reportado por (Reyes et al., 2009). Esta longitud de
onda es aquella en la que el analito tiene su méxima absorcion (Moreno-Pérez et al., 2006).
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Evaluacién de la actividad antioxidante de infusiones de neem con material de pared

Las infusiones, producto liquido que resulta de extraer las sustancias solubles de ciertas especies
vegetales, son una de las formas mas popularizadas para el consumo de plantas, por lo que resulta
de interés establecer el tiempo de liberacion de los compuestos bioactivos en solucion acuosa.
Para llevar a cabo esta medicidn, se prepararon infusiones con 5 g de hojas frescas de neem en
250 mL de agua destilada a 90 °C durante 8 minutos, asi como infusiones de hojas secas de neem
colocando 1 g en 250 ml de agua destilada a 90 °C y a un tiempo de 12 minutos. A cada tiempo
de infusion se prepararon seis infusiones de neem, empleando concentraciones de proteina de
soya de 1.0%, 1.5%, 2.0 %, 2.5% y 3.0%, (Férmula 1 a 5) en cada una de ellas. Se utiliz6 como
control una infusion de neem preparada a los mismos tiempos pero sin proteina de soya. Una vez
preparadas las infusiones con y sin proteina de soya se colocaron en partes iguales en frascos
color ambar, almacenados a temperatura ambiente, para su monitoreo diario, a estas muestras se
les determinaron la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, pH, solidos totales e
intensidad oOptica siguiendo la metodologia anteriormente descrita. Estas mediciones se realizaron

por un periodo de 16 dias.

Analisis estadistico

Para obtener la media y la desviacion estandar de los datos, asi como para la realizacion de
graficas se us6 el programa KaleidaGraph. Los datos de la actividad antioxidante de las
diferentes formulaciones se analizaron mediante un analisis de varianza usando el programa
SigmaPlot version 11.0, y se aplico la prueba de turkey para encontrar diferencias significativas

(p < 0.05). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Resultados

Las hojas de neem recién cortadas fueron lavadas y cortadas en trozos pequefios, el contenido de
humedad de las hojas de neem fue de 15.89 % en base seca. Posteriormente se sometieron a un
proceso de escaldado en agua, para detener la accion enzimatica y conservar los ingredientes
activos de la planta (polifenoles) reduciendo ademas los cambios indeseables de sabor y color
(Reyes et al., 2009).
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Determinaciones fisicoquimicas

En las infusiones preparadas con hojas frescas y secas de neem se observd un ligero descenso del
pH al incrementar el tiempo de infusion, lo que se atribuyd a la liberacion de los compuestos
fenolicos, los cuales poseen un caracter acido (Tabla 1). La intensidad de color, que es una
medida de los pigmentos presentes en la muestra mas no de su actividad antioxidante, para el
neem la intensidad de color fue de 2.685 a 2.984, y el rango de sélidos totales fue de de 0 a 1 °Bx.
Las infusiones de hojas frescas presentaron 0 °Bx en todos los tiempos, mientras que en las
infusiones de hojas secas, en los primeros 3 minutos los °Bx fueron de 0. A los 5 minutos hubo
un incremento de 0.50, y a partir de los 8 minutos y hasta los 15 minutos los °Bx se mantuvieron
en 1.00. El incremento en los solidos totales en las infusiones de hojas secas de neem se atribuyd
a la presencia de solutos en las infusiones. La intensidad de color en las infusiones de hojas de
neem fresco fue menor en comparacion con las de hojas secas. Se observo que en las infusiones
de hojas frescas, el valor maximo se obtuvo a los 12 minutos y fue de 2.001 A (absorbancia),
mientras que en las infusiones de hojas secas, el valor méximo se obtuvo a los 8 minutos y fue de
2.984 A, Manzocco, Anese, y Nicoli (1998) observaron en las infusiones de té verde una
intensidad de color de 0.131 A, y en el té negro una intensidad de 0.160 A. Reyes et al. (2009)
reportaron una intensidad de color de 0.105 A, en hojas de maguey morado. Estos resultados
difieren con los obtenidos en las infusiones de hojas secas (2.984 A) y frescas (2.001 A) de neem,

lo que se atribuye a la mayor liberacidn de pigmentos presentes en sus hojas.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas determinadas a las infusiones de hojas de neem.

Tiempo de H Sélidos totales Intensidad de color
infusion P °Bx (Absorbancia)
Muestra
Minutos Seca Fresca Seca Fresca Seca Fresca

6.91* + 6.76 +

0.00 0.00 2.685+0.002 0.184 +0.001
0.03 0.025
6.89 + 6.76 +

0.00 0.00 2.932£0.003 0.263 +0.003
0.06 0.015
6.38 + 6.74 +

5 0.50 0.00 2.902 +0.002 0.470 +0.001
0.07 0.010
6.24 + 6.60 +

8 1.00 0.00 2.984 £0.002 0.970 +0.001
0.03 0.021
6.27 + 590+

10 1.00 0.00 2.882 +0.006 1.032 +0.001
0.02 0.006
6.27 + 559 +

12 1.00 0.00 2.924 £0.002 2.001 +0.001
0.03 0.015
6.29 + 574 +

15 1.00 0.00 2.879+0.004 1.537 +0.001
0.006 0.010

* Valor promedio de 3 repeticiones.

Contenido de compuestos fenilicos

Respecto al contenido de compuestos fendlicos, al usar hojas frescas, el tiempo Optimo para la
infusion fue de 12 minutos. Su contenido de polifenoles fue de 577.52 mg EAG/L. Las infusiones
preparadas con hojas secas, al tiempo 0 y 3 tuvieron 440.06 y 580.77 mg EAG/L de polifenoles
respectivamente y 777.52 mg EAG /L a los 8 minutos (Tabla 2). El contenido de polifenoles, fue
mayor en las infusiones de hojas secas que en las de hojas frescas de neem, lo que confirma que
el tratamiento de secado resulta conveniente si se desea conservar las propiedades antioxidantes
del neem, pues también se observo que el porcentaje de inhibicidn fue mayor en las infusiones de
hojas secas que en las infusiones de hojas frescas. En las infusiones de hojas secas de neem, la
liberacion de los compuestos fendlicos ocurrio en los primeros 8 minutos, en donde se obtuvo la

mayor liberacion de compuestos fendlicos (777.52 mg EAG/L). En las infusiones de hojas
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frescas, la mayor concentracién de compuestos se obtuvo también a los 8 minutos. Sithisarn y
Gritsanapan (2005), encontraron que el contenido total de flavonoides en extractos acuosos de
hojas de arboles siameses neem fue de 312.3 mg equivalentes de quercetina/100 g de extracto 6
1061 mg equivalentes de quercetina/kg hojas secas. Nahak y Sahu (2010) reportaron un
contenido de flavonoides totales en extractos acuosos de corteza y raiz de arboles de neem de 120
ug/mL equivalentes de catecol, en el extracto acuoso de corteza, mientras que en el extracto de
raiz de neem se obtuvieron 18 ug/mL equivalentes de catecol. El potencial de captacion de
radicales libres de compuestos fenolicos parece depender de la ubicacion de los grupos -OH
libres en el esqueleto de flavonoides (Lupea et al., 2008).

En forma general, los antioxidantes tienen la capacidad de neutralizar los radicales libres o
activar otras moléculas que son necesarias para tal neutralizacion (Ferreti et al., 2010). Los
mecanismos mediante los cuales actGan pueden ser por interaccion directa con especies reactivas,
prevencion de la formacidén enzimatica de especies reactivas, prevencion de la formacién de
especies reactivas dependientes de metales o por activacion o induccién de la actividad de

enzimas antioxidantes.

Tabla 2. Resultados de las mediciones realizadas a las infusiones de hojas neem.

Tiempo de Polifenoles % de Inhibicién al
infusion (mg EAGI/L) radical DPPHe
Muestra

Minutos Seca Fresca Seca Fresca
0 440.06 +19.48 173.69+2.70 60.59+1.73 11.94+4.47
3 580.77+24.78 217.35+2.34 64.73+157 16.83+7.94
5 632.98 + 1559 399.94+255 86.69+140 14.22+1.20
8 sz x 609.38 +4.68 82.79+2.13 15.97+2.13

11.91

10 664.84 +9.46 283.42+4.87 8562+0.80 27.70+4.45
12 635.93+10.43 577.52+7.96 79.56+1.10 41.09+1211
15 664.84 +9.46 37457+135 86.81+170 26.43+4.20
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Inhibicion del radical libre

Al usar hojas frescas para las infusiones el tiempo Optimo de éstas fue de 12 minutos, su
porcentaje de inhibicion fue de 41.09 %., y con las infusiones de hojas secas, al tiempo 0y 3 se
tuvieron 60.59% Yy 64.73% de inhibicion respectivamente, y a los 15 minutos un 86.81 % (Tabla
2).

El porcentaje de inhibicion en las infusiones de hojas secas de neem fue mayor que el de las
infusiones de hojas frescas, el cual se obtuvo a los 15 minutos (86.81%). Es importante
mencionar que en la infusion de hojas secas después de 5 minutos, practicamente se han liberado
la mayoria de los compuestos, ya que fue a este tiempo en el que se obtuvo una mayor actividad
antioxidante y un contenido de compuestos fenolicos de 632.98 mg EAG/L en comparacion al
minuto 15, en donde el contenido de polifenoles fue de 664.84mg EAG/L. En las infusiones de
hojas frescas de neem, el mayor porcentaje de inhibicidn de radicales libres se obtuvo a los 12
minutos (41.09%).

Los resultados obtenidos para las infusiones de hojas frescas y secas de neem son mejores en
relacién a los obtenidos por Turkmen et al. (2005) quienes determinaron el contenido de
polifenoles por el método de Folin-Ciocalteau y la actividad antioxidante por el método de DPPH
en extractos acuosos de té negro y té negro mate, y encontraron que el té negro contiene 30.5 mg
EAG/g de polifenoles y 29.1% de inhibicion del radical DPPH, mientras que para el té negro
mate el contenido de polifenoles fue de 64.2 mg EAG/g y la inhibicién del radical DPPH fue de
61.2%.

Propiedades antioxidantes al usar material de pared

En estudios preliminares realizados en el laboratorio se encontr6 que la proteina de soya conserva
el contenido fendlico méas que otros materiales como la goma guar o la goma xantana; lo que se
debe probablemente a las interacciones entre los compuestos fendlicos y las proteinas (Ozdal et
al., 2013; Rashidinejad et al., 2013). Por lo que se decidio aprovechar este comportamiento para
proteger la actividad antioxidante de los compuestos fenolicos por mas tiempo. En la Figura 1,1a,
se muestra el contenido de polifenoles en hojas frescas, al usar cinco formulaciones de proteina
de soya como material de pared y diferentes periodos de almacenamiento. Al emplear 3% de
proteina de soya (formula 5), se obtuvieron mejores resultados en cuanto al contenido de

polifenoles y su incremento fue directamente proporcional al tiempo de almacenamiento, ya que
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con el paso del tiempo el material de pared empez0 a perder sus propiedades encapsulantes y los
compuestos fenolicos empezaron a liberarse. Las interacciones quimicas que ocurren entre los
compuestos fenolicos de las hojas del neem vy las proteinas de la soya, pueden ser covalentes 0 no
covalentes (Rohn, 2014), permiten que las propiedades antioxidantes del neem se conserven. Sin
embargo, tales interacciones pueden romperse bajo condiciones de almacenamiento, dejando
libre a tales compuestos fendlicos. Resultados similares reportan Rashidinejad et al. (2016)
quienes encapsularon compuestos fenolicos con lecitina de soya y midieron su actividad
antioxidante simulando la digestion gastrointestinal. Por otro lado, Salazar (2009) evalud el
contenido de polifenoles en extractos de jamaica con goma de mezquite como material de pared,
y encontr6 que la microencapsulacién con 1% de goma de mezquite conservé una mayor
cantidad de compuestos fendlicos (223.91 mg acido galico/100 g de célices de flor de Jamaica).
Este Gltimo resultado es menor en comparacion al obtenido en las formulas de infusiones de hojas
frescas de neem con proteina de soya. Para las infusiones a partir de hojas secas (Figura 1, 2a) se
observé que con 1.5% de proteina de soya (formula 2) se obtuvieron mejores resultados que con
las deméas formulaciones. EIl dia uno se cuantificaron 709 mg EAG/L de polifenoles, s6lo por
encima de formula 1 (452 mg EAGI/L), al dia 4 se tuvo una disminucién al cuantificar 613 mg
EAGI/L siguiendo por debajo de las demas formulaciones y s6lo mayor al de la formula 1 (558
mg EAG/L), para el dia 8 se observo un incremento en la cuantificacion de polifenoles con un
resultado de 944 mg EAG/L pero aun por inferior de las demas formulaciones y sélo superior al
de la formula 1. Al dia 12 la concentracion de polifenoles fue de 1458 mg EAG/L. Este fue el
resultado mas alto de todas las formulaciones, y el dia 16 se observé una disminucion (994 mg
EAG/L). Esta disminucion también se observd en las demas formulaciones, por ello, se considera
que el tiempo adecuado para conservar los compuestos activos empleando 1.5% de proteina de
soya es de 12 dias. Este resultado también es menor en comparacion al obtenido por Salazar
(2009) en extractos de jamaica microencapsulados con goma de mezquite.

La actividad antioxidante de las infusiones de hojas frescas de neem con material de pared
también sufrié una disminucion conforme al tiempo de almacenamiento. En todas las formulas al
dia 12 se observo un incremento, seguido de un descenso hasta el dia 16. La férmula 5 fue la que
presentd una actividad antioxidante menor en comparacion a las demas formulas. Como se habia
observado con las formulas de hojas secas de neem con proteina de soya, el tiempo maximo de

almacenamiento en el cual se conservaron las propiedades antioxidantes fue de 12 dias antes de
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que el material de pared permitiera la liberacion de compuestos antioxidantes. En general se
observo que la actividad antioxidante disminuyé gradualmente conforme al tiempo de
almacenamiento. La formula 2 fue la que menor actividad antioxidante presento desde el primer
dia de almacenamiento.

Al incrementar el contenido de proteina se incrementa el contenido de compuestos fendlicos, lo
que significa que la proteina de soya interactla con los compuestos fendlicos esto se atribuye a
que los polifenoles poseen afinidad caracteristica hacia las proteinas, lo que conduce a la
formacion de complejos (Papadopoulou y Frazier, 2004) que permiten mantener las propiedades
de los polifenoles por més tiempo que si no estuvieran en contacto con el material de pared.
Durante los primeros 12 dias de almacenamiento no se observd diferencia significativa (p<0.05)
en la actividad antioxidante de las diferentes formulaciones, pero después de este tiempo, la
actividad disminuyd. Estos resultados indican que si las infusiones de hojas secas de neem se
encapsulan con proteina de soya como material de pared, es posible conservar las propiedades
antioxidantes durante 12 dias. Pasado este tiempo el material de pared dejé de encapsular a los
compuestos antioxidantes y estos reaccionaron con el radical DPPH. La posterior disminucion en
la actividad antioxidante también hace suponer que los compuestos antioxidantes reaccionaron en
su mayor totalidad con el radical libre. Salazar (2009) obtuvo una actividad antioxidante de
2545.88 umol de Trolox/100 g de calices de jamaica en extractos de jamaica microencapsulados
con goma de mezquite.

El porcentaje de inhibicion de radicales libres de las infusiones de hojas frescas de neem con
material de pared fue menor en comparacion con las infusiones de hojas frescas sin material de
pared (Figura 1, 1b). Siendo la formula 5 la que present6é un porcentaje de inhibicion menor en
comparacion de las demas formulas. Al dia uno de almacenamiento el porcentaje de inhibicion
fue de 13.89 %, sin embargo al dia 4 este disminuy6 hasta 1.39 %, posterior al dia 8 comenzé un
ligero incremento (2.85%) hasta el dia 12 (8.86%), finalmente al dia 16 el porcentaje de
inhibicion disminuyo hasta 8.22 %. Las infusiones de hojas secas con material de pared
presentaron un porcentaje de inhibicién menor que las infusiones de hojas secas sin material de
pared (Figura 1, 2b). Esto se debid principalmente al efecto encapsulante de la proteina de soya,
el cual impidi6 la reaccién de los polifenoles con el radical libre DPPH. En este caso, la formula
2 fue con la que se observd un menor porcentaje de inhibicion. Al dia uno el porcentaje de
inhibicion de radicales libres fue de 5.01%, al dia 4 y 5 se registraron valores de 4.71% y 4.76%
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respectivamente. Al dia 12 se observd un incremento, registrando un resultado de 10.21% para
finalmente al dia 16 disminuir hasta 4.56%. Los resultados obtenidos para las formulaciones de
hojas frescas y secas de neem con la proteina de soya como material de pared, indican que la
proteina de soya interviene en la inhibicion del radical DPPH, esto a traves de la proteccion que
proporciona a los compuestos fenolicos y que posterior a los 12 dias la proteccion que ejerce este
material de pared empieza a disminuir.

Los valores de °Bx permanecieron en cero aun después del tiempo de almacenamiento y el pH
tampoco mostrd variacion. Los valores de °Bx permanecieron en cero aun después del tiempo de
almacenamiento y la intensidad de color fue en aumento conforme al tiempo de almacenamiento,

aun asi, los cambios que se observaron no fueron significativos (Tabla 3).

Tabla 3. Determinacion del pH, °Bx e intensidad de color en infusiones de hojas de neem con proteina de soya.

pH °Bx Intensidad de color
Muestra
Formula Seca Fresca Seca  Fresca Seca Fresca
1 6.71+£0.11 6.75+0.17 0.00 0.00 0.270£0.05 0.198 +0.04
2 6.80+0.16 6.68+0.10 0.00 0.00 0.334+0.09 0.239+0.05
3 6.56 £0.09 6.61+0.11 0.00 0.00 0.469+0.06 0.410+0.07
4 6.55+0.15 6.59+0.13 0.00 0.00 0.579%0.07 0.606 +0.09
5 6.52+0.20 6.83+0.19 0.00 0.00 0.669+0.05 0.631+0.07
Control 6.59+0.08 6.94+0.07 0.00 0.00 0.118+0.05 0.025+0.01

Formula 1: 1.0 %. Formula 2: 1.5%. Formula 3: 2.0%. Formula 4: 2.5%. Férmula 5: 3.0%.
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Figura 1. Contenido de polifenoles y porcentaje de inhibicion en infusiones de hojas frescas (1a y 1b) y hojas secas
(2a 'y 2b) de neem con proteina de soya a diferentes concentraciones y dias de almacenamiento. (Férmula 1: 1.0%.
Férmula 2;: 1.5%. Férmula 3: 2.0%. Férmula 4: 2.5%. Férmula 5: 3.0%).

Conclusion

La mayor liberacion de compuestos activos a partir de las hojas secas de neem se obtuvo a los 15
minutos de infusion, con una actividad antioxidante fue de 86.81% de inhibicion al radical
DPPHe. Por su mayor contenido de compuestos fendlicos, se recomienda que las infusiones de
esta planta se hagan con hojas secas. Asi mismo, el empleo de materiales de pared como la
proteina de soya se presenta como una alternativa para conservar los compuestos fenolicos

cuando se requiera elaborar productos para consumo humano derivados del neem.
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