Revista Cientifica Aypate. 3 (3), doi:10.57063/ricay.v3i3.118

SULLANA

* ; _,
UNIVERSIDAD AYPATE Articulo original
NACIONAL DE . ; . Original article
https:/aypate.revista.unf.edu. pe/index.ph
FRONTERA e oo PEINEEERI Jul — Sept, 2024
ISSN N° 3028-9432

(=
=
<
m
~
O

<

7

Compuestos fendlicos totales en hojas de Neem (Azadirachta indica) del
norte peruano: Efectos del secado y extraccion asistida por ultrasonidos
Total phenolic compounds in Neem leaves (Azadirachta indica) from Northern Peru:
Effects of drying and ultrasound-assisted extraction

Espinoza-Espinoza, Luis Alfredo?

Mufioz-More, Henry Daniel!

Nole-Jaramillo, Juliana Maricielo!

Ruiz-Flores, Luis Alberto?

Gutiérrez-Valverde, Karina Silvana!

Moreno-Quispe, Luz Arelis!

Cornelio-Santiago, Heber Peleg*

'Universidad Nacional de Frontera, Sullana, Piura, Per(.

Recibido: 29 Nov. 2024 | Aceptado: 30 Nov. 2024 | Publicado: 15 Oct. 2024

Autor de correspondencia*: lespinozae@unab.edu.pe

Como citar este articulo: Espinoza-Espinoza, L.A., Mufioz-More, H.D., Nole-Jaramillo, J.M.,
Ruiz-Flores, L.A., Gutiérrez-Valverde, K.S., Moreno-Quispe, L.A. y Cornelio-Santiago, H.P.
(2024). Compuestos fendlicos totales en hojas de Neem (Azadirachta indica) del norte peruano:
Efectos del secado y extraccidn asistida por ultrasonidos. Revista Cientifica Aypate, 3(3), 60-73.
https://doi.org/10.57063/ricay.v3i3.118

RESUMEN

Introduccion: Las hojas de Azadirachta indica (Neem) son reconocidas por sus
propiedades bioactivas. Este estudio evalué el impacto de la temperatura de secado y la
extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) en el contenido fendlico total de las hojas de
Neem del norte del Perd. Métodos: Se recolectaron hojas de Neem del campus de la
Universidad Nacional de Frontera. Estas se lavaron, secaron a temperaturas controladas
(50, 60, 70y 80 °C), molieron y almacenaron. La EAU se realizo utilizando etanol al 96%
(2:40 p/v), frecuencias de 37 y 80 kHz durante 20, 30 y 40 minutos. También se realiz6
una extraccién convencional por agitacion para comparacion. El contenido fendlico total
se cuantifico usando el método de Folin-Ciocalteu. Se emple6 un disefio factorial 4x2x3,
analizando los datos mediante ANOVA y prueba de Tukey. Resultados: La temperatura
de secado y las condiciones del ultrasonido influyeron significativamente en el contenido
fenodlico total. EI mayor contenido (2177.3 + 50.5 mg de GAE/100 g de hoja) se obtuvo
con secado a 50 °C y ultrasonido a 37 kHz durante 30 minutos. El contenido mas bajo se
registr6 a 80 °C de secado y ultrasonido a 80 kHz por 20 minutos. Discusion: Los
resultados sugieren que temperaturas de secado mas bajas y tiempos de ultrasonido
moderados son mas efectivos para preservar los compuestos fendlicos en las hojas de
Neem. La EAU es una alternativa prometedora para la obtencion de extractos bioactivos
que podrian emplearse para el desarrollo de ingredientes o envases funcionales. Se
requieren mas estudios para optimizar el proceso.

Palabras Clave: Compuestos bioactivos, compuestos fendlicos, EAU, Frecuencia, kHz,
extraccion convencional.
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ABSTRACT

Introduction: Azadirachta indica (Neem) leaves are recognized for their bioactive
properties. This study evaluated the impact of drying temperature and ultrasound-assisted
extraction (UAE) on the total phenolic content of Neem leaves from northern Peru.
Methods: Neem leaves were collected from the Universidad Nacional de Frontera
campus. They were washed, dried at controlled temperatures (50, 60, 70, and 80 °C),
ground, and stored. UAE was performed using 96% ethanol (2:40 w/v), frequencies of 37
and 80 kHz for 20, 30, and 40 minutes. Conventional extraction by agitation was also
performed for comparison. Total phenolic content was quantified using the Folin-
Ciocalteu method. A 4x2x3 factorial design was employed, analyzing data using ANOVA
and Tukey's test. Results: Drying temperature and ultrasound conditions significantly
influenced the total phenolic content. The highest content (2177.3 £ 50.5 mg GAE/100 g
of leaf) was obtained with drying at 50 °C and ultrasound at 37 kHz for 30 minutes. The
lowest content was recorded at 80 °C drying and 80 kHz ultrasound for 20 minutes.
Discussion: Results suggest that lower drying temperatures and moderate ultrasound
times are more effective in preserving phenolic compounds in Neem leaves. UAE is a
promising alternative for obtaining bioactive extracts that could be used for the
development of functional ingredients or packaging. Further studies are needed to
optimize the process.

Keywords: Bioactive compounds, phenolic compounds, UAE, frequency, kHz,
conventional extraction.

1.INTRODUCCION

La biodiversidad de las plantas medicinales forma parte de la comunidad bioldgica que
lucha contra las enfermedades y brinda la oportunidad de aprovecharlas como fuente de
formulaciones farmacéuticas (Hamad et al., 2021). Entre las plantas medicinales, la
especie Azadirachta indica A.Juss (Neem) tiene un alto valor bioldgico al combatir
enfermedades, inhibir microorganismos y evitar los efectos negativos de los antioxidantes
sintéticos (Abdulkadir et al., 2017). El arbol Neem pertenece a la familia Meliaceae, sus
semillas, hojas, flores, frutos, raices y corteza se han utilizado para tratar enfermedades
debido a su alto valor terapéutico; sin embargo, la mayor concentracién de compuestos
bioactivos se encuentra en sus semillas y hojas (Braga etal., 2018). EI Neem esta
compuesto por dos clases de compuestos fitoquimicos: isoprenoides y no isoprenoides;
la primera clase consiste en vilasininas, limonoides, C-secomeliacinas, triterpenoides y
diterpenoides; de este grupo se han detectado la presencia de 64 triterpenoides entre las
semillas, corteza y hojas (Godfrey, 1994); mientras que la segunda clase esta conformada
por carbohidratos, proteinas, compuestos de acidos fendlicos y taninos (Somay Satarupa,
2021).

Los estudios informan de que ambas clases actian contra problemas del cuerpo humano
y sobre plagas que afectan a la biodiversidad. En la literatura se ha informado la
identificacion de 41 metabolitos en el extracto de hojas de Neem, mostrando actividad
parasitaria contra Z. Arugamensis (Dawood Shah etal., 2021), principalmente los
isoprenoides (Salanina, Azadiractina, Nimbolina, Nimbina) presentes en el Neem han
demostrado actividad inhibitoria de hasta un 80% de A. albopictus (Benelli et al., 2016);
los compuestos fendlicos por su parte, son capaces de inhibir el crecimiento fungico,
especificamente en el sistema enzimatico de F. Graminearum (Heidtmann Bemvenuti
et al., 2016). También se informd, que los extractos de hojas de Neem con acetato de etilo
concentran la mayor cantidad de terpenos e inhiben el crecimiento de células tumorales
como NCI-H460, MCF-7, HeLa y HepG2, reflejando las propiedades anticancerigenas y

Pag.61



-
AYPATE

Espinoza-Espinoza, L.A.

antitumorales (Santos et al., 2018). Las hojas de Neem tienen un alto contenido fendlico
(Fenoles Totales, 54,87+1,82 mg Acido Ténico/g; Flavonoides 9,85 mg Quercetina/g y
Cap Antioxidante; 215 pumol Acido Ascorbico/g) y propiedades antioxidantes (Fong-
Lores etal., 2014), propiedades antidiabéticas (Abdel Moaty etal., 2022),
antiinflamatorias (Rinaldi et al., 2022) y anti-covid; lo que destaca al Neem como una
plata con potencial para el desarrollo de nuevos fitofarmacos (Eze et al., 2022).

A pesar de todas las propiedades beneficiosas presentes en el Neem, es caracterizado
como "Anti-alimentario”, debido al alto contenido de limonoides que le confieren un
sabor amargo e indeseable al paladar (Datta et al., 2017; Pijoan, 2004); no obstante, para
reducir o aumentar la concentracion de compuestos de Neem se han utilizado métodos
eficaces como: extraccion en fase sélida que promueve la reduccién del contenido de
limonoides (Datta etal., 2017; Ji-Won etal., 2013), la absorcién mediante resinas
poliméricas para reducir el sabor amargo (Fayoux et al., 2007) y la extraccion asistida por
ultrasonidos para lograr mayores concentraciones de compuestos bioactivos extraidos del
Neem (Tiwari, 2015).

La extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) es una técnica moderna de extraccion
solido-liquido; demuestra ventajas en la transferencia de masa, mejora el rendimiento del
proceso, es eficiente en el tiempo y féacil de usar (S. P. Shewale etal., 2022). La
transferencia de masa se produce en la pared celular externa de la muestra debido al
proceso de cavitacion acustica, responsable de la separacién y ruptura de las burbujas de
aire (Shirsath et al., 2012). El resultado de la cavitacion presenta turbulencias y corrientes
de fluido en el sistema, provocando un aumento significativo de la tasa de transferencia
y del rendimiento de extraccion (Rokhina etal., 2009; Yang y Zhang, 2008). El
movimiento de las ondas ultrasénicas a través de la fase fluida genera burbujas de
cavitacion causadas por el llenado de vacio; la presion y la temperatura tienden a
aumentar en funcién de la disrupcion de las burbujas con ciclos crecientes de compresion
y expansion de la fase. Los efectos causados por el aumento de la temperatura dan lugar
a un aumento de la velocidad de movimiento del disolvente, la ruptura de la pared celular,
la difusion del disolvente en el sélido celular, la disminucion del tamafio de las particulas,
la velocidad de colision de las particulas y la transferencia de masa y la eficiencia de
extraccion (Charpe y Rathod, 2012; Rao y Rathod, 2015; Vetal et al., 2013).

Estudios sugieren que tanto las condiciones preparacion de la muestra y de extraccion
afectan significativamente el contenido fenolico recuperado de las hojas de Neem (Patil
et al., 2022; Sejali y Anuar, 2011; S. Shewale y Rathod, 2018; Vats, 2015). De hecho, en
la etapa de secado se promueve descomposicion térmica de los ingredientes activos; asi
también, durante el proceso de molienda (Sejali y Anuar, 2011; Vats, 2015); un estudio
revel6 que un proceso de secado rapido a 110 °C seguido de un secado al aire ayudaba a
lograr la méxima retencion de compuestos bioactivos y actividad antioxidante, en
comparacion a un secado a temperaturas de 4°C, 20°C y temperatura ambiente (Vats,
2015). No obstante, también se reportd contenidos de fendlicos mayores en el polvo
obtenido de hojas de Azadirachta indica secadas a la sombra en comparacién con las
hojas secadas al horno a 45°C o 70°C (Sejali y Anuar, 2011).

Por su parte, durante la extraccion asistida por ultrasonido de hojas de Neem, el tamafio
de las particula del polvo, seguido por la temperatura, el tiempo de irradiacion y la
relacién sélido-liquido, son los factores que afectan significativamente el rendimiento de
extraccion, considerando las condiciones Optimas se podria obtener la extraccion de 30
mg GAE/g de compuesto fendlicos (Patil et al., 2022). Otros estudios revelaron, la
extraccion de compuesto fenolicos de hojas de Neem de hasta 10.8 mg GAE/gy 11,87
mg de GA/g respectivamente en condiciones optimizadas (S. P. Shewale et al., 2022; S.
Shewale y Rathod, 2018). En definitiva, la extraccion asistida por ultrasonidos, disminuye
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eficientemente el tiempo de extraccion y mejoré marginalmente el rendimiento de TPC
de las hojas de A. indica (S. P. Shewale et al., 2022).

En la region Piura abunda una produccion de arboles de Neem y por sus propiedades
beneficiosas se ha extraido el aceite esencial para su uso como repelente natural (Llanos
Gonzéles et al., 2020) y bioinsecticida frente a los repelentes o insecticidas quimicos
convencionales, pero no se ha estudiado las técnicas de extraccion de los compuestos
fenolicos de las hojas de Neem de esta region. Por esta razon, el objetivo del estudio fue
evaluar el efecto de la temperatura de secado y la extraccion asistida por ultrasonidos en
la cuantificacion del contenido fenolico total de las hojas de Neem en el norte de Peru.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestra y reactivos

Las hojas de Neem fueron recolectadas en la Universidad Nacional de Frontera (UNF) -
Sullana, en los meses de febrero y marzo del afio 2023. Las hojas fueron seleccionadas y
trasladadas al laboratorio de Alimentos Funcionales y Bioprocesos de la UNF, para el
desarrollo del estudio. Se obtuvieron, acido gélico, Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio
de Sigma-Aldrich (ACS, Lima, Pert) y etanol (96% de pureza).

2.2. Preparacion de la muestra y secado

Las hojas de Neem se lavaron 3-4 veces continuamente con agua potable y se
deshidrataron en un secador de bandeja (Deshidratador ST-01, 40-90°C) a cuatro
temperaturas diferentes (50, 60, 70 y 80°C) durante 6 horas. Las hojas secas se sometieron
amolienda en un molino triturador (A-S 3000 cap. 11kg) durante 4 minutos con una pausa
cada 2 minutos. El polvo de hoja de Neem se almacend en recipientes de vidrio
herméticamente cerrados.

2.3. Extraccion de compuestos fenolicos

Preparacion de muestras

La extraccion se realizé utilizando alcohol al 96%, en una proporcion 2:40 p/v con
respecto a la muestra, la homogeneizacién se realiz6 en frascos de vidrio con tapas
metalicas, el proceso fue por triplicado.

2.3.1. Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)

Los frascos conteniendo el polvo de hojas de Neem (2g) y etanol (20 mL) se sumergieron
en la canasta de alambre de acero inoxidable del bafio de ultrasonido (P 30 H-ELMA), el
proceso se realizo a 2 frecuencias (37 y 80 khz); durante 3 tiempos (20, 30 y 40 minutos);
a 100% de potencia y temperatura ambiente (25 °C). Al final del proceso de bafio de
ultrasonidos, los extractos se centrifugaron a 4500 rpm durante 20 minutos, se recuperd
el sobrenadante. Los extractos se homogeneizaron segun cada tratamiento y se
protegieron de la luz con papel de aluminio, se etiquetaron y se almacenaron en
congelacién hasta su analisis.

2.3.2. Extraccion por agitacion convencional (EAC)

El polvo de hojas de Neem (2g) y etanol al 96% (20 mL) fueron sometidos a agitacion
magnética a 2500 rpm durante tres tiempos diferentes (20, 30 y 40 minutos). Cada
tratamiento fue centrifugado a 4500 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante fue
recuperado y homogenizado (extracto). Los extractos fueron protegidos de la luz con
papel aluminio, etiquetados y almacenados en congelacién hasta su analisis.

2.4. Determinacion del contenido de Compuestos Fenolicos Totales (TPC)

El ensayo colorimétrico se realizé6 mezclando 1.364 mL de agua destilada; 0.3 mL de
extracto y 136 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu, la solucion resultante se dejo reposar a
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temperatura ambiente durante 8 min en un lugar oscuro. A continuacion, se afiadieron 1,2
mL de descarbonato sodico al 7,5% y la reaccion se completd tras 2 h en oscuridad a
temperatura ambiente. La absorbancia se registré en un espectrofotometro UV-Visible
(Genesys, S-150, 6287015) a 760 nm. La cuantificacion se realiz6 mediante una curva de
calibracion de acido galico en el rango de 10 a 60 ppm (R2 = 0.9998). Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por cada 100 gramos
de muestra.

2.5. Andlisis de datos

En el desarrollo de la investigacion se emple6 un disefio estadistico factorial con arreglo
4x2x3; factor temperatura (50,60,70 y 80°C), frecuencia (37 y 80 kHz) y tiempo de
extraccion por ultrasonidos (20, 30 y 40 minutos) como se muestra en la Tabla 4.

3.RESULTADOS

3.1. TPC de polvo de cladodios de nopal, utilizando diferentes temperaturas de
secado, frecuencia y tiempo de ultrasonidos.

El contenido fendlico total de Azadirachta indica se obtuvo a partir de los diferentes
factores establecidos; los resultados se expresaron en mg GAE/100g. El diagrama de
Pareto mostro los resultados del efecto estandarizado entre cada factor; se utilizo el
analisis de varianza ANOVA para demostrar la significancia e interaccion de los factores;
finalmente, mediante las comparaciones por pares de Tukey, se establecio la diferencia
significativa entre los tratamientos; la Tabla 1 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 13.
Valores de compuestos fendlicos totales (mg GAE/100 g) en Azadirachta indica (Neem)

Condiciones de extraccion

Secado  Agitacio Ultrasonidos
Tipo de extraccion N° n TPC
T(°C) t (min) F T (min)
(Khz)

ECA 1 50 20 - - 1745.3 + 54.4°
2 50 30 - - %941.0 +36.5"1)
3 50 40 - - ;L|037.0 +30.20 1)
4 60 20 - - 822.0 +21.1"
5 60 30 - - 929.0 +£30.8k!mn
6 60 40 - - 1284.7 +21.59¢f
7 70 20 - - 1307.0 +65.84¢
8 70 30 - - 976.0 +45.0ik!m
9 70 40 - - 1346.3 +69.9¢
10 80 20 - - 855.0 +20.8™"
11 80 30 - - 1065.0 +48.1"1)

k

12 80 40 - - 996.0 +40.8/ X!

UEA 13 50 - 37 20 1707.4 +25.1°
14 50 - 37 30 2177.3 £50.5°
15 50 - 37 40 1057+ 29.4M 11k
16 50 - 80 20 1070.88+15.16"

]
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36

50
50
60
60
60
60
60
60
70
70
70
70
70
70
80

80
80
80
80
80

80 30 1765.7+68.4°

80 40 977.5+44 51 kIm
37 20 1342.2+41.0¢

37 30 1495.7+78.0°

37 40 1528.6+71.7¢

80 20 1239.3+18.34¢f
80 30 808.4+18.9"

80 40 1231.1+30.9¢¢f9
37 20 1000.7+39.9/ k!
37 30 1073.3+46.5"1
37 40 1734.9+74.6°

80 20 827.7+34.1"

80 30 1096.7+40.29Mi
80 40 1146.4+54. 779N
37 20 |1018.5916.36” K
37 30 1172.1+17.9¢fah
37 40 1302.7+37.34¢
80 20 1287.8+28.59¢
80 30 916.3+21.7'mn
80 40 1094.2+19.39i

“Diferentes superindices (a-n) en la columna TPC, indican diferencia significativa entre
los tratamientos. EAU= Extraccion asistida por ultrasonidos, CSE= Extraccion

convencional, N°=Numero de tratamiento.

T: Temperatura; t: tiempo; F: Frecuencia; TPC: Compuestos Fendlicos Totales
expresados en mg GAE/100 gr.

La Figura 1 muestra los efectos estandarizados de cada factor sobre la variable de
respuesta en condiciones de valor absoluto, del menor al mayor efecto, mientras que la
figura 2 muestra el efecto especifico generado por cada factor segin el mejor resultado
del contenido fendlico total; por dltimo, la figura 3 muestra la interaccion de los factores,
demostrando la significacion resultante del analisis de la varianza.

Figura 13.

Diagrama de Pareto de los efectos normalizados en el contenido de TPC

Pareto diagram of standardized effects

(Response is TPC mg GAE/100g: a= 0.05)
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El factor que presenta el mayor efecto normalizado es la frecuencia de los ultrasonidos
(37 y 80 kHz), la intervencion de las dos medidas modifica significativamente el mayor
valor absoluto del diagrama de Pareto; sin embargo, la relacion entre el tiempo y la

frecuencia muestra el menor efecto normalizado.

Figura 2.

Efecto de los factores (temperatura, frecuencia y tiempo de ultrasonidos) en el TPC de

las hojas de Azadirachta indica

Plot of main effects for TPC mg GAE/100g
Data averages

150 TEMPERATURA (C) FRECUENCIA (kHz) TIEMPO (min)

1400

1300

Averages

1100
50 60 70 80 37 80 20 30 40

Se obtiene un mayor contenido de TPC a 50°C, a medida que aumenta la temperatura, el
contenido de TPC disminuira progresivamente; paralelamente, la frecuencia a 37 kHz
muestra eficiencia en la extraccion del mayor contenido fendlico; sin embargo, el tiempo
muestra un comportamiento particular, el TPC aumenta a los 30 minutos y disminuye a

los 20 y 40 minutos.

Figura 3.

Interaccién de los factores (temperatura de secado, frecuencia y tiempo de ultrasonidos

sobre el TPC en hojas de Neem.

Interaction plot for TPC mg GAE/100 g
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4.DISCUSION

El andlisis de compuestos fenolicos totales se realizo en polvo de hoja de Azadirachta
indica A.Juss, los principales metabolitos secundarios presentes en la hoja son:
nimbineno, nimbandiol, nimocinal, quercetina, rutina, nimbolide, vilasinina, B-sitosterol
y glicoproteina (Paul et al., 2011); la concentracion de todos los metabolitos determina la
cantidad de TPC, los resultados de la Tabla 1 evidencian que la cuantificacion se
encuentra en un rango de 2177,3 y 808,4 mg GAE/100 gramos, mayor contenido
mostrado por (Khairy et al., 2022) al identificar 23 compuestos fenolicos en hojas de
Neem con un valor promedio total de 8101. 01 pg/100 g; en cuanto a (Hamad et al., 2021)
los valores oscilaron entre 174,1y 52,6 mg GAE/ gramos y en la investigacion de (Fong-
Lores et al., 2014) el valor fue de 54,87+1,82 mg &cido tanico/ gramos en hojas de Neem
secadas a temperatura ambiente; sin embargo, el resultado de (Hismath et al., 2011) fue
dos veces superior (4661. 17 mg GAE/ 100 g) que el valor del tratamiento 14; este
comportamiento esta relacionado con la polaridad de la acetona-agua y los compuestos
fendlicos polares, cumpliéndose el principio de "Lo semejante disuelve lo semejante™
descrito por el quimico Alfredo Pérez Rubalcaba y confirmado por (Saha Tchinda et al.,
2021), explicando que los compuestos fendlicos son mas solubles con disolventes polares;
bajo etanol obtuvieron 37,5+£0,2 mg GAE/g de aceite de semilla de Neem, mientras que
con Hexano obtuvieron 16,80+0,05 mg GAE/g de aceite de semilla de Neem; sin
embargo, los procesos de extraccion de compuestos fenolicos en su forma solida y
aplicaciones alimentarias disminuyen el contenido total, causado por los tratamientos
térmicos utilizados en el proceso; los resultados de extraccion de (Braga et al., 2018)
fueron de 40.415 + 0.566 y 45.200 £ 0.569 mg GAE/gramos; mientras que en miel de
Neem fue de 20.31+£0.05 mg GAE/100 gramos (Devi et al., 2018) y en té de hojas seca
fue de 12 mg GAE/gr (Datta et al., 2017); sin embargo, distintas partes de la planta de
Neem presentan un contenido favorable de TPC; (Hossain et al., 2014) , determind que
las semillas de Neem son una fuente abundante de compuestos fendlicos, el maximo
contenido fue de 238.81 + 0.98 mg/g de GAE de extracto seco; sin embargo, (Abdulkadir
et al., 2017) comparo6 el contenido de TPC de hojas, semillas y corteza de Neem, lo cual
resultan tener 136.45 £ 0.99, 30.43 + 1.16 y 285.77 + 4.49 mg GAE/qg.

a) Efecto de la temperatura de secado

La temperatura y el tiempo son pardmetros fundamentales que participan del proceso de
extraccion debido que, el aumento de temperatura estimula la aceleracion del movimiento
celular, solubilidad y penetracién de los componentes extraido, sin embargo algunos de
los componentes biologicamente activos son termolabiles debido a la degradacion
quimica o erosion quimica (S. Shewale y Rathod, 2018). La figura 02 indica que se
obtiene una alta concentracion de compuestos fenolicos totales al dejar secar las hojas de
Neem a 50°C, este comportamiento se evidencio en la investigacion de (Sejali y Anuar,
2011) al comparar tres sistemas de secado (bajo sombra, en horno a 45°C y 70°C) la
mayor concentracién de compuestos fendlicos se vio reflejada en el método secado a la
sombra (135 mg/g) seguido del secado al horno a 45°C (120mg/g) y finalmente a 70°C
(76mg/g); este efecto térmico no solo ocurre en hojas de Neem; Hidar et al. (2020),
demostraron que la temperatura de secado afecta significativamente la cantidad de
contenido fenodlico y flavonoides en la hoja de Stevia al someterlas a 50, 60, 70 y 80°C
(84 mg GAE/gr, 81 mg GAE/gr, 55 mg GAE/gr y 43 mg GAE/gr) disminuyendo mas del
50% del total (271 mg GAE/gr en hojas frescas); la investigacion similar de (Castillo
Téllez et al., 2018) agrega que el incremento de temperatura no solo afecta el contenido
total de compuestos fendlicos sino también el color y el contenido de flavonoides.
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b) Extraccion asistida por ultrasonido frente a la extraccion convencional por
agitacion

La cavitacion es uno de los responsables de elevar la tasa de extraccion asistida por
ultrasonido debido que, los tejidos bioldgicos estan expuestos a sufrir cizallamientos
significativos, aumentando su permeabilidad y facilidad de liberacion de compuestos
intracelulares (Yu et al., 2016), segun la tabla 1 se evidencia que la intervencion de
ultrasonido ha mejorado los valores de TPC (2177.3 £50.5 mg GAE/100gr) frente a una
extraccion por agitacion convencional (1041.0 £36.5 mg GAE/100gr). La concentracion
maxima asistida por ultrasonido de TPC se obtiene a 30 minutos, mientras que, por
agitacion convencional la maxima concentracion es de 1745.3 + 54.4 mg GAE/ 100 gr se
obtuvo por 20 minutos; en este caso la temperatura de extraccion es la responsable de
romper las paredes celulares y extraer la mayor cantidad de compuestos bioactivos.

c) Condiciones de extraccién asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido, es considerada una tecnologia verde, debido a la
eficacia, reduccion significativa del tiempo y su viabilidad econémica (Rokhina et al.,
2009). La figura 1 (Diagrama de Pareto de efectos estandarizados) sefiala que la
frecuencia de ultrasonido ocasiona un efecto significativo sobre el contenido de fendlicos
totales debido a que el ultrasonido promueve una mejor penetracion del disolvente en los
tejidos celulares, ocasionando el cizallamiento de los tejidos que conducen la liberacién
de compuestos bioactivos; (Saha Tchinda et al., 2021).

A pesar que no se ha considerado la temperatura de extraccion del bafio de ultrasonidos
como un factor; juega un papel importante al tener una relacién directa con el tiempo de
extraccion; mientras el tiempo de extraccion sea mayor, progresivamente incrementara la
temperatura, segun la figura 2, el tiempo adecuado para obtener la mayor cantidad TPC
es durante 30 minutos de extraccion, al alcanzar los 40 minutos provoca la erosion
quimica de algunos componentes bioldgicos; este efecto térmico ocurre en funcion a la
disrupcion de las burbujas con el aumento de los ciclos de comprension y expansion de
la fase, provocando una penetracion elevada en el medio celular primario y liberando
rapidamente moléculas &cidas (Taralkar etal., 2016). El incremento de temperatura
ocasiona un aumento en la velocidad de movimiento del disolvente, debido a que su
viscosidad disminuye y facilita la expansion del disolvente a través de los poros celulares
(S. P. Shewale et al., 2022); sin embargo, por el efecto térmico se incrementa la presion
de vapor del disolvente, provoca rupturas en las burbujas formadas, obstruye los poros y
la tension superficial de las burbujas de cavitacion; produciendo su ruptura al minimo
esfuerzo (Gogate et al., 2003; Panda y Manickam, 2019).

En consecuencia los valores de enriquecimiento disminuyen de la transferencia de masa
por accion de las burbujas a elevadas temperaturas que colapsan a una intensidad menor;
por lo tanto, la extraccion debe realizarse a temperaturas y tiempos adecuados con el fin
de obtener resultados de cavitacién optimos; (S. P. Shewale et al., 2022) realizo un
calentamiento exterior minimo para la UAE a 20, 30, 40 y 50°C obteniendo durante 4
minutos 7.96; 8.76; 9.78 y 10.15 mg GAE/gr de polvo y durante 14 minutos 9.93, 10.75,
11.47 y 11.82 mg GAE/ gr de polvo de hojas de Neem; mientras que, el resultado con
mas alto contenido fendlico fue durante 30 minutos de extraccion y a 50°C como
temperatura de secado 2177.3 £50.5 mg GAE/100 gr de polvo de hoja de Neem.

5. CONCLUSIONES

La investigacion demostré que la EAU es un método eficaz para obtener compuestos
fenolicos de las hojas de Neem del norte peruano. Los resultados revelaron que la
combinacion de factores que produjo el mayor TPC fue una temperatura de secado de
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50°C, una frecuencia de ultrasonido de 37 kHz y un tiempo de extraccion de 30 minutos,
alcanzando 2177.3 +50.5 mg GAE/100 g de polvo de hoja de Neem. Se observé que
temperaturas de secado superiores a 50°C resultaban en una disminucién del contenido
fendlico total, debido a la degradacion térmica de los mismos. La EAU demostrd ser mas
eficiente que la extraccién convencional por agitacion, presentdndose como una
alternativa prometedora para la obtencion de extractos ricos en compuestos fenolicos que
podrian emplearse como conservantes naturales o ingredientes funcionales en alimentos.
Estos hallazgos son particularmente relevantes en el contexto actual, donde existe una
creciente demanda de aditivos alimentarios naturales y soluciones de envasado
sostenibles. Para futuras investigaciones, se recomienda evaluar la optimizacion del
proceso, la actividad antimicrobiana y antioxidante especifica de los extractos obtenidos
en sistemas alimentarios reales y explorar su eficacia en la extensién de la vida util de los
alimentos.
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