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CAPITULO |
INTRODUCCION

Las hojas de Neem (Azadirachta Indica; A. Juss 1830) desde la antigiedad han
sido utilizadas como bioinsectidas, en la medicina para elaboracion de remedios
caseros contra diversos padecimientos (Chopra et al., 1956).

Por estudios realizados se sabe que en las hojas de Neem existen metabolitos
secundarios como en muchas de las mayorias de las plantas, tales como los
compuestos fendlicos o polifenoles, que constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas de 8,000 compuestos distintos, con diferentes estructuras
quimicas y diferentes actividades biolégicas. La distribucion de los compuestos
fendlicos en los tejidos y células vegetales, varia considerablemente de acuerdo al
tipo de compuestos que se trate, situandose en el interior de las células o en la
pared celular (Martinez et al., 2000). Sus principales funciones en las células
vegetales son las de actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas, y como agentes protectores frente a la accion de
patdgenos, siendo secretados como mecanismos de defensa (Balasundram y
Samman, 2006).

Sin embargo, la radiacién ultra violeta es uno de los factores que afectan al
crecimiento y funcion de las plantas.

Por lo tanto los compuestos fendlicos a los que nos vamos a referir en los
proximos puntos se originan principalmente a través de dos rutas biosintética: la
ruta del acido Shikimico que conduce, mediante la sintesis de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina), a los &cidos cinamicos y todos sus derivados
(fenoles sencillos, como de acidos fendlicos y derivados del fenilpropano),
algunos de los compuestos fendlicos que vamos a considerar como principios
activos de plantas se originan a través de rutas mixtas que combinan la via del
shikimato y del acetato, como es el caso por ejemplo de los flavonoide
(Dominguez 1985).

Para ello en este trabajo el objetivo fue conocer el efecto de la luz ultra violeta
sobre la sintesis de fenoles y flavonoides en las hojas de Neem, por lo que se
realizaron dos tratamientos diferentes, tales, como el extracto acuoso con hoja
verde y el extracto usando como disolvente metanol con hojas secas, tomando
una concentracion de 1:10, 1:100, 1:1000 con y sin exposicion de luz ultra violeta
con tiempos de ciento veinte minutos.
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Los tratamientos irradiados con luz ultra violeta en los tiempos estudiados
presentaron un aumento en la concentracion de compuestos fendlicos y en su
actividad antioxidante comparado con las muestras que no fueron tratadas con luz
ultravioleta.

CAPITULOII

JUSTIFICACION

Las plantas generan metabolitos secundarios tales como los fenoles y flavonoides,
la cual destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia a
la sintesis de moléculas organicas que parecen no tener una funcion directa.
Algunas funciones como atrayentes de insectos y como un mecanismo de defensa
contra los insectos o patégenos del medio ambiente. Sin embargo, no se sabe si la
sintesis de dichos compuestos es afectada por la luz ultravioleta. Por lo que el
objetivo del presente trabajo fue demostrar el efecto de la exposicion a la luz
ultravioleta entre el rango de 200 a 290 nm en las hojas de Neem (Azadirachta
indica) las cuales se estan utilizando como bioinsecticida en diversos cultivos.

CAPITULOINl

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Evaluar la concentracion de fenoles y flavonoides, al exponer el extracto de
hoja de Neem (Azadirachta indica. A. Juss) a luz ultravioleta.

3.2 Objetivo especifico

e Evaluar la concentracion de fenoles y flavonoides, al exponer el extracto
acuoso de Neem (Azadirachta indica. A. Juss) a la luz ultravioleta a
diferentes tiempos.

e Evaluar la concentracién de fenoles y flavonoides, al exponer el extracto
metandlico de Neem (Azadirachta indica. A. Juss) a la luz ultravioleta a
diferentes tiempos.
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CAPITULO IV
FUNDAMENTO TEORICO
4.1 Radiacion solar

La radiacion solar es uno de los principales factores ambientales que afectan la
vida en nuestro planeta. Esta radiacion controla el funcionamiento de los
ecosistemas terrestres y acuaticos, tanto a través del control de procesos
fotobiolégicos (fotosintesis, fotoperiodo, fototropismos, etc.) como por medio de su
accion sobre otros factores ambientales (temperatura, humedad, etc.) y ciclos
naturales (ciclos diarios, anuales, hidricos, etc.) que finalmente inciden en la
distribucion de los organismos.

La radiaciéon que llega a la Tierra abarca una amplia gama del espectro
electromagnético y aproximadamente el 40% de ella es la que conocemos como
luz o radiacion visible. Esta comprende longitudes de onda que van de los 400 a
los 700 nm, rango que abarca los colores: violeta, azul, verde, amarillo, naranja y
rojo y que, por ser usada por los vegetales en el proceso de la fotosintesis,
también se le denomina radiacion fotosintéticamente activa o PAR (sigla derivada
del inglés: photosynthetic active radiation) (I Simposio Internacional de
Invernaderos - 2007 - México).

Para que la radiacion UV-B sea interceptada y produzca alteraciones en la
fisiologia de la planta debe penetrar en la hoja y ser absorbida por los croméforos
o moléculas susceptibles al efecto de esta radiacion. Por lo tanto, los cambios
morfolégicos y anatdmicos que son inducidos por la radiacion ultravioleta-B
pueden llegar a ser determinantes en las respuestas de las distintas especies
vegetales sometidas a un aumento de este tipo de radiacion. Asi, frente a un
aumento de la radiacion UV-B muchos de los cambios observados, tanto en
plantas monocotiledéneas como dicotiledéneas, son principalmente atribuidos a la
orientacion de las hojas que tiene cada uno de estos grupos de plantas, lo que
finalmente influira en la capacidad de interceptar este tipo de radiacion. Las
especies monocotiledoneas que presentan hojas delgadas con orientacion vertical
interceptan menos la radiacién UV-B que las dicotiledéneas por presentar estas
hojas anchas y de orientacion mas bien horizontal, y por lo tanto son mas
susceptibles al dafio [He et al.,1993]. Por tal motivo, las plantas monocotiledéneas
parecen ser generalmente mas tolerantes a niveles elevados de radiacion UV-B.
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4.2 Efecto del estrés causado por la radiacion solar

De acuerdo con Tadeo (2000), por una alta radiacion solar las plantas sufren
estrés cuando las clorofilas de las antenas de los fotosistemas, que se encuentran
en las membranas tilacoides de los cloroplastos, absorben mas energia luminica
de la que puede utilizarse en el proceso de la fotosintesis. Este estrés por luz
conduce inicialmente a la fotoinhibicion de la fotosintesis que previene las lesiones
oxidativas al aparato fotosintético por la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS; reactive oxygen species) en el fotosistema | (PSI) y Il (PSI) (Tadeo
y Gomez Cadenas, 2008). Ademas, la alta radiacién, las temperaturas elevadas y
el estrés hidrico, aumentan la fotorrespiracion de la planta lo que afecta su
productividad debido al consumo considerable de los carbohidratos, fijados en la
fotosintesis (Gomez, 2012).

4.3 Efecto de la radiacion de luz UV-B sobre el metabolismo secundario

Las plantas han desarrollado mecanismos de proteccién o adaptacion contra altos
niveles de radiacion UV-B, como es el aumento de la produccién de metabolitos
secundarios tales como fenoles y flavonoides (Musil et al.,, 2002; Frohnmeyer y
Staiger, 2003), los cuales se acumulan en las células de la epidermis de diversas
especies vegetales (Hollosy, 2002), y por ser compuestos que absorben radiacion
entre los 280-360 nm, reducen el efecto deletéreo de la luz UV-B sobre los
distintos componentes celulares (Rozema et al., 2002).

4.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles, constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas de 8,000 compuestos distintos, considerados metabolitos
secundarios de las plantas, con diferentes estructuras quimicas y diferentes
actividades bioldgicas. La distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos y
células vegetales, varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuestos que
se trate, situandose en el interior de las células o en la pared celular (Martinez-
Valverde et al.,, 2000). Sus principales funciones en las células vegetales son las
de actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las
plantas, y como agentes protectores frente a la accion de patégenos, siendo
secretados como mecanismos de defensa (Balasundram y Samman 2006).

Todos los compuestos fendlicos poseen un anillo aromético (Figura 1) al que se
unen diversos grupos sustituyentes, como hidroxilo, carboxilo y metoxilo (-O—CHa)
y a menudo otras estructuras ciclicas no aromaticas.
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Figura 1. Fenol
4.5 Clasificacion

Los compuestos fendlicos se clasifican en subcategorias dependiendo de su
esqueleto estructural, variando su naturaleza desde moléculas simples como los
acidos fendlicos hasta compuestos de naturaleza polimérica como las
proantocianidinas. Su clasificacion se centra principalmente en el nimero de
atomos de carbono que se presenta su estructura (Spencer y Crozier 2008).

4 5.1 Flavonoides

Los flavonoides denotan un grupo muy amplio de compuestos polifenélicos mas
conocidos y caracterizados por una estructura venzo y pirano, generalmente de
color amarillo, los cuales estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se
encuentran de forma universal en las plantas vasculares, en forma de glucosidos
de diversos azlcares (glucosa, galactosa, ramnosa o una pentosa (Cartaya et al.,
2001).

45.1.1 Estructura

Los flavonoides son compuestos de 15 carbonos que se encuentran en todo el
reino vegetal (Harbone et al., 1988), se han identificado mas de 2,000 flavonoides
procedentes de los vegetales. Son compuestos de bajo peso molecular que se
caracterizan por poseer dos anillos bencénicos unidos por un puente de tres
atomos de carbono, con la estructura general (Ce-C3-Cs) (Figura 2).

Figura 2. Estructura de un flavonoide
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Los anillos son denominados A, B y C. Los atomos de carbono en los anillos
(Schieber et al., 2001) C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2"al
6" (Figura 2). Sin embargo, pueden sufrir muchas modificaciones y adiciones de
grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser
polifendlicos y solubles en agua. Los flavonoides que conservan su esqueleto
pueden clasificarse, segun las isomerizaciones y los grupos funcionales.

En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1.

Flavanos, como la catequina (Figura 3), con un grupo -OH en posicion 3 del
anillo C.

Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4
del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C. (Bors etal., 1990)

Figura 3. Estructura de los principales tipos de flavonoides

45.1.2. Fuentes naturales de los flavonoides:

e Chalcona: Estan implicadas en la estimulacion de la polinizacion gracias a
gue inducen el desarrollo de colores en el espectro de lo visible y en la luz
ultravioleta que atraen a insectos (mariposas y abejas).

e Flavonas: son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la
primula, dandoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la
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piel de las uvas y son las responsables del color amarillento de los vinos
blancos.

Flavonoles: suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en las hojas y
en muchas flores. Los mas importantes son tres: la Quercetina, es el
flavonol amarillo del polen de muchas fagaceas (Quercus sp.); la miricetina,
presente en la uva; y el kaempferol, presente en las inflorescencias y las
protege de la luz ultravioleta. La Fisetina es un flavonol que se extrae de la
planta del género Amphipterygium.

Flavanonas: son precursores de otros flavonoides mas complejos, pero se
encuentran como tales en altas concentraciones en los citricos. Las mas
importantes son naringenina, presente en el zumo de naranja, limén o
pomelo, dandole un sabor amargo; liquiritigenina, presente en el regaliz; y
eriodictiol, se presenta en el guisante actuando como quimioatrayente para
interactuar con agrobacterias.

Antocianinas: son los pigmentos hidrosolubles presentes en el liquido
vacuolar de las células responsables de la mayoria de las coloraciones
rojas, azules y violetas de las flores y hojas (Major Types, 2011).
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Figura 4. Estructura molecular de los flavonoides.

Los flavonoides se biosintetizan en todas las "plantas terrestres” o embriofitas, y
también en algunas algas Charophyta (Cache, 2000-2003), y aunque todas las
especies comparten la via biosintética central, poseen una gran variabilidad en la
composicion quimica de sus productos finales y en los mecanismos de regulacion
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de su biosintesis, por lo que la composicion y concentracién de flavonoides es
muy variable entre especies y en respuesta al ambiente. Los flavonoides son
sintetizados en el citoplasma y luego migran hacia su destino final en las vacuolas
celulares. Cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas, algunas
funciones son comunes a todas las plantas y otras son especificas de algunos
taxones. Como ejemplo de funciones universales, los flavonoides son
responsables de la resistencia de las plantas a la foto-oxidaciéon de la luz
ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de la hormona auxina, y se cree
que funcionan como defensa ante el herbivorismo. Una funcion importante
cumplida en muchas plantas es la atraccion de los animales polinizadores, a
través del color o el olor que dan a la planta o a sus flores (Lunau, 1992).

4.6 Funciones en las plantas

e Proteccion ante la luz ultra violeta. Los flavonoides incoloros suelen
acumularse en las capas mas superficiales de las plantas y captan hasta el
90% de las radiaciones de luz ultra violeta, impidiendo los efectos nocivos
de estas radiaciones en los tejidos internos.

e Defensa ante el herbivorismo. Algunos flavonoides como los taninos,
protegen a las plantas generando sabores desagradables para los
herbivoros, principalmente amargos, 0 texturas que pueden resultar
desagradables para los herbivoros, que se ven estimulados a elegir otras
plantas.

e Regulacion del transporte de la hormona auxina. Las plantas mutantes que
no poseen la enzima chalcona sintasa, que forma parte de la via
biosintética de los flavonoides, muestran un crecimiento irregular debido a
una deficiencia en el transporte de auxina a través de la planta (Bors et al,
1990).

Los compuestos fendlicos son biosintetizados en diferentes rutas metabodlicas que
Hrazdina en 1992, menciona a los compuestos aromaticos vegetales existentes:
en la ruta del acido shikimico que a partir de eritrosa-4-P y de &cido
fosfoenolpirdvico se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis
de acido shikimico y, derivados de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptéfano y tirosina mayoria de los compuestos fenélicos derivan de la fenilalanina
(Trejo & Rodriguez 2007)
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Figura 5. Esquema de la biosintesis de polifenoles en plantas.

4.7 Biosintesis del acido shikimico

La formacién del acido shikimico ocurre a partir de precursores de 3 y 4 atomos de
carbono como son el acido fosfoenolpirivico (PEP) y la eritrosa 4-fosfato (E4P)
por una condensacion de tipo alddlica, produciendo un compuesto C7 a través de
una serie de etapas que se resumen en la Figura 6. (Wiley y Ltd., 2002)
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Figura 6. Formacion del acido shikimico a partir del PEP y E4P
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4.8 Descripcion de la via del acido Shikimico

Primera enzima: 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintetasa (DAHPS) es
la que controla el flujo de carbono en la via. Cataliza la condensacion de la E4P
(proveniente de la via de las pentosas) con PEP (proveniente del glicélisis) para
generar 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP). Se trata de una
metaloenzima dependiente de Mn*2 y Co*. En las plantas los aminoéacidos
aromaticos no son considerados primariamente como destinados a la biosintesis
de proteinas sino como intermediarios en la biosintesis de MS, los cuales
regularan la actividad de esta enzima, por lo que esta enzima no es controlada por
retroinhibicion de los aminoacidos aromaticos. Es una enzima histerética (es decir
que sufre cambios muy lentos en sus propiedades cinéticas después de la adicidn
o remocion de determinados ligandos). Es activada por Triptofano y Tirosina, e
inhibida por arogenato (un intermediario pos-corismato de la biosintesis de
Fenilalanina y Tirosina).

Segunda enzima: 3-dehidroquinato sintasa. Cataliza la desfosforilacion e
isomerizacion del DAHP hasta 3-dehidroquinato. Es también una metaloenzima
dependiente de Co*?y utiliza NAD* como coenzima.

Tercera y cuarta enzima: 3-dehidroquinato dehidratasa y shiquimato
deshidrogenasa. Catalizan la deshidratacion del 3-dehidroquinato hasta
dehidroshiquimato y la reduccion de éste hasta shiquimato. Hay evidencias de que
las dos actividades estan presentes en un solo polipéptido (enzima bifuncional).

Quinta enzima: Shiquimato quinasa. Cataliza la fosforilacion del shiquimato hasta
shiquimato-3- fosfato con gasto de ATP. Presenta inhibicion por los productos de
la reaccion (shiquimato-3-fosfato y ADP), asi como modulaciéon por luz en
organelos aislados.

Sexta enzima: 5-enolpiruvil-shiqguimato-3-fosfato sintetasa (EPSP sintasa). Es la
que cataliza la transformacion de shiquimato-3-fostato en 5-enolpiruvil-shiquimato-
3-fosfato (EPSP), que es el blanco de un herbicida como el glifosato (N-
fosfonometilglicina, analogo del PEP) y por lo tanto al bloquearla se bloquea la
biosintesis de aminoacidos aromaticos, de proteinas y compuestos fendlicos, con
lo que cesa el crecimiento y acontece la muerte del vegetal. Por supuesto, como
esta enzima esta ausente en mamiferos el glifosato tiene baja toxicidad para los
animales. Esta enzima esta localizada principalmente en cloroplastos y es
sintetizada como un precursor en el citoplasma. La inhibicién por glifosato es
competitiva respecto al PEP y no competitiva con respecto al shiquimato-3-fosfato.
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Existen especies donde esta enzima ha sufrido una mutacion puntual conservativa
de un residuo de glicina por uno de alanina, lo que la hace insensibles al glifosato.

Séptima enzima: Corismato sintetasa. Cataliza la 1,4 trans eliminacion de fosfato
(del EPSP) para producir corismato. Esta reaccion es inusual ya que requiere
como FMNH2 tipicamente asociado a reacciones redox. (Figura 6)
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Figura7. Ruta metabdlica para la biosintesis del acido shikimico.

4.9 Enzima PAL

Uno de estos productos de esta via es la fenilalanina por la eliminacion de una
molécula de amonio para formar acido cinamico Esta reaccion esta catalizada por
la fenilalanina amonio liasa (PAL). Esta enzima estd situada en un punto de
ramificacion entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion que
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cataliza es una importante etapa reguladora en la formacion de muchos
compuestos fendlicos. Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son
basicamente adiciones de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos
trans-cindmico y p-cumarico se metabolizan para formar &cido caféico y &cido
ferdlico (figura 7) cuya principal funcién es ser precursores de otros derivados mas
complejos: camarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides (Dixon y
Steele, 1999).

La acciéon del PAL (Singh et al., 2010) es fundamental para la vida de las plantas y
por ello esta estrictamente modulada. Entre otros factores, esta enzima es
activada por la luz, y depende ademas de la concentracion de diferentes
hormonas vegetales. También, en general, la actividad PAL aumenta cuando a los
vegetales se les somete a situaciones de estrés, como la falta de agua,
infecciones flngicas o bacterianas y radiaciones ultra violeta. Otro factor que
activa la enzima PAL es el frio, y por ello, las plantas sometidas a bajas
temperaturas suelen presentan coloraciones rojizas en tallos y hojas. También es
conocido que al florecer las plantas en primaveras que siguen a inviernos muy
frios, las flores desarrollan colores muy intensos.
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Via del acido shikimico
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Figura 8. Ruta del &cido shikimico desanimacion de fenilalanina y formacién de
acidos cindmico y cumérico, precursores de lignina, flaconas, isoflavonas vy
flavonoides.

De toda esta diversidad de compuestos fendlicos vegetales, los flavonoides (C6-
C3-C6) son los que tiene la distribucion mas amplia dentro del reino vegetal
(Markham,1982) y son los mas abundantes y diversos. De manera natural los
flavonoides pueden encontrarse en dos formas, unidos a un glucésido o sin un
residuo de azlicar en su molécula.

4.10 Neem

El Neem (Azadirachta Indica; A. Juss 1830) se conoce desde hace mas de 2000
afios como una de las plantas medicinales mas versatiles, teniendo un amplio
espectro de actividad biolégica (Biswas et al., 2002). Es un &rbol tropical siempre
verde (Figura 9), de la familia Meliaceae y de la subfamilia Meloideae (Girish y
Shankara 2008).
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Figura 9. a) Arbol de Neem b) flores c) semillas.

El &rbol de Neem es nativo de la zona este de la India y Burma, crece al Sureste
de Asia y Oeste de Africa; algunos arboles recientemente se plantaron en el
Caribe, muchos paises de Centroamérica y México. El arbol de Neem se introdujo
a México por Baja California Sur en 1989, por un grupo de productores privados
dedicados a la horticultura organica en San José del Cabo (Osuna, 2000) (Leos y
Salazar, 2002). En 1992 se introdujo al Valle Yaqui, Sonora (Moreno, 1996). A
partir de 1994, los arboles se plantaron en otros estados, como Baja California
Sur, Sinaloa, Sonora, Nayarit, Colima, Campeche, San Luis Potosi, Guerrero,
Quintana Roo, Yucatan, Nuevo Ledn, Veracruz, Oaxaca, Morelos, Chiapas,
Guanajuato, Tabasco, Tamaulipas y Durango, dentro de los mas importantes
(Cruz, 1998; INIFAP, 1999).

Desde la antigiedad, todas las partes del arbol de Neem se han utilizado para la
elaboracién de remedios caseros contra diversos padecimientos (Chopra et al.,
1956) (Chatterjee y Pakrashi, 1994), tanto las hojas, el fruto y la corteza (figura 9).
El aceite de Neem y el extracto de corteza y hojas (Thakur et al., 1981), se utilizan
como terapéuticos para padecimientos como la lepra, helmintiasis intestinal,
desordenes respiratorios, constipacion, asi como del mejoramiento de la salud en
general (Kirtikar y Basu, 1931). El aceite de Neem también presenta varios usos
en infecciones de la piel (Chopra et al.,1956). La corteza, las hojas, la raiz, las
flores y el fruto, al mezclarse curan la moérbida sanguinea, afecciones biliares,
prurito, ulceras en piel y ardor (Mitra, 1963). Entre otras propiedades conferidas al
arbol de Neem, se encuentra su capacidad como antiséptico, cicatrizante y contra
enfermedades de la piel (Kirtikar y Basu, 1931) (Biswas et al, 2002). También se
ha revelado que la parte soluble en agua del extracto alcohdlico de las hojas,
posee importantes propiedades antiinflamatorias, antiserotonina, anticonceptivas y
actividad hepatoprotectora (Biswas et al., 2002, actividad hipolipidémica en ratas
alimentadas con dieta aterogénica, antihiperglicemiante, asi como actividad
hipotensora (Chattopadhyay et al., 1986; Chattopadhyay et., al 1887a).
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4.11 Toxicidad del Neem (A. Indica; A. Juss 1830)

Entre los usos y aplicaciones de los extractos de Neem esta su empleo como
pesticida e insecticida, debido a las restricciones que existen por los quimicos
sintéticos que han sido identificados como altamente téxicos o peligrosos, y por su
alto espectro, ya que se sabe puede usarse como larvicida, acaricida y nematicida.
Se ha observado que los extractos etandlicos de las semillas de Neem, protegen
de pestes a los granos, durante el almacenamiento (Dunkel et al., 1995). El aceite
de las semillas y las fracciones volatiles, tienen efectos adversos en el ciclo
gonadotréfico y la ovoposicion de las hembras de Anopheles stephensi vy
Anopheles culicifacies, afectando la vitelogénesis (Dhar et al., 1996). También se
ha demostrado toxicidad oral de extracto metandlico de hojas de Neem en ratones
(Kanungo, 1996), se identificaron signos de enfermedad y malestar, espasmos
gastrointestinales, apatia, hipotermia y conwulsiones terminales, lo que llevo a la
muerte de estos.
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CAPITULO V
METODOLOGIA

Para la cuantificacion de fenoles y flavonoides se utilizaron hojas de Neem (A.
Indica) recolectadas de 10 arboles que estan ubicados en el Instituto Tecnologico
de Tuxtla Gutiérrez colectado en el periodo de floracién y fructificacion (Julio-
agosto 2014). Se utilizaron hojas frescas para el tratamiento acuoso y hojas secas
para tratamiento metandlico utilizando como solvente el metanol.

5.1 Obtencién del extracto metandlico

Se escogieron 10 arboles ubicados en ITTG tomando de cada arbol 500 g de
hojas, eliminando el polvo con un lavado con agua potable; dejandolo remojar en
agua una solucién al 1 % de hipoclorito de sodio para esterilizar por un periodo de
10 minutos y haciendo tres lavados para eliminar el excedente de hipoclorito. De
estas hojas solamente se tomé la cantidad de 50 g para ser colocadas en sobres
hechas de papel estraza para su secado y sin contacto de luz en un aproximado
de 15 dias, por consiguiente, las hojas fueron pulverizadas en una licuadora
convencional (Osterizer®, México) para obtener 20 g de muestra, asi mismo fue
colocada la muestra en un matraz volumétrico de 250 mL donde fueron
adicionados 450 mL de metanol. Mezclando por 15 min y se dejo reposar durante
24 h (Jianming et al., 1999). La mezcla se sonicé durante 2 h a temperatura
ambiente. La mezcla se filtré (Whatman No. 40), y posteriormente se centrifugé a
3000 rpm a 20 °C durante 10 min. El sobrenadante se colocd en un rotavapor
(Buchi R-205, Suiza) para remover el solvente y asi obtener el extracto, por ultimo,
se re-suspendi6 en 100 mL de metanol para su almacenamiento a una
temperatura de -20°C hasta su uso (Chang et al., 2002).

5.2 Obtencidn del extracto acuoso

Se escogieron 10 arboles ubicados N 16° 45’ 25.1"" y HO 93° 10’ 21.6” atras del
edificio z en las instalaciones del Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez
tomando de cada arbol 500 g de hojas, eliminando el polvo con un lavado con
agua potable; dejandolo remojar en agua que contiene 1 % de hipoclorito de sodio
para esterilizar por un periodo de 10 minutos y haciendo tres lavados para eliminar
el excedente del hipoclorito. Se pesaron 50 g de hoja fresca, se coloc6 en un vaso
de precipitado de 1000 mL y se le adicionaron 200 mL de agua destilada dejando
reposar por 24 h. Al transcurrir el lapso de tiempo se triturd en una licuadora
(Osterizer, México) durante 30 segundos y la solucion se filtr6 2 veces (Whatman
No. 1), colocando en un frasco color &mbar para protegerlo de la luz. (Quevedo et
al., 2010).
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5.3 Longitud de onda para los tratamientos acuosos y metanolicos

Se utilizo camara de flujo laminar conteniendo una lampara de luz ultravioleta
marca Phillips TUV30W G30T8, la cual los tratamientos acuosos y metanolicos se
expusieron a una longitud de onda de 200 a 290 nm a tiempos de 30, 60, 90 y 120
minutos.

5.4 Determinacion de fenoles

La determinacion se realizd de acuerdo el método Folin-Ciocalteu (Slinkard y
Singleton 1977). Se tomaron 30 pyL de muestra (metandlico y acuoso) y se le
adicionaron 2.1 mL de agua destilada y 250 yL del reactivo de Folin-Ciocalteu.
Posteriormente, se le adicionaron 450 yL de Na2COs al 10% y nuevamente se le
agregé 2.1 mL de agua destilada, dejando reposar por 2 h en oscuridad y a
temperatura ambiente. Midiendo la absorbancia en un espectrofotometro UV-
visible a longitud de onda a 765 nm (Figura 10). Los resultados se expresaron en
mg equivalente de acido galico por g de muestra.

5.5 Determinacion de flavonoides

La determinacion se realiz6 de acuerdo al método de Zhishen con ciertas
modificaciones (Zhishen et al., 1999). Se tomaron 500 yL de muestra (metandlico
y acuoso) y se le adicionaron 1.5 mL de etanol al 95 %,100 pL de AICIz al 10% y
se adicionaron 100 pL de Na2COs seguida de 2.8 mL de agua destilada. Se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente, midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro uv-visible a longitud de onda de 415 nm (Figura 11). Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de (+) Catequina por g de
muestra.
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la Figura 10 se muestra la curva de calibracién obtenida de acido galico mg
AG/mL., muestran que los extractos en hojas de Neem (Azaridachta Indica; A Juss
1830) contienen una cantidad significativa de fenoles.
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Figura 10. Curva de preparacion de acido galico

En la figura 11 se muestra la curva de calibracion obtenida de quercetina mg
AG/mL para flavonoides a partir de una observancia de 415 nm, por lo que el
extracto de hojas de Neem (Azaridachta Indica; A Juss 1830) contiene una
cantidad significativa de flavonoides.
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Figura 11. Preparacion de curva de calibracién con Quercetina
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A continuacién, se muestran los analisis estadisticos de las diferentes variables y
tratamientos, que se realizaron a los datos obtenidos durante el desarrollo de la
investigacion, utilizando el programa Statgraphics con un error de >0.05, letras
iguales no hay diferencia significativa.

En la figura 12 se muestran los resultados estadisticos del andlisis de ANOVA
simple indicando la concentracién de flavonoides (mg) en extractos acuosos (ac)
obtenidos de hojas verdes (v) de neem (Azadirachta indica), con exposicion a luz
UV (c) y no expuestas (s) a diferentes tiempos (min) de exposicion: cero (0),
treinta (t), sesenta (s), noventa (n), ciento veinte (s) y la concentracién del extracto
1:1.
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Figura 12. Andlisis ANOVA simple para la concentracion de flavonoides en el
extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de exposicion de
luz UV, sin luz UV y a una concentracion de 1:1.

Observamos en los resultados de la figura 12 que para la variable concentracion
de flavonoides el tratamiento del extracto acuoso de hojas verdes sin exposicion a
la luz UV a un tiempo de 0 minutos (eac-v-s-0-1), mostré diferencia significativa
con respecto a todos los otros tratamientos. A medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la luz UV disminuyé la concentracion de flavonoides.
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El valor de concentracién de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 2 a 24 % comparado con

los demas tratamientos.

En la figura 13 Se muestran
concentracion 1:2.
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Figura 13. Analisis ANOVA simple para la concentracién flavonoides en los

tratamientos de extracto acuoso de

hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de

exposicion de luz UV a una concentracion 1:2

Observamos en los resultados de la figura 13 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes sin exposicion a la luz UV a un tiempo de 30 minutos
(eac-v-s-t-2), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la luz UV disminuye la concentracién de flavonoides.

El valor de concentraciéon de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo 30 fue del 4 a 31 % comparado con

los demas tratamientos.
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En la figura 14 Se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:3.
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Figura 14. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV a una concentracion 1:3

Observamos en los resultados de la figura 14 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (eac-v-s-
0-3), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
También que a medida que aumenta el tiempo de exposicién a la luz UV
disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo O fue del 6 a 43 % comparado con
los demas tratamientos.
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En la figura 15 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:4.
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Figura 15. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV a una concentracion 1:4.

Observamos en los resultados de la figura 15 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes con exposicion a la luz UV a un tiempo de 60 minutos
(eac-v-c-s-4), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la luz UV disminuye la concentracién de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes con exposicion a luz UV al tiempo 60 fue del 20% a 46 % comparado
con los demas tratamientos.
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En la figura 16 se muestra los resultados de los extractos acuosos de hojas verdes
a concentracion 1:10.
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Figura 16. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 1:10.

Observamos en los resultados de la figura 16 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (eac-v-s-
0-5), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracién de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo O fue del 3 a 20 % comparado con
los demas tratamientos.
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En la figura 17 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas

verdes a concentracion 2:10.
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Figura 17. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 2:10.

Observamos en los resultados de la figura 17 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (eac-v-s-
0-6) mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos que a la exposicion a la luz UV disminuye la concentracién de
flavonoides.

El valor de concentracién de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 1 a 27 % comparado
con los demas tratamientos.
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En la figura 18 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 3:10.
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Figura 18. Analisis ANOVA simple para la concentracién flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 3:10.

Observamos en los resultados de figura 18 que el tratamiento del extracto acuoso
de hojas verdes sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (eac-v-s-0-7),
mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracién de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo 0O fue del 1 a 23 % comparado con
los demas tratamientos.
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En la figura 19 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 4:10.
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Figura 19. Analisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposiciéon de luz UV con la concentracion 4:10.

Observamos en los resultados de la figura 19 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes con exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (eac-v-
s-0-8), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la luz
UV disminuye la concentraciéon de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto acuoso de
hojas verdes sin exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 3 a 22 % comparado con
los demas tratamientos.
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En las figuras siguientes se muestran los analisis estadisticos de los datos
obtenidos de la produccién de flavonoides en extractos metanolicos radiados con
luz UV, a diferentes tiempos (cero (0), treinta (t), sesenta (s), noventa (n) y ciento
veinte (c) utilizando el programa estatgraphic, con la prueba de tukey con un 95%
de probabilidad, letras iguales no hay diferencia significativa.

En la figura 20 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:1.
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Figura 20. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 1:1.

Observamos en los resultados de la figura 20 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 (em-s-s-0-1),
mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de exposicién a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
hojas secas sin exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 7 a 39 % comparado con
los demas tratamientos.
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En la figura 21 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:2.
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Figura 21. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracién 1:2.

Observamos en los resultados de la figura 21 que el tratamiento del extracto
metandlico de hojas secas sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (em-s-
s-0-2), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo sin exposicién a la luz
V disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas sin exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 2 a 42 % comparado con los
demas tratamientos.
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Figura 22 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas secas
a concentracion 1:3.

0.5
0.45 - ab
0.4 - c ¢

0.35 - ef

0.3 -
0.25 -
0.2 -
0.15 -
0.1 -
0.05 -

DMS=0.02

Mg eq. de quercetina/mL de extracto

o 5 5 24
9 S 51 ) 5 Y
& &£ & S &£ & BN N

k4 '6
g 8 84

Tratamiento

Figura 22. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metanélico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 1:3.

Observamos en los resultados de la figura 22 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 (em-s-s-0-3) y
30 minutos (em-s-s-t-3), mostro diferencia significativa con respecto a todos los
otros tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de
exposicién a la luz UV disminuye la concentracién de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas sin exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 7 a 33 % méas comparado con los
demas tratamientos.
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En la figura 23 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:4.
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Figura 23. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposiciéon de luz UV con la concentracion 1:4.

Observamos en los resultados de la figura 23 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas sin exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (em-s-
s-0-4), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de exposicion a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas sin exposiciéon a luz UV al tiempo 0 fue del 5 a 30 % comparado con los
demas tratamientos.
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En la figura 24 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:10.
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Figura 24. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 1:10.

Observamos en los resultados de la figura 24 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas con exposicion a la luz UV a un tiempo 90 minutos (em-
s-c-n-5), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo de sin exposicién a la
luz UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas con exposicion a luz UV al tiempo O fue del 7 a 34 % comparado con los
demas tratamientos.
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En la figura 25 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 2:10.
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Figura 25. Andlisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hoja seca de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 2:10.

Observamos en los resultados de la figura 25 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas con exposicion a la luz UV a un tiempo 0 minutos (em-
s-c-0-6), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo sin exposicion a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
hojas secas con exposicién a luz UV al tiempo 0 fue del 2 a 20 % comparado con
los demas tratamientos.
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En la figura 26 se muestran los resultados de los extractos metanolicos de hojas
secas a concentracion 3:10.
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Figura 26. Analisis ANOVA simple para la concentracién flavonoides en los
tratamientos de extracto metandélico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 3:10.

Observamos en los resultados de la figura 26 que el tratamiento del extracto
metandlico de hojas secas con exposicion a la luz UV a un tiempo O minutos (em-
s-c-0-7), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo sin exposicion a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas con exposicion a luz UV al tiempo 0 fue del 2 a 22 % comparado con los
demas tratamientos.
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En la figura 27 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 4:10.
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Figura 27. Analisis ANOVA simple para la concentracion flavonoides en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 4:10.

Observamos en los resultados de la figura 27 que el tratamiento del extracto
metanolico de hojas secas con exposicion a la luz UV a un tiempo O minutos (em-
s-c-0-8), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo sin exposicién a la luz
UV disminuye la concentracion de flavonoides.

El valor de concentracion de flavonoides del tratamiento de extracto metandlico de
secas con exposicion a luz UV al tiempo O fue del 3 a 15 % comparado con los
demas tratamientos.

43



En las figuras siguientes se muestran los analisis estadisticos de los datos
obtenidos de la produccién de fenoles en extractos acuosos radiados con luz UV,
a diferentes tiempos (cero (0), treinta (t), sesenta (s), noventa (n) y ciento veinte
(c) utilizando el programa estatgraphic, con la prueba de tukey con un 95% de
probabilidad, letras iguales no hay diferencia significativa.

En la figura 28 se muestran los resultados de los exiractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:1.
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Figura 28. Analisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 1:1.

Observamos en los resultados de la figura 28 que el tratamiento del extracto
acuoso con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-v-c-c-1) y 120
minutos (eac-v-s-c-1) mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con
exposicion a la luz UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 60 fue del 1% al 1 % comparado con los demas
tratamientos.



En la figura 29 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:2.
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Figura 29. Analisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 1:2.

Observamos en los resultados de la figura 29 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-
v-Cc-Cc-2), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicion a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 4% al 54% comparado con los demas
tratamientos.
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En la figura 30 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:3.
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Figura 30. Analisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 1:3.

Observamos en los resultados de la figura 30 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verdes con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-
v-c-c-3) y 90 minutos (eac-v-c-n-3) mostrd diferencia significativa con respecto a
todos los otros tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el
tiempo sin exposicion a la luz UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 2.5% al 73% comparado con los demas
tratamientos.
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En la figura 31 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:4.
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Figura 31. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 1:4.

Observamos en los resultados de la figura 31 que el tratamiento del extracto
acuoso de hojas verde con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-v-
c-c-4), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicion a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 7% al 75% comparado con los demas
tratamientos.
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En la figura 32 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 1:10.
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Figura 32. Analisis ANOVA simple para la concentracién fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposiciéon de luz UV con la concentracién 1:10.

Observamos en los resultados de la figura 32 que el tratamiento del extracto
acuoso con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-v-c-c-5), mostro
diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos. Observamos
también que a medida que aumenta el tiempo con exposicion a la luz UV aumenta
la concentraciéon de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 3% al 32% comparado con los demas
tratamientos.
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En la figura 33 se muestran los resultados de los extractos acuosos en hojas

verdes a concentracion 2:10.
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Figura 33. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicién de luz UV con la concentracion 2:10.

Observamos en los resultados de la figura 33 que el tratamiento del extracto
acuoso de las hojas verde radiadas con luz ultravioleta durante un tiempo de 90
minutos (eac-v-c-c-6) y 120 minutos (eac-v-c-n-6), mostro diferencia significativa
con respecto a los otros extractos radiados a menor tiempo.

Observamos también que a medida que extracto recibe menos tiempo exposicion
a la luz UV disminuye la concentracién de fenoles, por lo que observamos que en
las muestras sin exposicion a la luz violeta presentaron las menores
concentraciones de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 8% al 26% comparado con los demas
tratamientos.

49



En la figura 34 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
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verdes a concentracion 3:10.
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Figura 34. Analisis ANOVA simple para la concentracién fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 3:10.
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Observamos en los resultados de la figura 34 que el tratamiento del extracto
acuoso con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-v-c-c-7) y 90
minutos (eac-v-c-n-7) mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con
exposicion a la luz UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 1% al 19% comparado con los demas
tratamientos.
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En la figura 35 se muestran los resultados de los extractos acuosos de hojas
verdes a concentracion 4:10.
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Figura 35. Analisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto acuoso de hojas verdes de neem, a diferentes tiempos de
exposicion de luz UV con la concentracion 4:10.

Observamos en los resultados de la figura 35 que el tratamiento del extracto
acuoso sin exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (eac-v-s-c-8) y 120
minutos (eac-v-c-c), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos.

Observamos también que a menor exposicion a la luz UV disminuye la
concentraciéon de fenoles.

El valor de concentraciéon de fenoles del tratamiento de extracto acuoso con
exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 1% al 14% comparado con los demas
tratamientos.
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En las figuras siguientes se muestran los analisis estadisticos de los datos
obtenidos de la produccién de fenoles en extractos metandlicos radiados con luz
UV, a diferentes tiempos (cero (0), treinta (t), sesenta (s), noventa (n) y ciento
veinte (c) utilizando el programa estatgraphic, con la prueba de tukey con un 95%
de probabilidad, letras iguales no hay diferencia significativa.

En la figura 36 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:1.
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Figura 36. Analisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicion de luz UV con la concentracion 1:1.

Observamos en los resultados de la figura 36 que el tratamiento del extracto
metanolico con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-s-c-c-1),
mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo son exposicién a la luz
UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 5% al 32% con los
demas tratamientos.
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En la figura 37 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas

secas a concentracion 1:2.
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Figura 37. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metanélico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 1:2.

Observamos en los resultados de la figura 37 que el tratamiento del extracto
metandlico en hoja seca con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-
s-c-c-2), 60 minutos (em-s-s-s-2), 60 minutos (em-s-c-s-2), 90 minutos (em-s-sn-2)
y 90 minutos em-s-s-n-2), mostré diferencia significativa con respecto a todos los
otros tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con
exposicion a la luz UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentracién de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 1% al 30% mas
produccion de fenoles.
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En la figura 38 se muestran los resultados de los extractos metanolicos de hojas a
concentraciéon 1:3.
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Figura 38. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicion de luz UV con la concentracion 1:3.

Observamos en los resultados de la figura 38 que el tratamiento del extracto
metandlico en hoja seca con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-
s-c-c-3), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicion a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 11% al 52% comparado
con los demas tratamientos.
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En la figura 39 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:4.
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En la figura 39. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicion de luz UV con la concentracién 1:4.

Observamos en los resultados de la figura 39 que el tratamiento del extracto
metandlicos en hoja seca sin exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-
s-s-c-4), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicién a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicién a luz UV al tiempo 120 fue del 7% al 64% comparado
con los demas tratamientos.
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En la figura 40 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 1:10.
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En la figura 40. Andlisis ANOVA simple para la concentracién fenoles en los
tratamientos de extracto metandlico de hojas secas de neem, a diferentes tiempos
de exposicién de luz UV con la concentracion 1:10.

Observamos en los resultados de la figura 40 que el tratamiento del extracto
metandlico en hoja seca sin exposicién a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-
s-c-c-5), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicién a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposiciéon a luz UV al tiempo 120 fue del 3% al 33% comparado
con los demas tratamientos.

56



En la figura 41 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 2:10.
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En la figura 41. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicién de luz UV con la concentracion 2:10.

Observamos en los resultados de la figura 41 que el tratamiento del extracto
metandlico en hoja seca sin exposicion a la luz UV a un tiempo 120 (em-s-s-c-6),
90 minutos (em-s-s-n-6), sesenta minutos (em-s-s-s-6), mostré diferencia
significativa con respecto a todos los otros tratamientos. Observamos también que
a medida que aumenta el tiempo sin exposicion a la luz UV aumenta la
concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 2% al 46% comparado
con los demas tratamientos.
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Figura 42. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicion de luz UV con la concentracion 3:10.

Observamos en los resultados de la figura 42 que el tratamiento del extracto
metandlico en hoja seca con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos (em-
s-c-c-7), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros tratamientos.
Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con exposicion a la luz
UV aumenta la concentracion de fenoles.

El valor de concentracion de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 4% al 28% comparado
con los demas tratamientos.
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En la figura 43 se muestran los resultados de los extractos metandlicos de hojas
secas a concentracion 4:10.
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Figura 43. Andlisis ANOVA simple para la concentracion fenoles en los
tratamientos de extracto metandlicos de hojas secas de neem, a diferentes
tiempos de exposicion de luz UV con la concentracion 4:10.

Observamos en los resultados de la figura 43 que el tratamiento del extracto
metandlico en hojas secas con exposicion a la luz UV a un tiempo 120 minutos
(em-s-c-c-8), mostro diferencia significativa con respecto a todos los otros
tratamientos. Observamos también que a medida que aumenta el tiempo con
exposicion a la luz UV aumenta la concentracién de fenoles.

El valor de concentraciéon de fenoles del tratamiento de extracto metandlico en
hojas secas con exposicion a luz UV al tiempo 120 fue del 3% al 36 % comparado
con los demas tratamientos.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Por lo anteriormente expuesto, los resultados obtenidos en esta investigacion
pueden ser explicados, que los extractos metandlicos de hojas secas encontramos
una mayor cantidad de compuestos fendlicos que los extractos acuosos de hojas
frescas del mismo arbol neem. En las figuras 28 y la figura 43, se observd que a
medida que los extractos son expuestos por mayor tiempo a luz ultravioleta
aumentan la cantidad de fenoles.

Singh et al.,, 2010, Costa ycols., 2010 Investigaciones realizadas con la hoja de
repollo expuestas a luz ultravioleta obtuvieron un aumento de fenoles. Es posible
que esto se deba a la formacién de compuestos derivados de fenoles como son
los fenilpropanoides, que las plantas sintetizan en respuestas a la exposicion de
luz ultravioleta, debido a mecanismo de proteccion de tejidos a la radiacién
excesiva.

CALDWELL et al., 1983, encontraron en sus estudios, uno de los mecanismos de
adaptaciéon a radiacién UV-B mas documentado; es el aumento de la produccion
de metabolitos secundarios tales como fenoles y flavonoides, los que se acumulan
en las células de la epidermis de diversas especies vegetales, y por ser
compuestos que absorben radiacién entre los 280-360 nm, reducen el efecto
deletéreo de la luz UV-B sobre los distintos componentes celulares. Hofmann et
al., 2000, la acumulacion de flavonoides, frecuentemente observada en respuesta
a radiacion ultravioleta-B, también ha sido relacionada con su potencial accion
antioxidante frente a radicales libres.

LI, et al, 1993, encontraron que la radiacion ultravioleta estd intimamente
relacionada con la eficiencia que presentan las enzimas que participan en la
biosintesis de los fenilpropanoides y entre ellos los flavonoides tales como la
fenilamonio liasa (PAL), chalcona sintetasa (CHS) y chalcona isomerasa (CHI).

Ryan et al. 2002, en trabajos realizados en hojas de petunia se demuestra que la
luz ultravioleta-B induce la sintesis de flavonoles debido a la sobre-regulacion de
distintos genes que participan en la sintesis de los fenilpropanoides.

Costa et al., 2006, por otro lado, en floretes de brécoli y hojas de frijol, se observo
un incremento en el contenido de flavonoides totales después del tratamiento
ultravioleta.
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(Landry et al.,, 1995) (Ryan, K.G.; et, al 2001) en su estudio que al comparar la
producciéon de flavonoides entre la variedad salvaje de petunia y el mutante F3'H
deficiente en la enzima flavonoide 3'-hidroxilasa se observé bajo alta radiacion UV-
B un aumento de flavonoides en la linea tipo salvaje (con predominancia de
dihidroxiquercetina) respecto del mutante F3 'H en donde el contenido de
flavonoides disminuyd significativamente (con predominancia del kaempferol). La
enzima flavonoide 3'-hidroxilasa es la encargada de convertir al flavonol
monohidroxilado denominado dihidrokaempferol a un tipo de flavonol dihidroxilado
conocido como dihidroquercetina. Con este estudio se establece que los
flavonoides inducidos por radiacion ultravioleta-B presentan altos niveles de
hidroxilaciéon y que la enzima flavonoide 3'-hidroxilasa sobrerregula todos los
genes que participan en la biosintesis de los flavonoides, como lo documentan
otras investigaciones.

Rozema, J. et al., 2002 trabajos realizados en hojas de Arabidopsis L. tipo salvaje,
mostraron que al exponer estas plantas a bajos niveles de radiacién ultravioleta-B,
el contenido de kaempferol es superior al de quercetina. Sin embargo, bajo
condiciones de alta radiacion UV-B el contenido de flavonoides se duplica con un
mayor aumento de quercetina respecto de kaempferol. Estos resultados reafirman
que los flavonoides protegen a las plantas de Arabidopsis del dafio por radiacion
ultravioleta-B e indican que la enzima flavonoide 3'-hidroxilasa (F3 'H) juega un rol
crucial en esta respuesta a la luz UV-B. Los autores también concluyen que la
quercetina es un fotoprotector mas eficiente que el kaempferol y de mayor
capacidad antioxidante.

Sin embargo, en este presente trabajo en las figuras representadas del nimero 12
al 27 indican que conforme aumenta el tiempo a la exposicién de la luz ultravioleta
los flavonoides tienden a disminuir.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Podemos concluir que los extractos acuosos de hojas frescas y extractos
metandlicos de hojas secas hechos a base de las hojas de neem (Azaridachata
Indica) que fueron expuestas a la radiacion ultra violeta en diferentes intervalos de
tiempos, presentan un aumento en las concentraciones de los fenoles conforme
mayor es el tiempo de exposicion.

En el presente estudio encontramos que la concentracion de los flavonoides
disminuye cuando los extractos de hoja frescas y secas de neem (Azaridachta
Indica) son expuestas a radiaciones ultra violeta conforme aumenta el tiempo.
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