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Resumen
El presente estudio evalUa diferentes niveles de radiaciéon gamma (1, 5, 10, 20 y 25

kGy) sobre caracteristicas organolépticas fisicas y quimicas y algunos parametros de
calidad del aceite esencial de frutos de Azaridachta indica A. Juss, extraido empleando
la técnica de prensado al frio. Se aplico un disefio completamente aleatorizado con seis
repeticiones, y se comprobd la distribucion y normalidad de los datos. Los niveles de
irradianza evaluados estimularon variaciones en funcién de las dosis aplicadas, sin
embargo, no modificaron significativamente (p > 0,05) ninguna de las variables
contempladas en el estudio y las caracteristicas organolépticas se mantuvieron
invariables con respecto al control. Se comprueba la formacién de otros compuestos
utilizando cromatografia HPLC. Se concluye que los niveles de radiaciones establecidas
no modifican significativamente las propiedades fisicas y quimicas del aceite esencial
de A. indica y tampoco se forman moléculas mas complejas que puedan alterar las
propiedades del mencionado aceite.

Palabras clave: elementos radioliticos, aceite esencial, neem, Azaridachta indica.

Abstract
The study evaluate different levels of gamma radiation (1, 5, 10, 20 and 25 kGy) on

organoleptic characteristics and some quality parameters of the essential oil of fruits of
Azaridachta indica A. Juss extracted using the technique cold pressing. Organoleptic,
physical and chemical variables for the evaluation of the quality of the irradiated oil
were considered. A completely randomized design with six replicates is applied. The
distribution and normality of data were taken into account. The irradiance levels
evaluated stimulated variations according to the doses applied. However, none of the
variables contemplated in the study were modified significantly (p > 0,05) and the
organoleptic characteristics remained unchanged with respect to the control. Nor did it
stimulate the formation of more complex compounds according to the chromatogram
developed on HPLC.
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Introduccion

El arbol del neem es una planta de amplio espectro farmacoldgico [1], declarada en
2012 “Arbol del siglo”, por las potencialidades que presenta y que han sido
aprovechadas en las ramas de la medicina veterinaria y agricultura [2]. Los principales
compuestos que han sido aislados son: limonoides, triterpenos y tetranortriterpenoide
[3]. Un ejemplo de ellos es la azadirachtina, que interfiere en la metamorfosis de las
larvas de los insectos interrumpiendo su desarrollo [4]. Debashri y Tamal, refirieron que
el aceite es utilizado en la preparacion de cremas y geles corporales, como fungicida,
repelente de insectos y hasta como espermicida [4].

Los aceites esenciales son mezclas complejas constituidas por hidrocarburos de la serie
polimetilénica, del grupo mono y sesquiterpenos, junto a otros compuestos oxigenados,
tales como alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres y éxidos. Estos productos son
utilizados frecuentemente como digestivos, expectorantes, diuréticos y antinflamatorios.
También tienen importantes aplicaciones en la industria de la perfumeria y en la
preparacion de determinados tipos de alimentos y bebidas [5]. Poseen un uso destacado
en la industria farmacéutica y constituye hoy en dia una necesidad para lograr
medicamentos alternativos, mas efectivos y menos costosos, que pueden sustituir
algunos de los farmacos sintéticos utilizados actualmente en esta industria, cuando sus

potencialidades quimicas se incrementan.

Una forma de incrementar el potencial quimico de los productos naturales, es el uso de
las radiaciones (a, B, oo y Rx). Estas posibilitan modificaciones moleculares en las que
se forman compuestos mas complejos y de mayor peso molecular, segun Noriega et al.
[6], que les atribuyen nuevas propiedades quimicas y bioldgicas a los aceites y pueden

ser usadas para incrementar la efectividad del proceso en el que se les destine [7].

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de diferentes niveles de
radiacion en las caracteristicas organolépticas, fisicas y quimicas del aceite esencial del

fruto del Azaridachta indica.
Materiales y métodos
Seleccion y procesamiento del material vegetal:

El material vegetal utilizado fue el neem (Azaridachta indica A. Juss), cultivado en los

organopdnicos de la Ciudad de Bayamo, provincia de Granma. Las muestras tomadas se
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identificaron taxonomica en el Laboratorio de Botanica perteneciente al Departamento
de Ciencias Biologicas, Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Granma,

segn la NRC 311 [9], donde se confirmé el género y la especie en cuestion.

Se seleccionaron los frutos (figura 1) y su colecta se realiz6 en horas de la mafiana (8:00
- 9:00 am), en el mes de agosto, con una temperatura ambiente de 31 °C y una humedad
relativa de 85 %, controladas con un psicrometro de Hoffman, de procedencia alemana.
Los frutos se acopiaron durante 30 dias, y fueron sometidos a un secado de forma
natural en el &rea de almacenamiento del Centro de Estudios de Quimica Aplicada,
CEQA, de la Universidad de Granma, UDG.

Fig. 1. Fotografia del material vegetal empleado
Extraccidn del aceite esencial (AE) de los frutos de Azaridachta indica:

La extraccion del aceite esencial se realizo utilizando la técnica “prensado al frio” [10],
p
y el producto extraido se almacend en frascos de color &mbar clase |11, tapa de 18 de

polietileno HD, a temperatura ambiente.
Procedimiento para realizar la Irradiacion gamma del AE:

Las muestras se sometieron al proceso con la ayuda de un irradiador auto-, modelo
“ISOGAMMA LL-Co”, de fabricacion hangara (figura 2), con fuentes de Cobalto—60
(Co%), ubicado en el Centro de Aplicaciones Tecnologias y Desarrollo Nuclear
(CEADEN) de La Habana, Cuba [11].

Fig. 2. Irradiador autoblindado, modelo “ISOGAMMA LLCo”
Nota: foto tomada con autorizacion del Departamento de Radiobiologia de CEADEN
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El AE se colocd en ampulas de vidrio de 20 y 12 mL de capacidad respectivamente,
selladas con parafina. Posteriormente fueron irradiadas a: 1, 5, 10, 20 y 25 kG
durante 4 h. La energia de los cuantos de radiacion gamma fue de 1,25 MeV vy la tasa de
dosis absorbida en el momento de la irradiacion fue de 6,476 kGy.h'. El tiempo de
exposicion a las radiaciones se calculd utilizando el programa “CaliPMMA” y el
proceso de irradiacion fue controlado empleando el sistema dosimétrico

cérico-ceroso [12].

Las muestras irradiadas, de acuerdo con la dosis recibida, fueron identificadas como: B
(1 kGy), C (5 kGy), D (10 kGy), E (20 kGy) y F (25 kGy), y fueron contempladas como

tratamientos. Como control se utilizé una muestra de AE sin irradiar, denominada A.
Analisis sensorial, fisico y quimico del aceite esencial del Azaridachta indica
Olor y sabor:

Se mezclaron 3 gotas del AE con 5 mL de alcohol al 90 % v/v, agitandolo con 10 g de

sacarosa en polvo.
Indice de refraccion:

Se procedid, segun lo establecido en la USP35 [13] y la Norma Cubana NC 90 [14],
utilizando un refractometro “ABBE WYA-2S” de fabricacion China que se calibrd a
22 °C, con precisiéon de + 0,1 ° Brix.

Densidad relativa:

Se determind segun lo establecido por la USP35, 2012 [15], mediante un
micropicnémetro “BRAND WERTHEIM” de 0,382 mL, de precision 0,1 ppmil de
fabricacion alemana. Para realizar las mediciones se mantuvo la temperatura en 20 'C,

haciendo uso de un bafio de hielo.
pH:

Este parametro se determiné por el método potenciométrico, segun las recomendaciones
de la NC 90 [15]. Se empled un pH-metro CRISON, modelo “GLP”, con electrodos
Crison, modelo “ACT Probet pt 1000”, precision + 0,01, de procedencia espariola.

Esteres:

Se efectud segun las recomendaciones de la USP 35, 2012 [13]. Se calenté 1,0 mL del

aceite esencial durante 2 min en un bafio de agua (Precisterm, Alemania), con 3,0 mL de
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solucion alcohdlica de KOH 0,5 mol/L™ (Merck, Alemania). Luego se afiaden 3,0 mL
de cloroformo y se agita y se deja en reposo. La presencia de ésteres debe dar lugar a la

formacion de precipitados.
Solubilidad en alcohol:

Se tom6 1,0 mL del AE en una probeta “POBEL” clase A con escala de division de
0,1 mL, tapa esmerilada y una capacidad de 25 mL, calibrada a temperatura
de 20 £ 0,2 °C. Se afnadieron 20 mL de alcohol 96 % (Merck, Alemania) a intervalos de
0,1 mL con la ayuda de una bureta, luego se agité continua y enérgicamente hasta la

desaparicion de opalescencias [14].
Determinacion cuantitativa:

Se realiz6 por el método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC),
empleando un cromatografo de la firma “KONIK —TECH” de procedencia espafola,
con bomba gradiente de 3 canales (560 Gradient Pump), detector de arreglo de
fotodiodo (DAD 560) con Fast Scan de 16 longitudes de ondas (190 a 900 nm) y horno
para cuatro columnas (Jet Streem), con regulacion de 0 a 80 °C+ 1 °C. Los
cromatogramas obtenidos se procesaron con el Software “Konikrom Plus”, version

2.6.3.313., editado sobre plataforma “Clarity” 2005 de procedencia espafiola.

El procedimiento cromatografico se llevé a cabo usando una columna de acero
inoxidable (250 L x 4,6 ID mm), empacada con relleno octilsilicagel (C8) para
cromatografia y proceso de end capped, con particulas irregulares de 10 um de diametro
promedio (ProntoSil C8), de la firma KNUER de procedencia alemana.

La fase movil estuvo compuesta por una mezcla de 70 volimenes de acetronitrilo (AcN)
y 30 de agua con caudal a 1,5 mL.min y deteccion a una longitud de onda de 230 nm
(A = 230 nm). Como material de referencia quimica (MRQ) se utilizé un estandar
interno de trabajo de procedencia nacional, caracterizado en el Laboratorio de Liquidos
Orales de Bayamo, con codigo MR-15036.

Disefio experimental:

Se tomaro6n cinco muestras y se expusieron a diferentes niveles de radiacion Gamma
(1 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 20 kGy y 25 kGy) como fuentes de variacion y como variable

de respuesta las concentraciones del marcador biolégico (azaradictina). Como control
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se utiliz6 una muestra de aceite sin irradiar, distribuidos en un disefio completamente

aleatorizado, mediante el siguiente modelo matematico:
Yi=pitERjre (1)

donde:

Yij= variable respuesta

p= constante comun para todas las observaciones

ERj= Efecto del i-ésimo nivel exposicion a radiacion Gamma

Eij= Error aleatorio ~ N (0, 6%).

Procesamiento estadistico

La distribucion normal de los datos se determind seguln los criterios de Shapiro-Wilks y
la homocedasticidad a traveés de la prueba de Levene. Se aplicd como criterio de
aceptacion, desviaciones relativas que fueran < 1,5 % para resultados obtenidos por
métodos cromatograficos, establecido como aceptable en la Resolucion 40/2014 del
Centro Estatal para el Control de Medicamentos y Dispositivos Médicos (CECMED)
[15, 16]. Se aplico anélisis de varianza a algunas variables relacionadas con la calidad
del aceite (indice de refraccion, densidad relativa y pH) y a la determinacion de la
concentracion de ingrediente farmaceutico activo. Las medias se compararon mediante
la minima significativa de Fisher. Se utiliz6 el paquete STAGRAPHICS Centurion
XV.11 version 15.02.6 (2014) [17].

Resultados y discusion

El aceite extraido se evalud organolépticamente y se observd que mantiene un color
marrén mas 0 menos oscuro, Yy su sabor es amargo, con un olor fuerte que asemeja el del
cacahuete y el ajo pardo, descripcion que coincide con la realizada por
el CECMED [16].

La solubilidad en 20 mL de etanol (figura 3) mostré opalescencia y coincidié con el
sefialamiento de Finar en el 1985 [18]. Sin embargo, no coinciden con los reportes de
Martinez et al. en el 2016 [19], quienes evaluaron el aceite del neem de diferentes
localidades de Venezuela y obtuvieron, utilizando métodos espectrofotométricos, picos
de absorcidn a los 470 nm que se corresponden con el color amarillo, segun lo reportado
para el método colorimétrico de LOVIBOND (COVENIN, 0325) [20].
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Esto puede estar dado por la presencia de pigmentos en el aceite esencial debido al

método de extraccion utilizado por Martinez et al. [19].

Los promedios obtenidos (figura 3) estuvieron cercanos a 1,457 0, expuesto por Finar
[18] como el valor promedio més repetido en los andlisis de esta variable en AE y
oscilaron en el rango de 1,473 2 — 1,473 6 referidos por Gé [21] como aceptables para

aceites esenciales, las medias no alcanzaron la significacion.

Martinez et al. [19] definié diferentes rangos para varios tipos de aceites de diferentes
origenes que oscilaron entre 1,440 — 1,477 0, estos autores sefialaron indice de
refraccion superior de forma ascendente se relaciona con las caracteristicas de los
constituyentes y la forma en que se extraen los AE, actividad que determina su grado

de pureza.
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Fig. 3. Efecto de la radiacion gamma sobre el indice de refraccion del AE del Azaridactha indica

El comportamiento que se ilustra en la figura 3, coincide con el precisado por Gé [21] en
el AE de E. pellita F. Muell, empleando la radiacion gamma. Segun Martinez et al. [19]
las oscilaciones en los indices de refraccion se condicionan por cambios estructurales en
los componentes del AE por el efecto de la irradiacion gamma. Sin embargo, en la
presente investigacion no se muestran cambios significativos en el componente activo
principal (azaridactina). Noriega et al. [6] en aceite esencial, provenientes de hojas de
Piper pubinervulum y Martinez et al. [20] en algunos aceites vegetales comerciales,
obtuvieron valores superiores a los referidos en este estudio, influidos seguramente por
las diferencias climaticas regionales y las técnicas de extraccion utilizadas. Campo et al.

[22], evaluaron el efecto que guarda la radiacion con el nivel de pureza del aceite y su
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calidad. Martinez et al. [19] refiri6 que esta variable se altera cuando existen indicios de
oxidacion del aceite, adjudicado en este caso al efecto de la radiacion.

Por otra parte, el efecto de la radiacion en la densidad relativa (figura 4), aunque el
comportamiento en funcion de los niveles de radiacion fue variable, tampoco las medias

de este parametro fueron significativas.

El nivel de radiacion que mas incrementd la densidad relativa fue el de 20 kGy, lo que
no coincide con lo expuesto por Ramirez et al. [23]. Estos autores refirieron que los
cambios que observaron con bajas dosis de irradiacion, fueron los que dieron lugar a la
aparicion del efecto estimulante, sin embargo, guarda relacién con el efecto no
significativo del indice de refraccion. En este sentido Garcia [24] refirio que la variable
en andlisis, esta definida por alteraciones o variaciones en la concentracion del liquido,
lo que significa que la radiacion no estimulé la formacion de moléculas mas complejas

en el aceite esencial que incidiera en su densidad.
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Fig. 4. Efecto de la radiacion gamma sobre la densidad relativa del AE

Sin embargo, Gé [21] relaciona el incremento de la densidad relativa con la formacion
de nuevos compuestos sesquiterpénicos en el aceite escencial de E. pellita, cuando
observo el mayor pico en la dosis de 25 kGy, efecto que no coincidi6 con lo obtenido en
el presente ensayo. Este autor asocio la formacion de moléculas mas complejas, a la
riqueza en terpenos que posee este aceite esencial, efecto que pudo propiciar la sintesis
de moléculas mas complejas, criterio que en este trabajo no se puede asegurar, ya que

no se desarrollaron estudios que justifiquen la presencia de este tipo de compuestos.

“¥FA Rev. Cubana Quim., vol. 30, no. 3 sept-dic, 2018. e-ISSN 2224-5421



Yosvanis Labrada-Hechavarria, Juan Manuel Cordovi-Veldzquez, José Leonardo Ledea-
Rodriguez, Manuel Rapado-Paneque, Ursula Margarita Rosabal-Cordovi

Los promedios que se obtuvieron superaron los sefialados por Finar [19], Gé [21] en AE
de Eucalipto pellita F. Muell. Estos autores obtuvieron valores inferiores y
comportamiento diferente en funcion de las dosis utilizadas. Las diferencias pueden
estar dadas por los origenes de los aceites (E. pellita Vs A. indica) y como resultado de

ello de sus constituyentes.

En otro orden, el pH se mantuvo en un rango entre 4,12 - 4,14 para las muestras
irradiadas y 4,24 para el control, sin ser significativa la diferencia obtenida. Los
resultados pueden observarse en la figura 5.

4,24

Control 1 kGy 5 kGy 10 kGy 20 kGy 25kGy

1 2 3 4 5 6

Tratamientos

Fig. 5. Efecto de la radiacion gamma sobre el pH del AE

Segun Calcines [25], esta variabilidad y disminucién del pH se debe al incremento de la
acidez por la protonacién intramolecular de algunos productos activos presentes en su
composicion quimica, estimulado por el efecto de la luz irradiante. Esto demuestra que
la radiacion gamma tiene un efecto significativo en las propiedades acidas del AE de A.

indica.

Cuando se determind la presencia de ésteres, se evidencio la precipitaciéon de acuerdo a
lo descrito por la United States Pharmacopeia (USP, 2012) [26]. Segun Wade [27], la
hidrolisis, ya sea acida o basica, ocurre por ruptura del enlace de tipo éster (R-COOR),
dando lugar a la formacion de acidos y alcoholes correspondientes o sales en el caso de
hidrolisis basica.

Los alcoholes pueden reaccionar con el exceso de hidréxido de potasio, dando lugar a la

formacion alcoholatos de potasio que son alcohdxidos metalicos. Tanto las sales como
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los alcohdxidos de metales alcalinos, son solubles en agua por su marcado caracter de
solubilidad y disociacion ionica fuerte, pero practicamente insoluble en solventes
apolares [27].

En otro orden, las concentraciones del ingrediente farmacéutico activo que se obtuvo
para cada muestra del AE irradiado, no mostraron diferencias significativas (tabla 1), lo
que sugiere que las dosis evaluadas no estimularon el incremento de la variable en
cuestion.

TABLA 1. CONCENTRACION DE INGREDIENTE FARMACEUTICO ACTIVO (IFA)
DE AE EN DIFERENTES DOSIS DE IRRADIACION

Tratamientos | pg.mL? +DE CV (%) EE
(kGy)

Control 1.022 0.002 0.23 0.014
1 1.021 0.002 0.24

5 1.024 0.002 0.25

10 1.024 0.004 0.41

20 1.023 0.003 0.31

25 1.024 0.001 0.17

pg.mL*: Microgramos por mililitros; DE: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion; EE:
Error estandar

Efecto que contradice el sefialamiento de Ramirez [23] y Gé [21], quienes aseveran que
en la medida que se incrementa la dosis de radiacion, mas probabilidades existen en la

formacion de compuestos sesquiterpénicos por la estimulacién molecular.

Con el resultado del cromatograma (figura 6), se demostré que la composicion quimica

del AE al ser irradiado no varia las areas de los picos principales.
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Fig. 6. Cromatografia por HPLC del aceite esencial patrén
y los irradiados del Azaridactha indica
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Conclusiones

Se comprobd que el parametro de mayor afectacion por el efecto de la radiacion fue

el indice de acidez o pH, el resto de los parametros no variaron significativamente. Se

recomienda no utilizar radiaciones Gamma inferiores a 25 kGy si se persigue

incrementar la calidad del aceite.
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