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RESUMEN

TITULO: Produccién de extractos de Azadirachta indica (nim) y evaluaciéon de su actividad
insecticida para el control de Sitophilus oryzae

AUTOR: Julian Mauricio Guerrero Rodriguez”

PALABRAS CLAVE: Azadirachta indica (nim), Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz), bioinsecticida,
extractos y azadiractina (AZA).

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto téxico de los extractos provenientes de las hojas
de Azadirachta indica (nim), como sustituto de los insecticidas convencionales aplicados en
Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz) y como alternativa para mitigar los efectos nocivos de los
insecticidas sintéticos. Se realizaron extracciones sélido-liquido con agua, etanol, acetato de etilo y
hexano por maceracion por 24 horas a temperatura ambiente y extracciéon Soxhlet por 5 horas. Los
extractos fueron llevados a sequedad por rotaevaporacion y rediluidos a una concentracién de 3%
p/v. Para medir la toxicidad en los individuos se emplearon los métodos de impregnacién de
sustrato y de superficies no porosas. Como controles positivos se utilizaron Deltametrina y Malation
a 10 ppm. Para caracterizar los extractos y determinar la presencia de AZA, compuesto al que se le
atribuye la actividad insecticida, se empled cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). De la
misma manera, se utilizd espectrofotometria UV-Vis para determinar la presencia de otros
compuestos activos. Después de 144 horas de exposicion, el mayor efecto téxico correspondié al
extracto etandlico por maceracién con 83%+8 de mortalidad por contacto con superficie ho porosa,
el cual mostrd diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles negativos,
confirmando su actividad insecticida en gorgojos del arroz adultos. Ilgualmente, de este extracto se
obtuvieron 1,28%+0,01 p/v de AZA, la mayor cantidad de este compuesto respecto a los demas
extractos. Los resultados muestran que los extractos de hoja de nim, tienen efecto insecticida y
podrian ser un reemplazo a los insecticidas convencionales para el control del gorgojo del arroz.

" Trabajo de grado
Facultad De Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ingenieria Quimica. Director Debora Alcida Nabarlatz
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ABSTRACT

TITLE: Production of extracts from Azadirachta indica (neem) and evaluation of insecticidal activity
to control Sitophilus oryzae

AUTHOR: Julian Mauricio Guerrero Rodriguez”

KEYWORDS: Azadirachta indica (neem), Sitophilus oryzae (rice weevil), biopesticide, extracts and
azadirachtin (AZA).

This work aimed to evaluate the toxic effect of the extracts from the leaves of Azadirachta indica
(neem), as a substitute for conventional insecticides applied in Sitophilus oryzae (rice weevil) and
as an alternative to mitigate the harmful effects of synthetic insecticides. Solid-liquid extraction with
water, ethanol, ethyl acetate and hexane by soaking for 24 hours at room temperature and Soxhlet
extraction for 5 hours. The extracts were diluted at a concentration of 3% w / v by rotary
evaporation. The methods of impregnation substrate and contact of nonporous surfaces were used
to measure the toxicity. As positive controls were used Malathion and Deltamethrin at 10 ppm. High
performance liquid chromatography (HPLC) was used to characterize the extracts and AZA, the
compound attached to the insecticidal activity. We used UV-Vis spectrophotometry to determine the
presence of other active compounds. After 144 hours of exposure, the greater toxic effect
corresponded to ethanol extract by maceration with 83% mortality £ 8 in contact with non-porous
surface, which showed statistically significant differences compared to negative controls, confirming
their insecticidal activity Weevils adult rice. Similarly, this extract were obtained 0.01 + 1.28% wi/v
AZA, the more of this compound to the other extracts. The results show that leaf extracts of neem
have insecticidal and could be a replacement to conventional insecticides to control rice weevil

" Work degree
Faculty of Engineering Physicochemical. School of Chemical Engineering. Director Debora Alcida Nabarlatz
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INTRODUCCION

Segun datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO por sus siglas en inglés) se estima que las pérdidas de granos
almacenados pueden ser hasta del 30%, siendo la principal causa la accion de
plagas de insectos [1]. Entre las plagas del grano se destaca el gorgojo del arroz
(Sitophilus oryzae) por su voracidad. Su importancia econémica y social radica en
las pérdidas que produce en cereales como el maiz, el trigo, el sorgo, la cebada y

el arroz [2].

En la actualidad, el principal método para el control de plagas de grano
almacenado, es el uso de insecticidas sintéticos. Sin embargo la utilizacion
excesiva de estas sustancias produce efectos nocivos en la salud humana [3].
Ademas el empleo de los plaguicidas en la industria agricola provoca serias
consecuencias ambientales y en la calidad del agua [4]. Por esta razén, los
recientes desarrollos en este campo de estudio se han encaminado en la
bdsqueda de alternativas amigables con el ambiente como lo son los compuestos

producidos por la Azadirachta indica (nim), como la azadiractina.

Zumotec S.A, empresa Santandereana, que actualmente utiliza los extractos de
nim como principio insecticida, elaborandolos de manera artesanal, por lo que
estdn en la busqueda de la tecnificacion del proceso para lograr un mayor
rendimiento del mismo y asegurar su calidad. Por lo anterior este trabajo busca
evaluar dos meétodos de extraccion (maceracion y Soxhlet) utilizando cuatro
solventes diferentes (agua, etanol, acetato de etilo y hexano) para conseguir
maximizar el rendimiento de extracto a partir de la hoja del nim. Asimismo, se

evalu6 la actividad biol6gica de los extractos obtenidos mediante dos pruebas
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biologicas (Impregnacion de superficie y sustrato) para el control de Sitophilus

oryzae.
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1. OBJETIVOS

1.1. GENERAL

Evaluar diferentes técnicas y solventes que permitan obtener extractos a partir de
la hoja de azadirachta indica (nim) para ser utilizados como bioinsecticidas en el

control del Sitophilus Oryzae (Gorgojo de arroz).

1.2. ESPECIFICOS:

e Evaluar diferentes solventes (agua, etanol, acetato de etilo y hexano), asi como
técnicas de extraccion (maceracion y Soxhlet), para la produccién de extractos
con potencial insecticida.

e Caracterizar los extractos obtenidos con el fin de determinar contenido en AZA
por HPLC y la presencia de otros compuestos por espectrofotometria UV-Vis.

e Evaluar la mortalidad en individuos de Sitophilus Oryzae (Gorgojo de arroz) por
aplicacion de los extractos obtenidos en pruebas de laboratorio de
impregnacion de superficie y de sustrato.

17



2. ESTADO DEL ARTE

Varios autores han obtenido extractos de nim a partir de diferentes partes de la
planta, entre ellos las hojas, la corteza, el tallo y la raiz [5-7]. Generalmente los
extractos de nim se obtienen de las semillas, sin embargo estas son escasas,
pues el arbol las produce solo después de 5 afios de haber sido plantado, con
cosecha cada seis meses [8]. Estudios han demostrado que las hojas contienen
algunos de los compuestos activos que estan presentes en las semillas, el follaje
es permanente todo el afio (excepto a bajas temperaturas), por lo que hay mayor

disponibilidad de material vegetal [6].

A escala industrial, los procesos de extraccion utilizan solventes como alcohol,
éter e hidrocarburos [9]. La naturaleza del solvente en una extraccion es muy
importante segun su proposito: pueden usarse solventes de polaridad media como
el etanol o el acetato de etilo y obtener un extracto con una mayor variedad de
compuestos polares y no polares; otra opcion es obtener un extracto mas
selectivo, con solventes de polaridad extremas como el agua o el hexano (con el

cual se extraen grasas, lipidos y compuestos apolares) [10].

Se han utilizado diversos métodos de extracciéon con la finalidad de obtener los
mejores rendimientos de los extractos. La mas comdn es por maceracion, pero
también han sido probadas extracciones por percolacion, ultrasénica, decoccion o
asistidas por microondas [7, 11]. Asimismo, la extraccién Soxhlet se ha usado para
encontrar fracciones oleosas dentro de los extractos [12,13]: Igbal et al.,
obtuvieron extractos etandlicos de semilla, mostrando entre el 60-80% de
repelencia en gorgojos de la harina (Tribolium castaneum), desde la primera hasta
la octava semana de tratamiento [14]. De forma similar, Hossain et al., obtuvieron

un rendimiento de 7,5% de extracto metandlico por Soxhlet de hoja de nim
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después de 72 horas de extraccidn [15], mostrando que tiempos muy prolongados

de extraccion aumentan muy poco los rendimientos de los extractos obtenidos.

Segun la aplicacion del plaguicida, se pueden adaptar diferentes pruebas
biolégicas para su evaluacion. La prueba por contacto de superficie es un método
muy utilizado por varios autores: Encina Romero et al., reportaron mortalidades del
95% en acaros, con extractos acuosos puros de hoja de nim, a una concentracion
de 1 g hoja/mL agua [16]. Otro tipo de prueba ha sido la impregnaciéon de sustrato
o de los granos atacados por las plagas: Athanassiou et al., realizaron pruebas
impregnando granos de avena y centeno con NeemAzal, un plaguicida a base de
nim, el cual logré una mortalidad del 100% en el gorgojo del arroz después de 7
dias de exposicion a una concentracion de 200 ppm de AZA, reportando el
incremento de la mortalidad con un aumento de la dosis y el tiempo de exposicion

a los tratamientos [17].

Se han realizado diversos estudios que incluyen la caracterizacion mediante
espectrofotometria y HPLC de los diferentes extractos de Azadirachta indica [18,
19]. Esparza-Diaz et al., alcanzaron un rendimiento del 24% respecto al sélido
seco y 565 ppm de AZA en el extracto hexanoico por soxhlet, mientras que a partir
de un extracto acuoso obtuvieron un rendimiento del 83% respecto al soélido seco y
150 ppm de AZA, ambos a partir de semillas [12, 13]. En la mayoria de los casos,
la cuantificacion de limonoides con respecto a la AZA ha sido realizada por HPLC
utilizando una columna C18 equipado con un detector UV-Vis a una longitud de
onda entre 210 nm y 217 nm, con una fase mdvil de agua/acetonitrilo en diferentes
proporciones y/o gradientes, dependiendo del estudio [20-25]. Thejavathi et al.,
analizaron diferentes muestras de AZA con las mismas condiciones utilizando

anisol como estandar interno para su cuantificacion [26].
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3. MARCO TEORICO

3.1. ARBOL DE NIM:

3.1.1. Descripcion general

Nombre botanico: Azadirachta indica A.Juss Nombre
comun: Nim

Familia: Meliaceae, Sub-familia: Melioideae

Género: Azadirachta.

Especie: indica

El nim es un arbol de rapido crecimiento que puede alcanzar 15 a 20 metros de
altura (Anexo 1). Tiene abundante follaje todas las temporadas del afio, pero en
condiciones severas se deshoja a pesar de tener una notable resistencia a la
sequia. El ramaje es amplio, el tallo de hojas contiene de 20 a 31 hojas verdes
asimétricas y margenes dentados. Las flores son blancas y su fruto es una drupa

parecida a la aceituna, pero es desagradable al gusto [27, 28].

3.1.2. Condiciones de desarrollo y habitat. El nim se puede adaptar a un amplio
rango de climas y condiciones del suelo. ComUnmente visto en regiones sub-
aridas y sub-humedas, soportando hasta 7 u 8 meses de sequia. Sobrevive en
suelos duros, estériles, incluyendo arena, sitios rocosos y secos [19]. En Centro y
Sur América existen plantaciones en Guatemala, Nicaragua y Honduras;

Colombia, Bolivia, Ecuador, Argentina y Brasil [8].

3.1.3. Propiedades. Preparaciones a partir de las distintas partes del arbol de nim

han mostrado usos médicos y biolégicos. Diversos insectos presentan
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susceptibilidad frente a las propiedades de la planta, la cual tiene capacidades
insecticidas [5], larvicidas [6], repelentes [29], antialimentarias e inhibidoras de
crecimiento [30]. Médicamente ha mostrado propiedades citopatologicas [31],
antimicrobianas [32], antidiabéticas, antihelminticas, antinflamatorias, antifangicas
[33], dermatoldgicas, al igual que se le han encontrado capacidades como
espermicida [28].

3.1.4. Compuestos activos. Hasta la fecha, han sido identificados y aislados
alrededor de 300 compuestos del nim a raiz de sus innumerables cualidades y
propiedades [18]. Algunos de estos compuestos son sustancias organosulfuradas
y polisacéaridos, pero los que mas representan su actividad biologica son los
limonoides, triterpenoides altamente oxidados que constituyen la tercera parte de

los compuestos separados e identificados.

Uno de los limonoides mas importantes del nim es la AZA (Anexo 2). A este
compuesto se le atribuye la capacidad insecticida y antialimentaria proveniente de
los extractos de la planta, entre otros. Asi mismo, diversos estudios han
demostrado su relacion con la ecdisoma, hormona fundamental en los insectos
para su crecimiento, al imitar su comportamiento y alterar el ciclo de vida en sus

estados larvarios [34].

3.2. GORGOJO DEL ARROZ:

3.2.1. Descripcién general.

Nombre comun: Gorgojo del arroz

Orden: Coleoptera

Familia: Curculionidae

Género: Sitophilus
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Especie: oryzae

El Sitophilus oryzae pertenece al orden Coledptera, el cual contiene a las més
comunes e importantes pestes de grano almacenado [35]. Los gorgojos del arroz
son insectos pequefios (2-3 mm) de color rojizo-marron a negro con suaves
colores amarillos o rojos en sus costados, torax y dorso. En su estado larval no

tiene piernas, por lo cual permanece dentro del grano mientras madura.

3.2.2. Ciclo de vida. El gorgojo hembra adulto puede vivir alrededor de 4 a 5
meses, produciendo entre 250 y 400 huevos [36]. Cuando va a ubicar un huevo,
hace un orificio en un grano con sus poderosas mandibulas y lo deposita dentro
de este [37]. El huevo eclosiona 3 dias después y se empieza a alimentar dentro
del grano. La etapa de pupa dura entre 5y 16 dias, para después hacerse adulto y
permanece 3 0 4 dias méas dentro del grano mientras endurece su cuticula y
madura (Anexo 3) [38].

22



4. METODOLOGIA

La metodologia utilizada siguio las siguientes etapas (Ver Figura 1).

Figura 1. Diagrama de la descripcién global de las etapas realizadas.

Revision ' ReETIecenILY Obtencion

bibliografica Caracterizacion Extractos

materia prima

SEET Y Caracterizacion
biologica Fisicoquimica

4.1. RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas de nim fueron recolectadas y suministradas por la empresa Zumotec
S.A., de arboles con méas de tres afios de edad, ubicados en el municipio de
Piedecuesta, Santander. Las muestras fueron colocadas en bolsas negras de
polietileno, en las que fueron transportadas hasta el laboratorio, donde fueron
secadas a temperatura ambiente y a la sombra durante 7 dias. Posteriormente se
molieron hasta obtener un tamafio de particula de 1 mm en molino de cuchillas.
Finalmente, el polvo resultante fue almacenado en botellas @ambar a temperatura
ambiente y fue realizado su analisis proximo (Anexo 4) para determinar los
porcentajes de humedad, cenizas, materia volatil y carbono fijo.
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4.2. MATERIALES Y SOLVENTES

Para las extracciones se utilizé etanol industrial (= 96%) suministrado por Zumotec
S.A., Acetato de etilo (> 99,9%, Merck), Hexano (> 99,9%, Merck) y agua
destilada. Para determinar la presencia de terpenos simples, limonoides, y taninos
en los extractos se utilizaron como estandares limoneno (= 97%, Sigma Aldrich),
AZA (> 95%, Sigma Aldrich) y acido tanico (> 99,9%, Sigma Aldrich),
respectivamente. Para los controles positivos de las pruebas biolégicas se usaron
los insecticidas sintéticos MALAT (> 98%, Merck) y DELTA (> 99,9%, Merck). Para
cuantificar AZA se utiliz6 como estandar interno a-terpineol (> 97%, Sigma
Aldrich).

4.3. PRODUCCION DE LOS EXTRACTOS DE HOJA DE NIM

Se evaluaron dos métodos de extraccion: maceracion y Soxhlet. Para la
maceracion, los extractos fueron preparados mezclando el polvo de nim con cada
uno de los solventes por separado (agua destilada, etanol, acetato de etilo y
hexano) (Anexo 5), en recipientes ambar de 25 mL en una relacién de 30% peso
de hoja/volumen de solvente. El tiempo de extraccion fue de 24 horas a
temperatura ambiente en reposo. Posteriormente los extractos fueron filtrados
utilizando papel filtro de 0,45 um con el fin de retirar el material vegetal. La
extraccion por Soxhlet se realiz6 empleando los mismos solventes en cada caso.
Se utilizaron papel filtro de 0,45 um para inmovilizar el material vegetal y un tiempo

de extraccion de 5 horas. Todas las pruebas se realizaron por duplicado.
Debido a que algunos de los solventes utilizados pueden por si solos generar

mortalidad en la pruebas de actividad biologica, los extractos se llevaron a

sequedad mediante rotoevaporacion, para luego ser rediluidos hasta una
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concentracion de 3% p/v, en agua destilada (para el extracto acuoso) o etanol al
96% (para los extractos obtenidos con etanol, hexano y acetato de etilo).

4.4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS

Para la caracterizacion fisicoquimica, primero se determiné el contenido de AZA
mediante HPLC y el patron de la misma molécula (Anexo 6), segun la metodologia
propuesta por Thejavathi, R. et al. [26] modificada, utilizando el patrén de a-
terpineol (Sigma Aldrich) como estandar interno (Anexo 7) para la identificacion del
tiempo de retencidn de las respectivas moléculas y el andlisis de sus éareas

correspondientes respecto a los extractos (Anexo 8y 9).

Los andlisis de las muestras fueron realizados en un cromatégrafo liquido de alta
resolucion HP1100 (Agilent) equipado con una bomba cuaternaria, inyector
automatico y un modulo detector de diodos (DAD, longitud de onda de 214 nm). La
separacion se realiz6 en una columna C18 (Agilent, 250 x 4,6 mm). Para el
método se utilizé una elucion isocréatica con acetonitrilo/agua (40:60 v/v) como fase
movil por 5 min, seguido de un gradiente lineal hasta el 100% de acetonitrilo en 3
min (incremento de 20% por min) para un tiempo total de corrida de 12 min,
incluyendo un tiempo de retraso de 2 min para eliminar los picos del solvente,
utilizando una razon de flujo de 1 pyL/min. Se inyectaron 10 pL de cada muestra de
extracto. El analisis de datos se realiz6 utilizando el software ChemStation
B.01.03.

La caracterizacion fisicoquimica de los extractos mediante espectrofotometria UV-
Vis se realiz6 utilizando la metodologia de Dai et al. [39] modificada. Para ello, a
una solucién de 0,7 mL de extracto de hoja en metanol se le adicionan 0,2 mL de
una mezcla de vainilina en metanol (0,02 mg/mL). Después de agitar

manualmente, esta se deja a temperatura ambiente por 2 min. Posteriormente se
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adiciona acido sulftrico concentrado (0,3 mL, al 98% p/p) en tres alicuotas de 0,1
mL cada una, y se agita la mezcla por 10 segundos después de cada adicion. A
continuacion se agregan 0,7 mL de metanol para convertir la mezcla de dos fases
en una solucion homogénea. Finalmente se deja por 5 min a temperatura
ambiente para la posterior medicion de absorbancia por espectrofotometria UV-
Vis. El blanco corresponde a la misma solucion sin el extracto afadido. Para este
procedimiento se utilizé un espectrofotbmetro ultravioleta visible Shimadzu UV-
2401 PC, utilizando un rango de longitudes de onda desde 200 nm, operando a

una resolucion de 1 nm. Se us6 una celda de cuarzo de 10 mm.

Se uso como estandar limoneno, AZA y &cido tanico para determinar la presencia
de terpenos simples, limonoides, y taninos en los extractos, respectivamente. Se
generaron graficas de absorbancia contra longitud de onda (Anexo 10) al igual que
las curvas de calibrado de absorbancia contra concentracion [mg/ml] para cada
patrén (Anexos 11, 12 y 13), para posteriormente cuantificar el contenido de cada

uno en los extractos obtenidos.

4.5. PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.5.1. Material entomoldgico para los bioensayos. Para la recoleccion del
material biolégico se realizaron visitas a los centros de acopio de granos en el
area metropolitana de Bucaramanga, para determinar cudl era la plaga de insectos
gue mas afectaba este sector. Se recolectaron muestras y se realizd la
identificacion taxonOmica. La especie seleccionada para los bioensayos fue el
Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz). Con el objetivo de establecer una cria del
insecto y utilizar los descendientes de los individuos colectados en los bioensayos,
se cred una colonia de Sitophilus oryzae en el laboratorio del Centro de
Investigaciones de Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la Universidad

Industrial de Santander (UIS) realizando una seleccion de 400 ejemplares, los
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cuales fueron separados y criados en recipientes plasticos de 150 mL, para un
total de 100 individuos por recipiente, tapados con tela que fue atada con bandas
de goma para evitar el escape de gorgojos y la entrada de otros insectos. Se
mantuvieron en un ambiente controlado de 25 °C a 27 °C y oscuridad continua.
Como base alimenticia se les suministr6 50 gramos de arroz comercial
asegurando la alimentacion y reproduccion de los individuos. Se llevé a cabo un
monitoreo cada 8 dias separando los individuos del arroz para ser depositados en
un nuevo recipiente con las mismas condiciones al anterior, permitiendo asi que
los huevos depositados en el arroz del primer recipiente pasen a adultos; esto con

el fin de utilizar adultos jovenes, sanos y de una misma edad en los experimentos.

4.5.2. Caracterizacion de la actividad bioldgica de los extractos. Para evaluar
la actividad adulticida de los extractos en el gorgojo del arroz, se realizaron
bioensayos de impregnacion de superficies no porosas y de sustratos (pellets de
trigo). Para los ensayos de impregnacion de superficie no porosa se utilizaron
tubos de ensayo de vidrio de 4 mL a los cuales se les aplic6 100 pL del extracto,

gue se dejaron secar a temperatura ambiente.

Para los ensayos de impregnacion de sustrato se utilizaron pellets de harina de
trigo comercial que se hicieron previamente en el laboratorio. La harina fue
mezclada con agua destilada hasta que la masa obtuvo una consistencia
homogénea. Mediante extrusion se obtuvieron pellets con un tamafio de 5 mm x
10 mm aproximadamente. Se llevaron a un secador hasta que se obtuvo una
humedad del 12%. A cada uno se le aplicé 100 uL del extracto rediluido y se dejo
secar a temperatura ambiente. Para cada prueba se colocé un pellet para cada

insecto.

Se utilizaron 100 pL de agua destilada y etanol al 96% respectivamente, como

controles negativos y se utlizaron 100 yL de cada uno de los insecticidas
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sintéticos DELTA y MALAT diluidos a 10 ppm en acetona cada uno, como

controles positivos.

Con 4 insectos por tubo o0 envase, se realizaron 2 réplicas de cada tratamiento,
cada réplica ejecutada 3 dias diferentes para un total de 36 gorgojos para cada
extracto, insecticida y control.

La mortalidad (M) causada por los extractos rediluidos se calculd y ajusto
mediante la férmula de Abbott [40], la cual corrige los errores de manipulacion de

los insectos utilizando el control negativo como referencia (Ecuacion 1).

_ Mobservada - IVlcontrol

M. =
Ajustada 100 - Mcontrol

Ecuacion 1. Ecuacion de Abbott

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion de las pruebas de significancia de cada uno de los
tratamientos, se analizaron las premisas de normalidad y homogeneidad de
varianza (Test de Shapiro-Wilk) (Anexo 14) mediante el programa estadistico
STATISTICA 8. De acuerdo al valor P se infirié6 un nivel de confianza del 95%
sobre las variables de respuesta. Adicionalmente, se realizaron los analisis del
grado de relacién entre variables segun el coeficiente de correlacion de Pearson
(Anexo 15).
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5. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

5.1.1. Rendimientos de los extractos obtenidos. En la Tabla 1 se ve
representado el analisis proximo de la hoja de nim realizado mediante
termogravimetria (TGA). Los datos que se obtuvieron de dicho analisis fueron
utilizados para hallar los rendimientos de los extractos respecto a la hoja seca.

Tabla 1. Analisis préximo obtenido a partir de termogravimetria.

Analisis Peso [mg] %Humedad %Volatiles %Carbon Fijo %Cenizas

Hoja de nim 18,23 11,07 81,69 0,13 7,10

En la Tabla 2 se pueden observar los rendimientos del sélido seco obtenido a
partir de la hoja seca para cada extracto en funcion del método de extraccion y del
solvente utilizado. Al pasar de maceracion a Soxhlet, EE, EAE y EH mostraron un
aumento de sus rendimientos. Por otro lado, EA presentd el comportamiento
opuesto disminuyendo su rendimiento. Aunque los extractos etandlicos y
hexandicos obtenidos por Ayoola et al. fueron a partir de semilla de nim, también
mostraron buenos resultados al alcanzar rendimientos del 38% a partir de hexano

y del 15% a partir de etanol como solventes por extraccion Soxhlet [41].
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Tabla 2. % Rendimientos del sélido seco obtenido a partir de cada extracto
segun el método de extracciéon (% Rendimiento [g extracto seco/g hoja seca]

+ Desviacion Estandar).

Método de extraccion

Maceracién Soxhlet
Extracto o .
Rendimiento [%0] Rendimiento[%]
EA 8,53 + 2,64 1,33+£0,03
EE 3,68+0,73 595+ 0,32
EAE 1,73 +£0,57 3,83+1,18
EH 0,61+0,11 1,78 £ 0,09

Los rendimientos de la extraccién por maceracion pueden ser atribuidos a que una
mayor cantidad de compuestos son mas afines a solventes polares. Esto se ve
reflejado en el bajo rendimiento del EH. En la extraccion Soxhlet, se ve una fuerte
disminucién del rendimiento en el EA, que puede estar relacionada con la
temperatura (100 °C), la cual puede generar la degradacién de algunos

compuestos.

5.1.2. Caracterizaciéon de los extractos obtenidos

5.1.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): La Tabla 3 se
observan las concentraciones de AZA, cuantificadas por HPLC, en funcién del

método y solvente de extraccion. En la mayoria de los extractos encontré la

presencia de AZA, a excepcion del EA.
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Tabla 3. % AZA en cada E segun el método de extraccion (% AZA [g/mL]
Desviacion Estandar).

Método de extraccion

Maceracion Soxhlet
Extracto

AZA[%)] AZA[%)]
EA 0 0
EE 1,28+0,01 0,75%0,05
EAE 1,16+0,14 0,24+0,09
EH 0,10+0,003 0,83+0,09

Al comparar dichos resultados con los rendimientos de extraccion, se observa que
aunque el EA por maceracién es el que tiene el mayor rendimiento (8,53% + 2,64),
sin embargo no contiene AZA. El caso contrario ocurre con el EE por maceracion,
el cual aun que tiene un rendimiento mas bajo que el EA (3,68% + 0,73), tiene el
mayor contenido de AZA (1,28% + 0,01). Con lo cual se puede establecer que hay
compuestos en la hoja que mostraron afinidad por solventes polares (agua), no
obstante la AZA muestra afinidad por solventes con polaridades cercanas a los

alcoholes.

Dichos resultados concuerdan con los datos encontrados en en el trabajo de
Esparza Dias et al., quienes obtuvieron un rendimiento del 83% en extractos
acuosos de semilla de nim, pero solo consigueron 0,05% p/v de AZA, mostrando
gue aunque el extracto acuoso tenga rendimientos mayores al resto de los
extractos, la cantidad de AZA que puede ser encontrada en estos es muy
reducida, independientemente si son extraidos de semilla u hoja [13].

Igualmente, en todos los extractos se observé una disminucion en la cantidad de
AZA obtenida a partir de Soxhlet respecto a maceracién, donde segun el
coeficiente de correlacion de Pearson (p= -0,83), la temperatura de extraccion por

Soxhlet tiene una relacion inversa y un fuerte efecto negativo en la cantidad de
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AZA que pueda obtenerse de esta extraccion (Anexo 16). El aumento de la
temperatura muestra una mejora en la extraccion de AZA al observar los
resultados de EH (0,10% a 0,83%), pero temperaturas mas altas afectan la
cantidad de AZA, la cual disminuye significativamente en los demas extractos que
habian conseguido mejores rendimientos por maceracién a temperatura ambiente
al pasar de 1,28% a 0,75% y de 1,16% a 0,24% en EE y EAE, respectivamente.
Los resultados de este trabajo muestran que temperaturas mayores a 70 °C
podrian generar la degradacion de la AZA y temperaturas mayores a 80 °C

degradarian muchos mas compuestos, como los encontrados en EA.

5.1.2.2. Espectrofotometria uv-vis: La metodologia de Dai, et al. [39] modificada
es sugerida para la cuantificacion de compuestos presentes en los extractos del
nim, empleando patrones de ciertas moléculas que se les asemejen como o son
AZA (limonoides), &cido tanico (taninos) y limoneno (terpenos simples). Aunque se
utilizaron patrones y solventes idénticos a los empleados por los autores, las
longitudes de onda reportados por ellos se encuentran en el rango visible del
espectro, mientras que los obtenidos en este trabajo estaban en el ultravioleta.
Ademéas de lo descrito anteriormente, en el extracto obtenido se presentan
compuestos que generan interferencias debido a la utilizacién de la hoja y no la
semilla como lo describe el autor (Anexo 17). Razon por la cual no se puede
realizar la adecuada cuantificacion mediante la técnica, puesto que no se disponia
del material y equipos necesarios para realizar la purificacion e identificacion de
estos compuestos.
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Figura 2. Grafica de Longitud de onda vs Absorbancia de maceracion como
meétodo de extraccion respecto a cada uno de los extractos rediluidos.
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De los resultados obtenidos, las Figuras 2 y 3 representan las graficas de
absorbancia en funcién de la longitud de onda de cada extracto vegetal obtenido
por maceracion y soxhlet, respectivamente. ERE obtuvo una absorbancia de 1,5
con la extraccion por maceracion, mientras por extraccion Soxhlet su absorbancia
disminuyo a 1,2 aproximadamente. Lo mismo ocurrio con los ERAE, ERH Y ERA
al disminuir sus absorbancias de 1,2 a 0,9 y de 0,4 a 0,2 , respectivamente. Segun
la ley de Beer-Lambert, la absorcion de una muestra es directamente proporcional
a su concentracion. Al comparar los espectros para cada método de extraccion,
los resultados de los extractos obtenidos por Soxhlet mostraron una disminucion
en las absorbancias de las sustancias que emiten en el rango de longitudes de
onda trabajadas, lo cual sugiere una disminucion en la concentracién de los

compuestos que estén emitiendo en dichas longitudes de onda.

Aunque por este método de caracterizacion no se pudiera cuantificar ninguno de
los compuestos anteriormente descritos, resultados similares se encontraron en
este trabajo donde el incremento de la temperatura afectaria directamente la

composicién de los extractos degradandolos significativamente.
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Figura 3. Gréafica de Longitud de onda vs Absorbancia de Soxhlet como

meétodo de extraccion respecto a cada uno de los extractos rediluidos.
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5.2. PRUEBAS BIOLOGICAS:

5.2.1. Contacto con superficie no porosa. La Figura 4 representa la actividad
insecticida por contacto con superficie no porosa como prueba biolégica. En esta,
se observa que el ERE por maceracion mostrd la mayor actividad biolégica, con
un 82% + 8 de mortalidad. Los extractos obtenidos utilizando hexano y acetato de
etilo, presentan una mortalidad menor, correspondiente al 26% + 10 y 9% + 10,
respectivamente. El utilizar Soxhlet como método de extraccion, mostré6 una
disminucién en la actividad insecticida del ERE hasta el 33% % 8, resultado que
estaria relacionado con la alta temperatura de ebullicion del solvente que afectaria
la extraccion de compuestos activos, tal como se evidencio anteriormente. Por otro
lado los extractos por Soxhlet obtenidos con hexano y acetato de etilo tuvieron un
aumento en su mortalidad a 42% + 17 y 28% + 13, respectivamente. Ningun ERA

evidencio actividad insecticida (Figura 4).
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Figura 4. Actividad insecticida de cada extracto rediluido y método de
extraccion para la prueba por contacto con superficie no porosa. Test de
Shapiro-Wilk: W=0,90246, p=0,01778. *Existen diferencias estadisticamente

significativas p<0,05.
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Del test de normalidad de Shapiro - Wilk se obtuvo un p= 0,02<0,05, lo cual
muestra que los datos no representan una distribucién normal. Segun el test no
paramétrico de Kruskal — Wallis (Anexo 18), se observé que los tratamientos que
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos, fueron el ERE por
maceracion, ambos ERA y los controles negativos (Anexo 19). Aun asi, ninguno
de los extractos obtenidos por extraccidbn Soxhlet mostré tener diferencias

significativas entre ellos.

El método de extraccidbn por Soxhlet, en comparacibn con el método por
maceracion, es un meétodo de extraccion que aumenta la solubilidad de los
solventes al aumentar la temperatura: aun asi, sus resultados no fueron tan
eficientes como la extraccion por maceracion con etanol a temperatura ambiente.
Tal como se observo anteriormente con la caracterizacion fisicoquimica, estos

resultados muestran que los compuestos insecticidas presentes en la hoja del nim
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son mas afines al etanol, que a los demas solventes mas polares y apolares. Al
existir diferencias estadisticamente significativas respecto al control negativo se

puede asegurar que el ERE presenta actividad insecticida frente a gorgojo del
arroz.

Figura 5. Actividad insecticida de cada extracto rediluido por el método de
extraccion por maceracion a temperatura ambiente para la prueba de

contacto con superficie no porosa en funcion del tiempo de contacto.
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En la Figura 5 se observa un aumento progresivo de la mortalidad al aumentar el
tiempo de exposicion, donde los primeros registros de actividad se obtuvieron 24
horas después de la aplicacién de los extractos. Como puede observarse, los
insecticidas sintéticos tienen un efecto rapido en el gorgojo del arroz, mientras que
los extractos muestran un efecto retardado. Esta reaccion puede ser atribuida al
menor tamafio de la molécula de MALAT y a la DELTA (Anexo 20) con respecto a
AZA, con lo que estas pequefias sustancias podrian ser mas facilmente asimiladas
por los insectos que las de mayor tamafio. Aun asi, el ERE y el ERH obtenidos por
maceracion muestran un aumento muy pronunciado en la mortalidad después de
las 72 horas de aplicacion. No obstante, el ERH muestra un limite de efectividad a

las 96 horas, mientras el ERE supera incluso a los insecticidas sintéticos a partir
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de las 120 horas de aplicacion. Los resultados ilustran una dependencia entre la
mortalidad alcanzada y el nimero de horas de exposicion al extracto.

Rolf et al., mostraron que tras la aplicacion en polvo de Malathion en el gorgojo del
arroz a 10 ppm, obtienen una mortalidad en los sujetos de prueba del 100% tras
48 horas de aplicado el insecticida [42]. Aunque no fue el insecticida con mayor
efectividad, se evidencié su alto poder residual tras 150 dias de aplicado.
Igualmente, Aldana et al., probaron el alto poder insecticida de los polvos de
MALAT y DELTA tras 24 horas de exposicidon en concentraciones de 10 y 0,5 ppm,
respectivamente, obteniendo mortalidades del 100% [43]. Comparando el efecto
generado por los insecticidas, se puede inferir que los insectos utilizados en este
trabajo tienen una menor susceptibilidad a estos quimicos respecto a otros
gorgojos del arroz utilizados en otros trabajos, con lo que la alta efectividad del
ERE alcanzada es de mayor relevancia.

5.1.2. Impregnacion del sustrato. La Figura 6 representa la actividad insecticida
obtenida por impregnacion de sustrato como prueba biologica. Para este ensayo
también se identific6 la maceracion como método de extraccion utilizando etanol
como solvente como los factores con mayor actividad biolégica con un 18% + 10
de mortalidad. Los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre ellos
y se observa una notoria disminucién en la efectividad respecto a la prueba por
contacto de superficie no porosa. Para esta prueba con sustrato, los extractos que
también mostraron ligera actividad insecticida fueron el ERAE y el ERH con

mortalidades del 13% + 6 y 6% + 10, respectivamente.

Los extractos obtenidos utilizando la extraccion por Soxhlet mostraron una leve
actividad insecticida en todos los tratamientos. Tanto el ERE como el ERA, ambos
por Soxhlet, no mostraron actividad mientras que el ERH y el ERAE tuvieron una
mortalidad del 5% * 3 cada uno (Figura 6). Los controles positivos mostraron tener

una efectividad mucho mas notoria que los diferentes extractos de esta prueba.
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Figura 6. Actividad insecticida de cada extracto rediludo segun el método de
extracciéon para la prueba por Sustrato o alimentacién. Test de Shapiro-Wilk:
W= 0,57356 p=,00002. No existen diferencias estadisticamente significativas.
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Aunque se ha evidenciado cierta mortalidad por impregnacién de sustrato, no se
puede comprobar si efectivamente los insectos se alimentaron del pellet
impregnado con extracto rediluido, lo que justificaria la poca mortalidad de la
prueba y las dispersiones de los datos. La métodologia aplicada para la
impregnacion de sustrato es nueva y no ha sido evaluada anteriormente por
ningun trabajo, por lo que los datos obtenidos en esta investigacion son tratados
como pruebas preliminares. De esta manera, no se sabe exactamente el efecto
que el sustrato pudo generar en el insecto. Cabe la posibilidad que los gorgojos no
consumieran la harina del pelet, lo cual significaria que el extracto protegié al
pellet de la actividad del insecto.

Para ninguna de las pruebas bioldgicas por impregnacion de sustrato, utilizando
diferentes métodos de extraccion o solventes se cumplieron las premisas de
normalidad (Shapiro - Wilk) por lo que los resultados se analizaron mediante el
test no parameétrico de Kruskal-Wallis, mostrando que ningun extracto o control

muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Anexo 21).
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Al analizar los datos biologicos y fisicoquimicos se evidencia que el agua no es el
solvente adecuado para la extraccion de compuestos activos al obtener poca
selectividad respecto a AZA y actividad biolégica nula, a diferencia del etanol, que
mostré mayor contenido de AZA y efectividad biologica por contacto de superficie
no porosa, por lo tanto el mejor método de extraccion es maceracion con etanol

para la obtencion de un bioincetcitica en el control del gorgojo de arroz.
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6. CONCLUSIONES

A partir de este estudio exploratorio, puede afirmarse que el mejor método de los
estudiados para la extraccion de los compuestos insecticidas de las hojas del nim

es maceracion, empleando como solvente etanol al 96%.

La caracterizacion por HPLC empleando como estandar interno a-terpineol,
mostré la presencia AZA en los extractos, a excepcion de los obtenidos utilizando
agua como solvente de extraccion, siendo el EE por maceracion el que presenta

una mayor concentracion con un 1,28% p/v.

La mayoria de los extractos de hoja de nim mostraron mortalidad en adultos del
gorgojo del arroz, dependiendo del método de extraccién, al igual que el solvente
utilizado, siendo el ERE obtenido por maceracion con un 82% el de mayor

actividad biologica en los ensayos de impregnacion de superficie no porosa.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda trabajar en la optimizacion del proceso de extraccion por
maceracion utilizando etanol, que permita la maximizacion de la AZA. Posibles
meétodos de purificacion del extracto ayudarian a la separacion de compuestos, asi

como la mejora de los métodos de caracterizacion.

Igualmente, se recomienda realizar trabajos mas especializados en la morfologia
del insecto para comprender el modo de accion de los extractos y mejorar la
efectividad de los mismos. Un mayor estudio debe llevarse a cabo para poner a
prueba el potencial inseticida de los extractos variando el nivel de dosificacién en
diferentes etapas de su ciclo de vida.

Finalmente, un estudio comparativo entre los resultados de laboratorio y pruebas

en campo es recomendado para comprobar la efectividad y el método de

aplicacion.
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ANEXOS

Anexo A. Arbol, hojas, frutos y flor de nim

Fuente: [Citado el 10 de Enero de 2016] Disponible en <
http://ecologicocartagena.blogspot.com.co/2014/06/arbol-del-neem-el-arbol-del-

siglo-xxi.html
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Anexo A. Molécula de AZA

Fuente: CAPSU-NEEM. Arbol de neem. 14 de enero de 2015 [Citado el 10 de
Enero de 2016] Disponible en < http://www.arbol-de-neem.com/2015 01 01

archive.html
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Anexo B. Desarrollo y duracion aproximada de los ciclos de vida del gorgojo
del arroz, mostrando 4 estadios larvales, una etapa prepupa, pupa y adulta,

respectivamente

15‘ |HStar D G
20 mstar

rostrum

3" instar )
\ \ | 4" instar :
7
\ \ | / _ prepupa _ pupa
‘ l 3 — adult
|
4-6 davs 4-6davs 4-6 davs 6-10 davs 1-3davs 5-7 davs 3-6 months

Fuente: S. R. Davis, “Rostrum structure and development in the rice weevil
Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionoidea: Dryophthoridae),” Arthropod Struct.
Dev., vol. 40, no. 6, pp. 549-558, 2011.
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18.2370 mg
Method: Gilles 2Cmin

Anexo C. Anélisis proximo de la hoja de Nim por Termogravimetria
Sample: Analis Proximo Hoja de Nim
Size:

TGA
100 45

File: G:\Analis Proximo Hoja de Nim.001
Operator: G.A.M.
Run Date: 30-Nov-06 06:46
Instrument: 2050 TGA V5.1A
11.07% Humedad
\ (2.019mg)
b 1.
80 \
\
60 4 \
é’/ J
- \ 81.69% Materias Volatiles
%’ \ (14.90mg)
g | \
= \
40 \
\
] \
\'\
\
\
20 A
] \
\\
1 \ 7.101%
0 T U Tt T U U | T T T T _ Tt * T _* T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Time (min)

Universal V3.9A TA Instruments
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Anexo D. Tabla de caracteristicas fisicoquimicas de los solventes utilizados.

Sustancia indice de Polaridad Punto de ebullicion [°C]
N-hexano 0,0 68,7
Acetato de Etilo 4,3 77,1
Etanol 5,2 78,7
Agua 9 100
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Anexo E. Cromatograma estandar de AZA
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Anexo G. Cromatograma estandar de alfa-terpineol.
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Anexo H. Cromatograma ERE con alfa-terpineol como patron.
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Anexo |. Cromatograma ERE sin patron.
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Anexo J. Gréfica de Longitud de onda vs Absorbancia de los patrones de

AZA, limoneno y acido tanico obtenida mediante espectrofotometria

8 Patran Azadiractina
—Patran Limoneno

Absorbancia

—Acido Tanico

190 240 290 340 390 440 490
Longitud de onda
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Anexo K. Curva de calibracién Limoneno. Longitud de onda 250 nm.

0.100
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Calibraciéon Limoneno

y =0.9208x - 0.0139
R*=0.9304
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Anexo L. Curva de calibracion AZA. Longitud de onda 255nm.

Calibracion Azadiractina

0.200
y =1.2974x - 0.0249 ®
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=
o
2 0.100
=]
wn
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Anexo M. Curva de calibracion acido tanico. Longitud de onda 221 nm

Calibracién Acido Tanico
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Anexo F. Test de normalidad [44].

Existen diferentes pruebas de significacion para contrastar la hipotesis de la
normalidad de variables aleatorias continuas: Kolmogorov-Smirnov, Correcciéon de

Lilliefors y Shapiro Wilks.

v" Shapiro — Wilks: Determina si una muestra aleatoria presenta distribucion
normal. El estadistico W de Shapiro-Wilks mide la fuerza del ajuste con una
recta. Cuanto mayor sea el valor de este estadistico mayor desacuerdo
habra con la recta de normalidad, por lo que se rechazara la hipétesis nula.
Para muestras pequefias (n<50) se recomienda Shapiro. Para muestras

mayores se recomienda Kolmogorov con la correccion de Lilliefors.

e Hipotesis:
Ho: La muestra aleatoria tiene una distribucién normal.

Hi: La muestra aleatoria no tiene una distribucién normal.

e Estadistico de prueba:

_ (X an_is1(n_is1 — %))?
SRR e

Donde:

ap_i+1 = Cuantil esperado de x;

Xp—i+1 = Dato mayor de la muestra ordenada
x; = Dato menor de la muestra ordenada

x = Dato de la muestra ordenada

X = Media de la muestra

e Decision: SiW, < W,,a. W, = Tablas de Shapiro — Wilks. Cuantiles de W

Rechazamos Ho.
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Se especifica el nivel de confianza (a=0,05) y se rechazan los todos los valores

menores o iguales a W, con un alfa de .05

Calcular W, y comparar con W, de la tabla con un alfa de 0,05 y N nimero de

datos.

Cuando se ejecutan las pruebas con STATISTICA se obtiene el valor del
estadistico y el valor p de probabilidad asociado. Se rechaza Ho si el valor p de
probabilidad es menor que el nivel de significacion elegido aplicando la siguiente
regla de decision:

Si p>a Aceptamos Ho

Si p<a Rechazamos Ho
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Anexo G. Coeficiente de correlacion de Pearson[45]

La correlacion estadistica determina la relacion o dependencia que existe entre las
dos variables, es decir, determina si los cambios en una de las variables influyen
en los cambios de la otra. En caso de que suceda, diremos que
hay correlacion entre las variables. En el caso de que se esté estudiando dos
variables aleatorias Xy Y sobre una poblacién; el coeficiente de correlacion de

Pearson se simboliza con la letra pyy, varia en el intervalo [-1,1] y se calcula con

la siguiente expresion:

Oxy Covarianza XY
ox0y Desv.Est X x Desv.EstY

Pxy =

Interpretacion:

Sir =1, existe una correlacion positiva fuerte. Relacion directa.

Si 0 <r <1, existe una correlacion positiva.

Sir= 0, no existe relacién lineal. Pero esto no necesariamente implica que las
variables son independientes: pueden existir todavia relaciones no lineales.

Si-1 <r <0, existe una correlacion negativa.

Sir = -1, existe una correlacion negativa fuerte. Relacién inversa.
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Anexo H. Gréfica de concentracion de AZA extraida por Soxhlet en funcién

de la temperatura de ebullicion de los solventes utilizados.
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Anexo Q. Gréfica de Longitud de onda vs Absorbancia del E.R.E y de los
compuestos que generan interferencias en el mismo extracto, junto a la

matriz y tabla de resultados de caracterizacion espectrofotometria

1,6
1,4
_E 1,2
o 1 —ERE
[
20,8
o Interferencias
598 ERE
0,4
0,2
0
190 240 290
Longitud de onda [nm]
Fuente: segun metodologia de Dai et al.[39] modifica
A=¢lC
C=¢14
T o B T T
C=|Crs|e=|eff" eff ept"|a=|atm
Cran g5 €3 st AG5"

Donde:

A1 = Longitud de onda Azadiratina

A2 = Longitud de onda Terpenos Simples
A3 = Longitud de onda Taninos

E.Ri = Extracto rediluido extraido con solvente i
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Concentracion [mg/ml] ERE ERAE ERH ERA

Aza 0.221 0.223 0.214 0.005
TS 0.001 -0.006 -0.014 0.069
TAN 0.008 0.006 0.005 0.004

Mediante el arreglo matematico realizado por la matriz de Dai et al., se eliminan
las contribuciones por parte de las sustancias que se encuentren identificadas con
ayuda de los espectro de los patrones, asi el resto de las contribuciones que se
hallen en el espectro resultante haran parte de los demas compuestos que

representarian a las interferencias de la muestra.
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Anexo |. Test de Kruskal — Wallis[44].

Prueba no paramétrica, es decir que las muestras no tienen comportamiento de

distribucion normal, para diferenciar tres 0 mas grupos independientes.

La prueba de Kruskal-Wallis es el método mas adecuado para comparar
poblaciones cuyas distribuciones no son normales. Incluso cuando las poblaciones
son normales, este contraste funciona muy bien. Permite decidir si puede
aceptarse la hipétesis de que k muestras independientes proceden ser de la

misma poblacién o de poblaciones idénticas con la misma mediana.

e Hipotesis:
HO: Las k medianas son todas iguales
H1: Al menos una de las medianas es diferente

e El estadistico de prueba es:

H= 12 iR’Z 3(N+1
_N(N+1)_1nj ( )
]:

Donde
N = Total de datos de las muestras

n; = Numero de datos de cada muestra

R; = Sumatoria de rangos de cada muestra
Cuando los tamafios muéstrales son grandes, el estadistico H se aproxima a una
distribucién y2_,, por lo que para un nivel de significancia a, la region de contraste
es H > y2_,.

e Decision:
Si H > y2_,, se rechaza la hipétesis nula.

Si H < y2_,, se acepta la hipétesis nula.
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Anexo J. Multiple comparacién de valores p, para la prueba bioloégica de

impregnacion de superficie no porosa, segUn analisis no paramétrico

Kruskal

— Wallis

M= Maceracion; S=Soxhlet. Valores de p<0,05 muestran diferencias significativas
entre si. Obtenido del programa estadistico STATISTICA.

Agua-M | Agua-S |Hexano-M |Hexano-S |Acetato de ‘Acmtode Etanol-M |Etanol-S |Malation |Deltametrina
Depend.: R:4,0000 R:4,0000 R:14,000 IR"17.500 EtiloM | Etlo-S |R25,000 R:15833 R22500 R:22500
%Mortalidad 1 R78333 R:13,833
\Agua.M 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 0034734 1,000000 1,000000  1,000000
\Agua-8 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 0034734 1,000000 1,000000 1,000000
{Hexano-M | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000
{Hexano-S ~|1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
|Acetato de Etilo-M | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,269108 1,000000 1,000000 1,000000
|Acetato de Etilo-S | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1.000000 1,000000 1,000000  1,000000
|Etanol-M 10034734 0034734 1,000000 1,000000 0269108  1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
|Etanol-S |1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
|Malation  |1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000
Deltametrina 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
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Anexo K. Estructura molecular de Malation y Deltametrina, respectivamente.

O
S
CH,0_lI
/P_S OCHQCH3
CH50

OCH,CH3,

O

Malation. Fuente: [Citado el 10 de Enero de 2016] Disponible en <

http://www.chemservice.com/malathion-n-12346-100mg.html

6 0

Deltametrina. Fuente: [Citado el 10 de Enero de 2016] Disponible en <
http://fitogest.imagelinenetwork.com/it/sostanze-attive/deltametrina/93
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Anexo L. Mdltiple comparacion de valores p, para la prueba biologica de

impregnacion de sustrato, segun analisis no paramétrico Kruskal — Wallis.

M= Maceracion; S=Soxhlet. Valores de p<0,05 muestran diferencias significativas
entre si. Obtenido del programa estadistico STATISTICA.

Agua-M | Agua-S |Hexano-M |Hexano-S 'Acetalo de |Acetato de |Etanol-M |Etanol-S |Malation |Deltametrina
Depend.: R:8,5000 R:8.5000 R:16,167 ‘R:11.500 EtloM | Etilo-S |R:22,000 R:85000 R:25,000| R:26,000
%Mortalidad R:13.333 | R:11.500 | | J ‘
AguaM 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Agua-S 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Hexano-M 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Hexano-S 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Acetato de Etilo-M | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Acetato de Etilo-S | 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Etanol-M 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Etanol-S |/1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Malation 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
Deltametrina 1,000000  1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
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