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% R  Porcentaje de rendimiento de los extractos 

A  Agua 

AChE  Enzima acetilcolinesterasa  

ACTI   Ioduro de acetilcolina  

AE  Acetato de etilo 

Ai  Absorbancia del compuesto a una determinada longitud de onda 

Amezcla  Absorbancia total de la mezcla a una determinada longitud de onda 

AZA  Azadiractina A  

Ci              Concentración del compuesto a una determinada longitud de onda 

   Coeficiente de absorción 

DEL  Deltametrina 

DL  Dosis letal 

DL50  Dosis letal que provoca el 50% de la mortalidad 

DL90  Dosis letal que provoca el 90% de la mortalidad 

DTNB  Ácido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzóico]  

E  Extracto 

EA  Extracto acuoso 

EAE  Extracto acetato de etilo 

EE  Extracto etanólico 

EH  Extracto hexanoico 

ER  Extracto rediluido 

ET  Etanol 

FE  Formulado con ECOSURF™ SA-9  
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Fo  Generación inicial de insectos 

FT  Formulado con Tween® 

H  Hexano 

HLB  Balance hidrófilo-lipófilo (Hydrophilic-Lipophilic Balance) 

HPLC  Cromatografía líquida (high-performance liquidchromatography)  

HR  Humedad relativa  

IC  Índice de confianza 

l   Longitud atravesada por la luz 

Li  Limonoides 

MAL  Malatión 

Mcontrol  Mortalidad que se presenta en el control negativo  

Mtratamiento Mortalidad observada en el tratamiento  

MV  Material vegetal (hojas o semillas) 

P  Valor estadístico p 

PB  Producción de biomasa 

ppm   Partes por millón 

rpm  Revoluciones por minuto  

T  Temperatura 

Ta  Taninos 

Ts  Terpenos simples 

W  Estadístico prueba de Kruskal-Wallis 

α  Nivel de significancia  

Χ2  Chi cuadrado  
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RESUMEN 

 

TÍTULO: Producción y evaluación de extractos de Azadirachta Indica para su uso como 

bioinsecticidas agroindustriales1 

 

AUTOR: José Gabriel López Ortíz2 

 

PALABRAS CLAVE: Azadirachta Indica, Sitophilus oryzae, Bioplaguicida, Extractos vegetales.  

 

RESUMEN: El objetivo principal de esta tesis de maestría es establecer la formulación y un método 

de producción de un bioinsecticida a escala de laboratorio a partir de los extractos de las hojas de 

nim, para ser empleado en el control del gorgojo del arroz. Para ello, se han tenido en cuenta los 

siguientes objetivos específicos: 1. establecer los protocolos que permitan la caracterización 

fisicoquímica y la determinación de la actividad biológica de los extractos y formulados de hoja de 

nim en el gorgojo del arroz; 2. evaluar métodos y solventes para la extracción de los compuestos de 

las hojas del nim, explorando diferentes condiciones de operación; 3. maximizar la azadiractina 

presente en los extractos de hoja de nim mediante la modificación de los parámetros de extracción 

utilizando el mejor método establecido; 4. evaluar diferentes métodos de purificación y refinación de 

los extractos, que permitan mejorar su calidad; y 5. formular un bioinsecticida para el control de 

Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz) a partir de los extractos de la hoja del nim. Metodológicamente,  

esta investigación comenzó con la producción de extractos de la hoja de nim; posteriormente, se 

realizó una evaluación de las pruebas de caracterización físicoquímicas; un establecimiento de los 

protocolos de caracterización fisicoquímica; una recolección, identificación y cría los insectos; una 

evaluación de las pruebas de caracterización de la actividad insecticida; y, por último, el 

establecimiento los protocolos de caracterización de la actividad insecticida. Como resultado, se 

formuló un bioplaguicida a partir de los extractos de hoja de nim con un tiempo de vida útil de 18 

meses, mostrando que este formulado, tienen un gran potencial para su uso en el control de plagas 

agroindustriales, como el gorgojo del arroz, permitiendo sustituir los insecticidas convencionales que 

pueden generar daños al medio ambiente y en la salud humana. 

 

 

 

                                                                 
1 Tesis de maestría.  
2 Facultad de Ingenierías Físico-Químicas. Escuela de Ingeniería Química. Directora: Debora Alcida 
Nabarlatz, doctora en Química e Ingeniería de Procesos. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: Production and evaluation of Azadirachta extracts Indicates for use as  agroindustrial 

bioinsecticides3 

 

AUTHOR: José Gabriel López Ortíz4 

 

KEYWORDS: Azadirachta Indica, Sitophilus oryzae, Biopesticide, Plant extracts.  

 

ABSTRACT: The main objective of this master's thesis is to establish the formulation and a method 

of producing a laboratory-scale bioinsecticide from extracts of neem leaves to be used in the control 

of rice weevil. To do this, the following specific objectives have been taken into account: first, to 

establish protocols that allow physicochemical characterization and determination of the biological 

activity of extracts and neem leaf formulations in rice weevil; Secondly, to evaluate methods and 

solvents for the extraction of compounds from neem leaves, exploring different operating conditions; 

Third, maximization of the azadirachtin present in neem leaf extracts by modifying the extraction 

parameters by using the best established method; Fourthly, to evaluate different methods of 

purification and refining of the extracts, to improve their quality; And, finally, to formulate a 

bioinsecticide for the control of Sitophilus oryzae (rice weevil) from extracts of neem leaf.  

Methodologically, this research began with the production of neem leaf extracts; Subsequently, an 

evaluation of the physicochemical characterization tests was carried out; An establishment of 

protocols of physicochemical characterization; A collection, identification and breeding of insects; An 

evaluation of the characterization tests of the insecticidal activity; And, finally, establishing the 

protocols characterizing the insecticidal activity. As a result, a biopesticide was formulated from the 

extracts of nim leaf with a shelf life of 18 months, showing that this formulation has great potential for 

its use in the control of agroindustrial pests, such as rice weevil, Allowing to substitute the 

conventional insecticides that can generate damages to the environment and in the human health.  

 

 

 

 

                                                                 
3 Thesis of Master Degree 
4 Facultad de Ingenierías Físico-Químicas. Escuela de Ingeniería Química. Director: Debora Alcida 
Nabarlatz, PhD. Studies in Chemical and Process Engineering.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El sector agrícola en Colombia tradicionalmente ha ocupado un renglón muy 

importante de la economía: según cifras del Departamento Nacional de Estadística 

(DANE), en el cuarto semestre de 2015 el sector agropecuario aportó el 6,3% del 

PIB colombiano y, según la Organización Mundial del Comercio (OMC), las 

exportaciones agroindustriales corresponden, en promedio, al 30% del valor de las 

exportaciones totales de bienes del país. No obstante, este sector ha sido uno de 

los más atrasados tecnológicamente y en el que se registra un mayor nivel de 

desigualdad [1]. 

 

Entre las posibles cadenas agrícolas existentes, la de los cereales es de gran 

importancia en la agroindustria, debido a que éstos son fundamentales para la 

alimentación humana y animal. Además de su consumo directo, a partir de los 

cereales se ha desarrollado una gran cantidad de productos industriales como 

biocombustibles, endulzantes, aceites y polímeros. La Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, por sus siglas en 

inglés) ubica al trigo como el cereal más consumido en el mundo, seguido por el 

arroz, el maíz, el sorgo, la cebada, el centeno y la avena. Los principales 

productores de cereales a nivel mundial son Canadá, Argentina, Rusia, Ucrania, 

Estados Unidos, China y Brasil [2]. 

 

En Colombia, la Federación Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas 

(Fenalce), estableció que para el año 2015 la producción de maíz fue de1’766.102 

ton, de arroz 1’342.159 ton, y de trigo 16.615 ton.  

 

A pesar de que en los últimos años ha aumentado la producción de cereales en el 

país, tan sólo se suple el 29% de la demanda interna, dejándole el 71% restante a 

las importaciones, principalmente provenientes de Estados Unidos y Argentina [3]. 
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Debido a que los cereales se cosechan alrededor de dos veces al año, y que una 

gran parte del grano es importado, éste tiene que ser almacenado durante 

prolongados periodos de tiempo. En este sentido, el almacenamiento de 

granospresenta grandes desafíos a nivel técnico, donde uno de los principales retos 

es el control de plagas. Según estimaciones de la FAO, las pérdidas en este sector 

a nivel mundial son del 10 al 30% por la acción de insectos, lo que equivale a la 

cantidad de granos necesaria para alimentar entre 130 y 390 millones de personas 

[4]. En Colombia, las pérdidas para el 2015 se estimaron en un 10%. Sin embargo, 

no hay datos concretos al respecto, pues actualmente el país no cuenta con 

unprograma de monitoreo de plagas poscosecha [5]. 

 

Un factor decisivo en la calidad y conservación del grano almacenado es la 

humedad y la temperatura. Cuando la humedad del grano se encuentra entre 14 y 

20%, pueden desarrollarse hongos y bacterias. Los granos con menos del 10% de 

humedad, son favorables para el desarrollo de insectos. Los climas tropicales 

húmedos, como el que tiene la mayoría del territorio colombiano (27-30°C y 70-90% 

de humedad relativa (HR))proporcionan las condiciones necesarias para el 

desarrollo de plagas de almacenamiento (Figura 1)[6].  
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Figura 1. Mapa temperatura máxima (A) y HR (B) en Colombia 

Fuente: IDEAM 

 

Dentro de las múltiples plagas de grano existentes, están presentes dos grandes 

órdenes de insectos que económicamente son las de mayor impacto: Coleóptera 

(escarabajos) y Lepidóptera (mariposas y polillas) [7]. Las plagas de insectos de los 

granos almacenados se clasifican en dos grupos, según el momento en el que 

atacan. Las plagas primarias atacan los granos que están intactos. Estos insectos 

se reproducen muy rápidamente cuando las condiciones son óptimas. Las plagas 

secundarias se alimentan del grano dañado, ya sea por acción mecánica, en el 

momento de ser transportado, o por la acción de las plagas primarias. La presencia 

de plagas de insectos secundarios a menudo indica que el grano no está en 

condiciones óptimas y no tiene la calidad necesaria para ser comercializado [8]. 

 

Entre el grupo de insectos que conforman la plagas primarias, uno de los más 

importantes es el gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) por su voracidad [9].El adulto 

de este insecto mide de 2,5 a 3,5 mm y su color varía de café a negro, donde los 

A B 
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élitros, que son las alas endurecidas que se encuentran en el dorso, presentan 

cuatro manchas de color rojizo(Figura 2 A). Existe muy poco dimorfismo sexual, por 

lo que se hace difícil distinguir entre el macho y la hembra. Su importancia 

económica y social radica en las pérdidas que produce en cereales tales como el 

maíz, el trigo, el sorgo, la cebada y el arroz; según la FAO, hasta el 60% de las 

pérdidas de granos almacenados son causadas por este insecto[10]. 

 

Tanto los adultos como las larvas del gorgojo del arroz se alimentan de los granos, 

sin embargo, es en el estado larvario en el cual este insecto genera la mayor 

destrucción de los granos, pues se alimenta vorazmente del contenido del grano, 

dejando la cáscara intacta (Figura 2 B). Los adultos también pueden alimentarse de 

la harina de los cereales, pero las larvas no pueden desarrollarse, pues necesitan 

de una superficie dura para poder hacerlo[11]. 

 

Figura 2. Gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) (A) y granos de trigo después de ser 

atacados por este insecto (B) 

 

 

Fuente: www.agrolink.com.br 

A 

B 
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Una de las estrategias más empleadas para el control de estos insectos es el uso 

de insecticidas de origen sintético, principalmente fosfina, carbamatos y piretroides 

[12]. A mediados del siglo XX, cuando se popularizó el uso de estos insecticidas 

debido a su alta eficiencia y bajo costo, era incipiente la información sobre los 

efectos de la exposición crónica a estos compuestos en seres humanos [13]. 

Actualmente, se sabe que muchas de estas sustancias tienen una alta persistencia 

en el medio ambiente, bio-acumulándose en diferentes eslabones de la cadena 

trófica, ocasionando graves daños a los ecosistemas durante largos períodos de 

tiempo [14].  

 

Diferentes estudios han reportado efectos adversos de estos insecticidas sobre la 

salud humana, tales como problemas neuronales y endocrinos en el desarrollo 

infantil, cáncer de mama, aumento en la incidencia de la enfermedad de Parkinson, 

entre otros [15][16]. Además, su uso continuo e indiscriminado ha causado que 

algunos insectos se vuelvan resistentes a este tipo de sustancias [17]. 

 

Por esta razón, es necesario profundizar en la investigación y el desarrollo de 

nuevos insecticidas, destinados al control de plagas en granos almacenados, que 

sean efectivos, amigables con el medio ambiente y no generen daños en la salud 

humana. Una alternativa promisoria es el uso de bioplaguicidas de origen vegetal, 

los cuales están compuestos por sustancias químicas llamadas metabolitos 

secundarios, aislados mediante procesos de extracción y purificación. La presencia 

y cantidad de los metabolitos secundarios, incluso en plantas de una misma 

especie, depende de las condiciones medioambientales y de pequeños cambios 

genéticos. A esta composición específica se le denomina quimiotipo [18]. 

 

Colombia, debido a su geografía y variedad de climas, ostenta una gran diversidad 

botánica, tanto de especies endémicas, como de especies foráneas, que podrían 

ser usadas para la elaboración de bioplaguicidas. A pesar del gran potencial que 

tiene el país en este sector, la mayoría de los extractos y aceites esenciales de 
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origen botánico son importados y los productores nacionales en su mayoría tienen 

procesos poco tecnificados, con lo cual no puede garantizarse la calidad y la 

efectividad del producto[19]. 

 

Entre las especies vegetales cuyo extracto presenta un mayor potencial para ser 

empleado como bioplaguicida, se encuentra la Azadirachta indica A. Juss (nim) 

(Figura 3)[20]. Este árbol es originario del sub continente indio y el sudeste asiático. 

Se desarrolla desde los 0 hasta los 1500 metros sobre el nivel del mar, en suelos 

con cierto grado de salinidad, en climas semiáridos y con lluvias de 400 a 800 mm 

anuales. 

 

Figura 3. Árbol (A), frutos y hojas (B) del nim 
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Fuente: www.productosdeneem.com 

 

Desde el punto de vista químico, el árbol del nim produce más de trecientas 

sustancias, muchas de las cuales tienen actividad biológica anti-alimentaria y 

afectan el metabolismo inhibiendo el apareamiento, la comunicación sexual, la 

maduración de los huevos, el desarrollo de las etapas adultas y la síntesis de quitina 

en diferentes tipos de insectos [21]. 

 

Los estudios señalan que los compuestos del nim responsables de la actividad 

insecticida son los limonoides. La estructura química de los limonoides es 

homogénea estereoquímicamente y consiste en variaciones de la estructura del 

núcleo de la furanolactona (Figura 4). 
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Figura 4. Azadiractina A (A), Azadiractina D (B), Azadiractina H (C), Deacetilnimbin 

(D), Nimbin (E), Salanin (F) 

 

 

 

Fuente: Dai et al. [22] 

 

En base a la estructura, los limonoides del nim se pueden clasificar en nueve 

grupos: azadirone, amoorastatin, vepinin, vilasinin, c-seco meliacin, nimbin, 

nimbolinin, salannin y azadirachtin[23]. Muchos de estos compuestos no tienen 

actividad biológica; sin embargo, los pertenecientes a los grupos azadirachtin, 

nimbin y salannin, son ampliamente conocidos por sus propiedades insecticidas, 

antibacteriales y antifúngicas.  
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La azadiractina A (AZA) fue uno de los primeros compuestos extraídos de la semilla 

del nim. Entre sus características está elafectar diferentes estados del crecimiento 

de los insectos y tener un potente efectoantialimentario y repelente. La AZA, por 

tanto, es efectiva contra una gran variedad de especies de insectos. Sin embargo, 

no afecta a los polinizadores benéficos para las plantas. Akcaet al. probaron el 

efecto tóxico residual de 8 diferentes insecticidas en abejas melíferas (Apis 

mellifera), encontrando que la AZA era la única que no presentaba toxicidad residual 

[24]. Mann y Dhaliwa, por su parte, realizaron ensayos de mortalidad en abejas 

melíferas con NeemAzal® (1000 ppm de AZA), encontrando quea la dosis más alta 

de AZA la mortalidad en abejas fue sólo del 7,58% por exposición directa y del 

0,74%cuando las abejas fueron expuestas en un campo de algodón cerrado [25].  

 

Por lo anterior, los extractos de nim podrían ser buenos candidatos para la 

formulación de bioinsecticidas, pero es necesario que el proceso de extracción 

empleado separe e incremente el contenido de limonoides, en especial de la AZA. 

Sundaram estudió el contenido de AZA en diferentes partes de la planta, 

encontrando que su mayor contenido se encuentra en la semilla, seguido por la 

hoja, corteza y raíz [26]. 

 

Debido a que el nim es un árbol originario de la India y no se introdujo al país hasta 

hace más o menos dos décadas, han sido pocas las investigaciones que permiten 

definir los quimiotipos de esta planta según los diferentes tipos de suelos de territorio 

colombiano. A partir de los estudios de MinAgricultura sobre los departamentos 

potencialmente aptos para la silvicultura y las características de crecimiento del nim, 

puede realizarse un mapa tentativo de aquellos departamentos con potencialpara la 

siembra de nim (Figura 5)[27][28]. Actualmente en el país hay hectáreas cultivadas 

de nim con fines comerciales en Antioquia, Cauca, Tolima, Santander y Cesar[29]. 

 

La mayoría de las investigaciones y los productos comerciales a partir del nim 

emplean extractos obtenidos a partir de las semillas. No obstante, el árbol sólo 
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produce fruto después de 5 a 10 años de haber sido plantado y sólo una vez por 

año, lo cual ocasiona que la oferta de semilla sea reducida, aumentándose los 

costos de producción [30].  

 

Figura 5. Departamentos del país con potencial para la siembra del nim 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Tovar-Corso y de Pulido [27][28]. 

 

Una alternativa a este problema es el uso de los extractos producidos a partir de las 

hojas. Los árboles pertenecientes a la familia de las Meliáceas, como es el caso del 

nim, tienen en general un abundante follaje y sólo pierden sus hojas bajo 

condiciones ambientales extremas. Diversos estudios han demostrado que las 

hojas contienen los mismos compuestos activos que las semillas aunque en menor 

proporción y pueden emplearse para este fin desde que el árbol llega a su madurez 

Departamentos con 

potencial para la 

siembra del nim 
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(3 años aproximadamente) [31].Otro factor a tener en cuenta es el precio del kilo de 

la semilla, el cual es 3 veces mayor que el de la hoja[32].  

 

A pesar de que a nivel comercial existen productos como el Neemazal®, que se han 

elaborado a partir de la semilla del nim y tienen comprobada efectividad, en el país 

son poco conocidas sus propiedades[33][34]. Por otro lado, aún falta información 

con respecto al quimiotipo de los árboles de nim que crecen en el país y, 

específicamente, en el departamento de Santander, la cual es de suma importancia 

para el desarrollo de una industria local alrededor de los extractos de esta planta. 

 

Una empresa local que ha empleado los extractos del nim para el desarrollo de sus 

productos es Zumotec S.A. Actualmente, éstos se obtienen de forma artesanal, por 

lo que no se puede garantizar la concentración de los principios activos y, por ende, 

la calidad de los productos. A pesar de que los consumidores valoran mucho que 

los productos sean elaborados a partir de principios botánicos, la baja eficiencia de 

los mismos ha ocasionado que éstos no se hayan logrado posicionar en este nicho 

de mercado. 

 

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo general de este trabajo es establecer un 

método de producción de un bioinsecticida a escala de laboratorio a partir de los 

extractos de las hojas del nim, para ser empleado en el control de insectos que 

afectan el grano almacenado. En el primer capítulo se establecieron los protocolos 

de caracterización fisicoquímica y de actividad insecticida que se utilizaron en los 

siguientes capítulos para la caracterización de los extractos de nim y sus 

formulados. En el segundo capítulo se evaluaron dos métodos de extracción 

(maceración y Soxhlet), utilizando cuatro solventes diferentes (agua, etanol, acetato 

de etilo y hexano), con el objetivo de establecer un protocolo de producción de 

extractos a partir de la hoja. En el tercer capítulo se optimizaron algunas de las 

variables de extracción (agitación, tiempo de extracción y relación peso hoja/ peso 

solvente) con el fin de maximizar la cantidad de los limonoides. En el cuarto capítulo 
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se evaluaron diferentes técnicas de purificación con el fin de aislar los compuestos 

de interés. En el quinto capítulo se realizó la formulacióndel bioplaguicida a partir de 

los extractos de las hojas del nim, teniendo en cuenta factores tales como la dosis 

letal mínima de los compuestos activos, su estabilidad y humectación. 
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1. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

 

1.1 ÁRBOL DE NIM 

 

El nim (Azadirachta indica A. Juss) es una especie de árbol, perteneciente a la 

familia Meliácea, de hoja perenne y rápido crecimiento. Puede llegar a una altura de 

25 metros, con ramas muy extendidas, que pueden alcanzar de 15 a 20 m. La 

corteza del nim es moderadamente gruesa, fisurada, de color gris en el exterior y 

un tono marrón rojizo en el interior. Las hojas son verdes oscuras de 3 a 8 cm de 

longitud[64]. 

 

Es originario de la India y Birmania, se desarrolla en condiciones de baja humedad, 

suelos arenosos y con cierto grado de salinidad, cualidades que lo han convertido 

en uno de los mejores candidatos para la recuperación de suelos en procesos de 

desertificación, por lo que sobrevive en zonas con condiciones subáridas a 

subhúmedas. El período de crecimiento del nim es de 3 a 4 años y se reporta que 

puede llegar a vivir hasta 200 años[65]. Estas condiciones permiten desarrollar el 

cultivo de este árbol en diferentes zonas del país y que su explotación sea más 

lucrativa en comparación con otras especies de árboles. Su madera es parecida a 

la caoba, por lo que en la industria maderera es muy apreciado debido a su calidad 

y durabilidad. 

 

1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS 

 

Los metabolitos secundarios (MS) son compuestos de bajo peso molecular 

producidos por las plantas como una respuesta química ante factores externos, por 

lo cual tienen gran importancia pues intervienen en la atracción de insectos 

polinizadores, protección contra plagas y agentes patógenos y simbiosis con otros 

organismos [66].  
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Los MS se clasifican de manera general en dos: el primer grupo lo conforman los 

compuestos nitrogenados, entre los que se encuentran los alcaloides, los 

aminoácidos no proteicos, aminas, glucosinolatos y los glucósidos cianógenos. El 

segundo grupo está compuesto por los no nitrogenados, entre los que se 

encuentran los terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides. Sin 

embargo, la estructura básica de los MS puede presentar cambios originados por 

reacciones químicas, como son la hidroxilación, metilación, epoxidación, 

malonilación, esterificación y glucosilación [67].  

 

Muchos de los cambios en la estructura y su concentración, van a depender de las 

condiciones de crecimiento de la planta; lo anterior ocasiona, por ejemplo, que una 

misma especie botánica tenga un quimiotipo (composición química) diferente, 

dependiendo de la zona geográfica donde se encuentra[68]. 

 

El nim produce más de 300 metabolitos secundarios, entre los que se encuentran 

compuestos azufrados, polisacáridos y limonoides, estos últimos reconocidos por 

su capacidad insecticida. Entre estos compuestos se destacan la azadiractina, el 

nimbin y el salannin. Estas sustancias químicas tienen un efecto anti-alimentario en 

los insectos y afectan su metabolismo inhibiendo el apareamiento, la comunicación 

sexual, la maduración de los huevos, el desarrollo de las etapas adultas y la síntesis 

de quitina [69]. 

 

1.3 LIMONOIDES 

 

Son sustancias clasificadas como tetranortriterpenos altamente oxidados, 

abundantes en las plantas de las familias Rutáceas y Meliáceas.Se ha determinado 

que la biosíntesis de los limonoides en las plantas de nim se realiza en las células 

secretoras que tienen citoplasma con muchas vesículas, en las cuales se acumulan 

los terpenoides. Se consideran que estos compuestos se producen en dos rutas, la 

de los isoprenoides y protolimonoides, asociadas al ácido mevalónico[70]. Uno de 
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los limonoides del nim, que ha sido más estudiado por sus propiedades insecticidas 

es la Azadiractina A (AZA). La estructura de esta molécula presenta grupos 

hidroxilos y éter tetrahidrofurano, con 16 centros estereogénicos, características 

que hacen muy difícil su síntesis [34]. 

 

1.4 MÉTODOS DE EXTRACCIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS 

 

Para la obtención de metabolitos secundarios a partir de matrices vegetales se 

emplean métodos de separación, que permiten retirar las sustancias químicas 

presentes en una matriz vegetal, generalmente sólida o resinosa. Entre los procesos 

más empleados para este fin se encuentra la destilación, el prensado, la extracción 

por solventes y con fluidos a condiciones supercríticas [71].  

 

1.4.1 Destilación. Es uno de los métodos más simples pues permite la obtención 

de varias fracciones volátiles, denominadas aceites esenciales. Se puede realizar 

de dos formas: la primera es colocando el material vegetal directamente en contacto 

con el agua, a este tipo se le denomina hidrodestilación. La segunda consiste en 

generar vapor en una unidad diferente a la principal, el cual es inyectado a través 

de la matriz vegetal (destilación por arrastre con vapor). En los dos casos el vapor 

saturado, funciona como agente de arrastre de los compuestos[72]. 

 

Una de las ventajas de este proceso es su fácil montaje a nivel industrial, debido a 

que la cantidad de equipos necesarios y las condiciones técnicas son menores en 

comparación otros métodos. Como desventaja tiene que algunos compuestos se 

pueden degradar por efecto de la temperatura, o hidrolizarse, como es el caso de 

algunos monoterpenos y ésteres. 

 

1.4.2 Prensado. Se usa para obtener metabolitos secundarios por medio de 

compresión a partir de semillas, cáscaras y cortezas. Este es el método empleado 

para obtener aceites con propiedades insecticidas a partir de las semillas del 
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nim[73]. En este proceso se pueden obtener aceites y oleorresinas, y se puede 

llevar a cabo a altas temperaturas (en caliente) o a temperatura ambiente (en frío). 

Cuando el prensado se realiza en caliente los rendimientos son mayores, sin 

embargo, éste tiene como desventaja que los requerimientos son más exigentes 

desde el punto de vista tecnológico, debido a que algunos compuestos pueden 

degradarse por el efecto de la temperatura y se produce una mayor cantidad de 

fosfolípidos. El proceso de prensado en frío tiene como ventajas su bajo costo de 

operación, bajo consumo de energía y conservación de los compuestos más 

volátiles. Como desventajas tiene que es un proceso lento y se obtienen bajos 

rendimientos.  

 

1.4.3 Extracción por solventes. También llamada extracción sólido-líquido, 

consiste en el uso de solventes químicos para que, mediante difusión, los 

compuestos solubles se desplacen de la matriz sólida al solvente líquido. En el caso 

del nim en el sector agropecuario se ha empleado esta técnica utilizando como 

solvente el agua, sin ningún control del contenido de los principios activos. A escala 

de laboratorio los solventes más usados son el metanol, el etanol y el hexano [54].  

 

Entre las ventajas que tiene esta técnica se encuentran su fácil implementación a 

nivel industrial, bajo consumo energético y bajo costo de operación. Entre las 

desventajas están los tiempos largos de extracción, el costo de los solventes, la 

toxicidad de los solventes y su disposición final, en especial si se trata de 

compuestos orgánicos. 

 

1.4.4 Extracción con fluidos en condiciones supercríticas. Los fluidos llevados 

a condiciones supercríticas presentan un elevado poder disolvente, debido en parte 

a que tienen baja viscosidad y elevado coeficiente de difusión, lo que permite 

disolver solutos y penetrar en los poros de los sólidos. En condiciones supercríticas 

la densidad puede ajustarse realizando pequeños cambios de presión y la 
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temperatura, lo que permite aislar productos puros, lo anterior es una ventaja para 

la aplicación de estos fluidos como agentes de extracción. 

 

1.4.5. Extracción y purificación de metabolitos secundarios a partir del árbol 

de nim. En cuanto a la extracción de los compuestos producidos por el árbol del 

nim, la mayoría de estudios se han realizado tomando como materia prima la semilla 

del nim mediante extracción sólido-líquido. El solvente utilizado para las 

extracciones sólido-líquido permite lograr una selectividad diferente hacia ciertos 

compuestos. Badshah et al., probaron la toxicidad de los extractos de semilla de 

nim en el piojo harinoso, Phenacoccussolenopsis Tinsley. Para la extracción 

utilizaron agua, acetona y hexano, empleando el método de maceración, con una 

relación de 0,16 g de polvo de semillas por mL de cada disolvente, por 72 h. Los 

resultados obtenidos por los autores mostraron que los extractos acetónicos y 

hexanoicos causaron el 100% de mortalidad en el insecto de prueba, después de 

48 h y una semana de tratamiento, respectivamente. Por otro lado, los extractos 

acuosos después de una semana tan sólo alcanzaron un 67% de mortalidad. Estos 

resultados muestran que, según el solvente empleado, se obtendrán diferentes 

compuestos y concentraciones de los mismos, lo que tendrá un efecto directo en la 

actividad insecticida.  

 

En la Tabla 1 se presentan diferentes técnicas utilizadas para extraer los 

compuestos del árbol de nim, las cuales dependen de la parte utilizada del árbol, 

del solvente y del método de extracción, entre otros. Tal como se puede apreciar la 

mayoría de estos estudios se han dedicado a la extracción de los compuestos 

presentes en la semilla o fruto del nim, donde predominan los métodos de extracción 

sólido-líquido empleando solventes de diferentes polaridades.  
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Tabla 1. Técnicas de extracción según las partes de la planta, método y solvente 

empleados. 

Parte del 
árbol 

Solvente 
Método de 
extracción 

Concentración 
de AZA 

Referencia 

Hoja 
Agua-etanol 
(70%, 80%, 

90% v/v) 

Percolación 
No hay 

presencia 

Alves et al. 

[51] 

Fruto 
Agua-etanol 

(70%, 80%) 

Maceración 

asistida por 
ultrasonido 

0,05 g/ml 
Paula et al. 

[52] 

Semilla Diclorometano Soxhlet 0,89% p/p 
Dubhashi et 

al. [53] 

Semilla Hexano y agua Soxhlet 

422 ppm 

(hexánico) y 
150 ppm 

(acuoso) 

Esparza-
Díaz et al. 

[54] 

Semilla 
CO2 

supercrítico 

Fluidos 

supercríticos 
5,68 µg/g 

Arias et al. 

[55] 

Semilla Metanol 

Maceración 

asistida por 
microondas 

2,55% p/p 
Dai et al. 

[22] 

Fuente: Alves, Paula, Dubhashi, Esparza-Díaz, Arias, Dai 

 

Para que un proceso de extracción pueda ser escalado y pueda cumplir con los 

parámetros de calidad, es necesario establecer las variables del proceso que 

permitan la máxima eficiencia de extracción. Hismathet al. optimizaron las 

condiciones de extracción de compuestos fenólicos a partir de hojas de nim 

utilizando acetona como solvente, por medio de la metodología de superficie de 

respuesta. Para esto, aplicaron un diseño central compuesto con el fin de determinar 

los efectos de la relación hoja/solvente, tiempo de extracción y la temperatura de 

extracción en el contenido de fenoles totales. Sus resultados muestran que la 

relación hoja/solvente y el tiempo de extracción fueron las variables más 

significativas, encontrando como condiciones óptimas una relación de 48,5% p/v, 

tiempo de extracción de 59,25 minutos, y una temperatura de 41°C [56].  
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Otros autores como de Paula et al. trabajaron en la optimización de la extracción 

asistida por ultrasonido de AZA de las semillas del árbol de nim. Para este fin utilizó 

la metodología de superficie de respuesta, con un diseño de tipo Box-Behnken, 

tomando como variables independientes la concentración de etanol, la temperatura 

y la relación semilla/solvente. El punto óptimo se obtuvo a una concentración 

del75% v/v, una temperatura de 30°C y una relación semilla/solvente del 0,55 

g/mL[52]. El diseño de superficie de respuesta de tipo Box-Behnkenpermite 

combinaciones en los puntos medios del rango establecido, lo cual es 

especialmente útil cuando se sabe cuáles son los límites de operación, permitiendo 

la estimación eficiente de los coeficientes de primer y segundo orden. Como los 

diseños Box-Behnken suelen tener menos puntos de diseño, pueden ser menos 

costosos de realizar que los diseños centrales compuestos con el mismo número 

de factores.  

 

Otra etapa que puede o no incluirse en el proceso en la elaboración de los extractos, 

es la de purificación. Los extractos son mezclas complejas, en las cuales las 

moléculas activas pueden encontrarse en presencia de otras sustancias, que tienen 

poca o ninguna actividad biológica, pero con estructuras químicas casi idénticas 

[57]. Por otro lado, aunque estas sustancias no tengan actividad biológica, pueden 

actuar en algunas ocasiones de forma sinérgica con los principios activos de forma 

positiva, aumentando su actividad biológica o por el contrario actuar de forma 

negativa, disminuyéndola. Por lo anterior, la decisión para incluir una o varias etapas 

de purificación en el proceso dependerá de factores económicos y técnicos [58]. 

 

Entre las técnicas de purificación más empleadas se encuentran las 

cromatográficas: un ejemplo es el trabajo de Sharma et al. quienes lograron obtener 

una concentración de AZA del 60% a partir de la purificación de extractos 

metanólicos de semilla de nim, por medio de cromatografía líquida a presión media 

en fase inversa (MPLC) [59]. Otros autores que emplearon separación por 

cromatografía en columna, fueron Jarviset al. quienes a partir de los extractos de 
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semilla de nim con diclorometano, lograron separar la AZA con un alto grado de 

pureza, empleando una columna Biotage, utilizando como fase móvil diferentes 

relaciones de acetato de etilo y éter de petróleo [60].Otra técnica empleada para la 

purificación de los extractos de la semilla del nim es por fraccionamiento con 

solventes. Schroeder y Nakanishi lograron aislar la AZA con una pureza del 70%, 

obteniendo fracciones con agua, éter de petróleo y acetato de etilo, siendo en esta 

última la fracción en la cual se detectó la AZA [61]. Como se ha hecho referencia 

los métodos reportados en la literatura están orientados a la purificación de los 

extractos de semilla, pues para los extractos de hoja de nim no se encontraron 

trabajos de este tipo.  

 

1.4.6. Caracterización de extractos de nim. Diversos estudios muestran la 

importancia de la AZA como molécula con potencial insecticida. Debido a que esta 

molécula se puede aislar por medio de técnicas cromatográficas a concentraciones 

que se pueden considerar casi pura (> 90%), la AZA se ha establecido como el 

patrón para medir la calidad de los extractos y productos insecticidas elaborados a 

partir del árbol del nim[45][46].  

 

La técnica más empleada para la cuantificación de la AZA presente en los extractos 

es la cromatografía líquida de alta presión (HPLC por sus siglas en inglés). El 

método emplea una columna C-18, una fase móvil de agua/acetonitrilo y un detector 

de arreglo de diodos (DAD) [47][48]. Para mejorar la precisión y exactitud del 

método de cuantificación Thejavathi et al., plantearon el uso de anisol como 

estándar interno [49]. 

 

Otros autores como Dai et al., han propuesto otras técnicas como la 

espectrofotometría UV-Vis [50]. Los métodos antes citados han sido probados en 

los extractos de semilla, lo cuales tienen una composición diferente a la hoja, por lo 

que es necesario modificarlos para que se adapten a esta materia prima. Un ejemplo 

es la presencia de clorofila, la cual en el caso de la semilla es mínima, mientras que 
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en la hoja este pigmento se encuentra en una alta concentración, pudiendo interferir 

en las medidas espectrofotométricas.    

 

1.4.7 Actividad biológica presente en los extractos de nim. A partir de los 

estudios realizados a los extractos de la semilla y hojas del nim, se considera que 

hay más de 100 limonoides que podrían tener diferentes tipos de actividad biológica 

[35][36]. Entre las propiedades de los compuestos presentes en el nim se destaca 

su actividad insecticida y repelente, por sus usos en el control de plagas en el sector 

agroindustrial. Un ejemplo es el trabajo realizado por Venzon et al., quienes 

evaluaron los efectos de los extractos de la semilla de nim en dos plagas comunes 

del cultivo del café, los minadores de hojas (Leucopteracoffeella) y el ácaro rojo del 

café (Oligonychusilicis). Los resultados de las pruebas realizadas en plantas de 

invernadero, mostraron que en las hojas tratadas con 0,1 g/L de Azadiractina A 

(AZA), los huevos y las larvas no lograron desarrollarse hasta su estado adulto [37]. 

 

Los insecticidas se clasifican según la vía de penetración, el tiempo de acción, su 

naturaleza o modo de acción en el insecto [38]. Según la vía de penetración la 

acción de los insecticidas puede ser por ingestión, contacto o inhalación. Para 

evaluar la mortalidad por contacto se usa la técnica de impregnación de superficie. 

Kim et al., probaron la actividad insecticida de 30 extractos y 5 aceites esenciales 

en la mortalidad, por contacto con superficie, de los adultos de Sitophilusoryzae (L.) 

(gorgojo del arroz). Encontraron que las respuestas variaron dependiendo del 

material vegetal y el tiempo de exposición, encontrándose una mortalidad de hasta 

el 90% con los extractos de Acoruscalamus (cálamo aromático), después de 4 días 

de exposición [39].  

 

Para evaluar la acción de los insecticidas por ingestión, generalmente en insectos 

que se alimentan de hojas, granos o sus derivados, se utiliza la metodología de 

impregnación de alimento o sustrato. Athanassious et al., evaluaron el efecto 

insecticida del NeemAzal®, un insecticida comercial a base de nim, en adultos de 
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gorgojos del arroz, por impregnación de granos de centeno y avena. Los resultados 

mostraron un 100% de mortalidad después de 14 días de exposición, a 

concentraciones superiores de 100 ppm de NeemAzal®[40]. 

 

Otros autores evaluaron específicamente las propiedades insecticidas de la AZA. 

Tineet al. estudiaron la AZA en concentraciones subletales por aplicación tópica en 

adultos de Blattaorientalis L. (cucaracha), encontrando efectos tóxicos, además de 

una reducción significativa del contenido de los ovarios [41]. Nathanet al. evaluaron 

el efecto de la AZA en la mortalidad en hembras del saltamontes marrón 

(Nilaparvatalugens). Las pruebas por aplicación tópica en el área dorsal mostraron 

mortalidad en los insectos, estableciendo como concentraciones subletales DL50 = 

0,47 ppm y DL90 = 0,96 ppm [42].  

 

Para explicar el mecanismo de acción insecticida de los extractos del nim y 

específicamente de la AZA, diversos estudios han señalado que este compuesto 

estaría inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa (AChE) [42][43]. La acetilcolina 

(ACh) es el neurotransmisor en muchas sinapsis (colinérgicas) del sistema nervioso 

autónomo y de las conexiones neuromusculares de los insectos. Dado que la AChE 

degrada la ACh tras la estimulación del nervio, la inhibición de la AChE debido a la 

acción de un insecticida permite la acumulación de ACh, generando la sobre 

estimulación de los nervios del corazón, musculatura, ojos, glándulas, tracto 

gastrointestinal y sistema respiratorio, lo que al final conlleva a la muerte del insecto 

[44].  

 

Los estudios anteriormente citados muestran el potencial que tienen los extractos 

del árbol de nim para ser usados como bioplaguicidas en el control de plagas de 

cultivos y granos almacenados, generando un impacto positivo al sector 

agroindustrial. 
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1.5 FORMULACIÓN DE INSECTICIDAS 

 

La formulación es el proceso por el cual se logra obtener como prototipo la 

composición cuantitativa (fórmula) de un insecticida a escala de laboratorio, 

teniendo en cuenta su funcionalidad, su tiempo de vida útil y otras propiedades 

específicas. La formulación implica la asociación y mezcla de diversas materias 

primas de origen sintético o natural, entre las que se distinguen los principios 

activos, los coadyuvantes y aditivos [74]. 

 

Como fin último lo que se busca en la formulación es lograr tener un insecticida que 

tenga un alto nivel de eficacia, que sea de fácil uso, que sea seguro para el uso 

humano, que cumpla con las normas legales respectivas y que genere la menor 

contaminación ambiental, al mínimo costo. Este es un concepto que se ha venido 

utilizando en las últimas décadas, pues anteriormente se les daba gran importancia 

a factores técnicos y económicos, pasando por alto otros aspectos como los 

ambientales y su efecto en la salud humana. Los insecticidas como los 

organofosforados y órgano clorados, eran económicos y de fácil acceso, lo que en 

una primera etapa permitió aumentar la productividad del campo y controlar 

vectores de enfermedades. Sin embargo, ahora se sabe que estos insecticidas 

pueden permanecer durante largos periodos de tiempo en el medio ambiente e 

incluso en los alimentos, bio acumulándose en las cadenas tróficas, generando 

grandes daños a la salud humana y los ecosistemas naturales[75]. 

 

Según el área de uso y la forma como se debe aplicar el insecticida, éste puede 

venir en diferentes presentaciones. Un ejemplo son los insecticidas aplicados en 

cultivos en el sector agrícola. Estos productos generalmente son aplicados 

mediante sistemas de aspersión directa, con lo cual se busca cubrir la mayor área 

del cultivo en el menor tiempo posible. Por lo anterior, para este caso se utilizan 

insecticidas líquidos a unas condiciones específicas de viscosidad, pues de lo 

contrario podría tapar las boquillas de los aspersores, ocasionando daños en los 
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equipos de fumigación. En la Tabla 2 se muestran algunas de las presentaciones 

más comunes de formulaciones. 

 

Tabla 2. Presentaciones de formulaciones para los insecticidas comerciales más 

comunes. 

Presentación Descripción 

Aerosol 

Líquido contenido a presión en un recipiente el cual al 

accionar una válvula por el efecto de un propelente se 

dispersa en forma de finas gotas. 

Concentrado 

emulsionable 

Líquido homogéneo para ser aplicado como emulsión, 

luego de ser diluido en agua. 

Concentrado 

soluble 

Líquido homogéneo que, al ser diluido en agua, forma 

una solución verdadera del compuesto activo, pudiendo 

contener auxiliares de formulación insolubles. 

Evaporable 
Producto a base de activo(s) volátil(es), cuyos vapores 

se desprenden de modo controlado en el aire. 

Fumígeno 

Formulación combustible, generalmente sólida y 

condiferentes formas, la cual durante su combustión o 

ignición, libera la(s) sustancias(s) activa(s) en forma de 

humo. 

Gel emulsionable 
Formulación gelatinizada para ser aplicada como una 

emulsión en agua. 

Granulado 
Formulación sólida, uniforme, en forma de gránulos con 

dimensiones bien definidas, para aplicación directa. 

Fuente: Moscardó, et al. [76] 
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1.6 PRINCIPIO ACTIVO 

 

Son los compuestos, tanto de origen sintético o vegetal, que le dan las propiedades 

funcionales al producto. En el caso de los insecticidas, son los compuestos que 

tienen el efecto tóxico sobre los insectos. Los principios activos insecticidas se 

pueden clasificar, según su modo de acción, en tres grupos. En el primero se 

encuentran los insecticidas que actúan por contacto, por lo que el insecto debe 

entrar en contacto directo con el insecticida. Este tipo de productos generalmente 

vienen en forma líquida, para ser aplicados por pulverización sobre la superficie, 

con el fin de dejar una capa lo más uniforme posible. En el segundo grupo se 

encuentran los insecticidas que actúan por ingestión, los cuales deben ser 

consumidos por el insecto. Generalmente estos productos se presentan en forma 

sólida o semisólida, en combinación con un alimento atrayente para la plaga de 

interés. En el tercer grupo se encuentran los insecticidas que actúan por inhalación 

o fumigación. Estos insecticidas actúan cuando se encuentran en forma gaseosa, 

por lo que su presentación comercial, generalmente es en forma de sólidos o 

líquidos que, al ser aplicados, se volatilizan rápidamente[77].  

 

1.7 COADYUVANTES 

 

Son compuestos que pueden aumentar la acción tóxica y la efectividad del principio 

activo insecticida. Aunque estos compuestos por sí solos tengan poca o nula 

actividad biológica, cuando se mezclan con el principio activo hacen que éste 

aumente notoriamente en algunos casos su acción. Los coadyuvantes pueden 

actuar de forma física (humectantes y adhesivos) o bioquímica (acción 

sinérgica)[78]. 

 

1.7.1 Humectantes. Son compuestos que permiten reducir la tensión superficial de 

un producto líquido, permitiendo que éste se extienda sobre una superficie sólida 

de forma uniforme. Cuando se aplica un insecticida líquidopor pulverización, al caer 
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sobre una superficie vegetal (hojas, granos, tallos, etc.), metálica, polimérica o 

cerámica, lo ideal es que se forme una película, que permita que los principios 

activos se extiendan de manera uniforme sobre ella. Sin embargo, en la mayoría de 

ocasiones las superficies tienen un carácter hidrófobo o están cubiertas por una 

capa cérea, que ocasiona que en lugar de una película se forme una dispersión de 

gotas, las cuales fácilmente por la acción de la gravedad o viento, se desprenden 

sin dejar ningún residuo sobre la superficie tratada[77].  

 

Como una medida de la humectación de un líquido se toma el ángulo que se forma 

entre la tangente al arco del círculo máximo en uno de sus extremos con la 

superficie, el cual se denomina ángulo de contacto. Se considera que una buena 

humectación se logra cuando los valores angulares son menores a 90°. Además, 

otro factor a tener en cuenta para el caso de los insecticidas, es que la coraza de 

quitina de los insectos tiene un carácter hidrófobo, por lo que para logra el adecuado 

contacto entre el producto insecticida y el insecto, son muy importantes los 

humectantes. Entre los compuestos más empleados como humectantes, se 

encuentran los tensoactivos no iónicos y los alcoholes etoxilados.  

 

1.7.2 Adhesivos. Son compuestos que fijan los principios activos insecticidas sobre 

una superficie. Debido a la acción del viento o el agua los insecticidas se pueden 

desprender de la superficie rápidamente, haciendo que el efecto del insecticida dure 

muy poco tiempo. No obstante, para que los compuestos hagan su efecto, al 

contacto con el insecto se debe desprender de la superficie, por lo que en la 

adherencia debe existir un balance[79].  

 

Muchos agentes humectantes también actúan como agentes adhesivos, ya que al 

evaporarse el solvente, generalmente agua, estos forman una película, que ayuda 

también a disminuir la rápida evaporación de compuestos muy volátiles. Algunos de 

los compuestos adhesivos más utilizados son la caseína, las gomas, gelatinas, 

polímeros sintéticos y derivados de la celulosa[80]. 
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1.7.3 Sinergistas. Son compuestos que refuerzan el poder insecticida, los cuales 

actúan mediante mecanismos bioquímicos aumentando el valor tóxico del producto. 

Actualmente se sabe que el modo de acción de muchos de los compuestos 

sinergistas es la inhibición de las enzimas oxidativas que degradan los compuestos 

insecticidas en el organismo de los insectos. Lo anterior debido a que algunos de 

los compuestos sinergistas tienen un parecido estructural conlos principios activos, 

por lo que la inhibición es de tipo competitiva[77]. 

 

Sin embargo, una de las principales barreras para que puedan desarrollarse 

insecticidas comerciales a partir de extractos del nim, es la degradación que sufren 

algunos de sus principios activos, tanto durante el periodo de almacenamiento, 

como durante su periodo de uso. Cuando se utiliza el término estable en 

almacenamiento, se refiere a productos que no han perdido más del 20% de los 

compuestos activos después de un año de almacenamiento en anaquel a 

temperatura ambiente (25°C) [62]. Jarviset al. encontraron que la estabilidad de la 

AZA se reduce sustancialmente por la presencia de disolventes próticos, como el 

agua y los ácidos. Sin embargo, una excepción que observaron los autores fue la 

estabilidad de la AZA en alcoholes, en los cuales la AZA se mostró muy estable, 

incluso en soluciones del 50% v/v de alcohol (etanol) en agua [63]. 
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2. HIPÓTESIS 

 

Mediante la adecuada extracción y caracterización de los compuestos activos 

presentes en las hojas del nim, es posible formular un bioplaguicida para el control 

del gorgojo del arroz, plaga de granos almacenados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer la formulación y un método de producción de un bioinsecticida a escala 

de laboratorio a partir de los extractos de las hojas de nim, para ser empleado en el 

control del gorgojo del arroz. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Establecer los protocolos que permitan la caracterización fisicoquímica y la 

determinación de la actividad biológica de los extractos y formulados de hoja 

de nim en el gorgojo del arroz. 

 

• Evaluar métodos y solventes para la extracción de los compuestos de las 

hojas del nim, explorando diferentes condiciones de operación. 

 

• Maximizar la azadiractina presente en los extractos de hoja de nim mediante 

la modificación de los parámetros de extracción utilizando el mejor método 

establecido. 

 

• Evaluar diferentes métodos de purificación y refinación de los extractos, que 

permitan mejorar su calidad. 

 

• Formular un bioinsecticida para el control de Sitophilus oryzae (gorgojo del 

arroz) a partir de los extractos de la hoja del nim. 
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4. ESTABLECIMIENTO DE LOS PROTOCOLOS DE CARACTERIZACIÓN DE 

LOS EXTRACTOS Y FORMULADOS INSECTICIDAS ELABORADOS A PARTIR 

DE LAS HOJAS DE NIM 

 

4.1 METODOLOGÍA 

 

Figura 6. Metodología general para el establecimiento de los protocolos de 

caracterización de los extractos y formulados insecticidas elaborados a partirde las 

hojas de nim. 

 

 

 

4.1.1 Reactivos, materiales y solventes. Para las extracciones se utilizó etanol 

industrial (≈ 96%) suministrado por Zumotec S.A. y hexano (> 99,9%, Merck). Como 

estándares y patrones se emplearon limoneno (≈ 97%, Sigma Aldrich), 

Azadirachtina (AZA)(> 95%, Sigma Aldrich), ácido tánico (> 99,9%, Sigma Aldrich), 

α-terpineol (> 97%, Sigma Aldrich) y α-pineno (> 97%, Sigma Aldrich). Como fase 

móvil para HPLC se usaron agua (tipo I (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado 

HPLC, Sigma Aldrich). Para los controles positivos de las pruebas biológicas se 

usaron los insecticidas sintéticosmalatión (MAL) (> 98%, Merck) y deltametrina 

(DEL) (> 99,9%, Merck). Las hojas de nim fueronrecolectadas y suministradas por 
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Zumotec S.A, provenientes de árboles con más de tres años de haber sido 

plantados en la zona del Magdalena Medio (Santander, Colombia). 

 

4.1.2 Producción de los extractos de hoja de nim. Los extractos se prepararon 

por maceración, con hexano y etanol, según la metodología propuesta por Liauwet 

al. [73]. Los extractos fueron preparados mezclando el polvo de hoja denim con 

cada uno de los solventes por separado, en recipientes ámbar de 25 mL en una 

relación de 30% peso de hoja/volumen de solvente. El tiempo de extracción fue de 

24 h a temperatura ambiente en reposo. Posteriormente los extractos fueron 

filtrados utilizando papel filtro de 0,45 µm con el fin de retirar el material vegetal y se 

llevaron a sequedad mediante rotoevaporación, quedando un sólido de color oscuro 

al cual se le denomina extracto (E). Este sólido fue rediluido hasta una 

concentración de 3% p/v en etanol. A continuación, las muestras fueron filtradas en 

un filtro de jeringa, con un tamaño de poro de 0,45 µm y se almacenaron en viales 

a una temperatura de 2°C hasta su posterior análisis. 

 

4.1.3 Evaluación de los métodos de caracterización fisicoquímica. Para la 

caracterización fisicoquímica se evaluaron dos métodos: cromatografía líquida 

HPLC y espectrofotometría UV-Vis. 

 

4.1.3.1 Evaluación del método de caracterización fisicoquímicapor HPLC. Para 

la determinación del método cromatográfico se partió de lo propuesto por 

Thejavathi, R. et al [49]. El equipo usado es un cromatógrafo líquido de alta 

resolución de Agilent Technologies, modelo 1100, con inyector automático, bomba 

cuaternaria y un detector DAD. Para la separación se usó la columna Zorbax C-18 

(Agilent, 250 x 4,6 mm), el volumen de inyección fue de 10 µL de muestra y la lectura 

se realizó a 214 nm. El flujo de la fase móvil fue de 1 mL/min de acetonitrilo/agua al 

40% v/v durante 5 minutos, para después aumentar el porcentaje de acetonitrilo en 

un gradiente lineal durante 3 minutos hasta llegar al 100% y mantenerlo durante 4 

minutos. El tiempo total de corrida es de 12 minutos, seguido de 5 minutos de pos-
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corrida al 40% v/v de acetonitrilo/agua para eliminar cualquier pico que quedara de 

la muestra anterior. El software utilizado para el análisis fue Chem Station B.01.03. 

 

Como estándar interno se seleccionaron tres patrones (limoneno, α-terpineol yα-

pineno), debido a que en la revisión bibliográfica se encontró que tenían similitud 

espectral con los compuestos de interés (ya que absorben a 214 nm) y no se 

encontraban presentes en la muestra, dos características primordiales que debe 

cumplir el estándar interno. Para ello se inyectaron al cromatógrafo soluciones de 

AZA (0,5 mg/mL) y de cada uno de los compuestos (0,6 mg/mL), diluidos en etanol, 

con el fin de identificar los tiempos de retención. A continuación, se inyectaron los 

extractos rediluidos al 3% en etanol, con el fin de establecer los tiempos de retención 

y la repuesta de la señal de los compuestos obtenidos de la hoja de nim. A partir de 

estos datos se estableció el estándar interno más apropiado para esta separación.  

 

Una vez seleccionado el estándar interno, se prepararon 6 soluciones de AZA 

(0,35%, 0,76%, 1,17%, 1,58%y 2% p/p) en etanol y se agregó una cantidad (2% p/p) 

igual del compuesto elegido como estándar interno a cada una. Las muestras fueron 

inyectadas al cromatógrafo y a partir de la relación entre el área de la AZA y el 

estándar interno, se construyó la curva de calibración. 

 

4.1.3.2 Evaluación del método de caracterización fisicoquímica por 

espectrofotometría UV-Vis. Para las pruebas espectrofotométricas se utilizó un 

espectrofotómetro ultravioleta visible Shimadzu UV-2401 PC, operando a una 

resolución de 1 nm. Se usó una celda de cuarzo de 10 mm. Para la caracterización 

de los extractos por espectrofotometría UV-Vis,se utilizó la metodología de Daiet 

al.[81]: auna solución de 0,7 mL de extracto de hoja de nim o estándar en etanol, se 

le adicionó 0,2 mL de una mezcla de vainillina en metanol (0,02 mg/mL). Después 

de agitar manualmente, lamezcla se dejó a temperatura ambiente por 2 min. 

Posteriormente se adicionó ácido sulfúrico concentrado (0,3 mL al 98% p/p) en tres 

alícuotas de 0,1 mL cada una, y se agitó la mezcla por 10 segundos después de 
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cada adición, formándose dos capas. A continuación, se agregaron 0,7 mL de 

metanol para convertir la mezcla de dos fases en una solución homogénea. 

Finalmente se deja por 5 min a temperatura ambiente para la posterior medición de 

absorbancia por espectrofotometría UV-Vis. El blanco corresponde a la misma 

solución sin el compuesto patrón o extracto añadido. 

 

Para hacer la cuantificación de compuestos por espectrofotometría se utiliza la ley 

de Beer-Lambert, la cual establece que, para las mezclas, como es el caso de los 

extractos, la absorbancia total a cualquier longitud de onda será la suma de las 

absorbancias de cada uno de los compuestos, asumiendo que no hay interacciones 

entre ellos (Ecuación 1). 

 

Ecuación 1. Ley Beer-Lambert de para mezclas de compuestos  

 

Ai = εCi l 

 

Amezcla = ∑Ai =

n

i =1

∑εCil

n

i =1

 

 

Donde: 

Ai= absorbancia del compuesto a una determinada longitud de onda 

 = coeficiente de absorción 

Ci = la concentración del compuesto a una determinada longitud de onda 

l = longitud atravesada por la luz 

Amezcla= absorbancia total de la mezcla a una determinada longitud de onda 

 

Dai et al. proponen que en los extractos existen terpenos simples, limonoides y 

taninos [81]. Por lo anterior para la cuantificación de estos grupos de compuestos, 

se emplearon patrones de limoneno, AZA y ácido tánico, respectivamente, como 

moléculas modelo representativas de los extractos reales. Para determinar la 
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longitud de onda a la cual las muestras debían ser leídas, se hiso un barrido desde 

200 nm hasta 800 nm. A continuación, se prepararon 6diluciones para la AZA (0,02, 

0,17, 0,33, 0,48, 0,64 y 0,8 mg/mL), para el limoneno (0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10 y 

0,12 mg/mL) y para el ácido tánico (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 y 0,06 mg/mL) en 

etanol para todos los casos, y se registró el valor de la absorbancia para la longitud 

de onda seleccionada para cada compuesto. Con estos datos se construyeron las 

curvas de calibración para cada compuesto. Por último, para evaluar y validar el 

método se analizó la concentración de los compuestos en los extractos de la hoja 

de nim. 

 

4.1.4 Evaluación de los métodos de caracterización de la actividad insecticida. 

 

4.1.4.1. Material entomológico para los ensayos de mortalidad. Para la 

recolección del material biológico se realizaron visitas a los centros de acopio de 

granos en el área metropolitana de Bucaramanga, para determinar cuál era la plaga 

con mayor persistencia. Se recolectaron muestras y se identificaron los ejemplares  

colectados, según sus características taxonómicas, confirmando que la especie era 

Sitophilusoryzae (gorgojo del arroz). Para esto se consultó un especialista en 

coleóptera profesor Germano Henrique Rosado-Neto y se visitó la colección 

entomológica de referencia del Museo Padre Jessus Santiago Moure de la 

Universidade Federal do Paraná, en Curitiba, Paraná, Brasil. 

 

La colonia del gorgojo se estableció en el Laboratorio del Centro de Investigaciones 

de Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander 

(UIS). Para establecer la generación inicial (Fo) de individuos se seleccionaron al 

azar 400 ejemplares, sin sexar, los cuales fueron separados en grupos de 80 

individuos, colocados en recipientes plásticos de 150 mL, con 50 g de arroz y 

tapados con tela 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. Se llevó a cabo un monitoreo cada 8 días separando los 
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individuos del arroz para ser depositados en un nuevo recipiente con las mismas 

condiciones al anterior, permitiendo así que los huevos depositados en el arroz del 

primer recipiente pasen a adultos; buscando utilizar adultos jóvenes, sanos y de una 

misma edad en los ensayos de mortalidad. 

 

Para la caracterización de la actividad insecticida de los extractos en estos 

individuos se evaluaron tres métodos: aplicación tópica, impregnación de superficie 

y de alimento. 

 

4.1.4.2 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por aplicación tópica. Para ello se utilizó el protocolo propuesto por 

Liu y Ho modificado [82]. Se seleccionaron gorgojos del arroz adultos, sin sexar, los 

cuales fueron tratados tópicamente en la zona dorsal o ventral (Figura7), con los 

extractos rediluidos al 3% de las hojas de nimenetanol al 96% (Control (-)). Además, 

se utilizaronmalatión (MAL) y deltametrina (DEL) al 0,02% p/v como controles 

positivos, pues son insecticidas usualmente usados para el control de este tipo de 

plagas en los graneros. 

 

Se aplicó 1 μL de los tratamientos, en cada uno de los insectos, con una 

microjeringa Hamilton de 5 μL, provista de descargador repetitivo. Para los extractos 

se utilizó una concentración del 3% p/v y para los insecticidas 0,02% p/v en etanol 

para los dos casos. Para los controles se empleó etanol al 96%. Los experimentos 

se realizaron en total en nueve réplicas, siendo que en cada tratamiento se usaron 

36 individuos. Cada bioensayo se realizó por triplicado en días diferentes. Después 

del tratamiento, los gorgojos se colocaron en vasos plásticos de 1/2 onza, con 0,05 

g de alimento (arroz) y fueron cubiertos con tapas perforadas que permitían la 

respiración. El registro de mortalidad se realizó a las 72, 96 y 144 h postratamiento.  
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Figura 7. Zona de topicación dorsal (1) y ventral (2) en el gorgojo del arroz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Dinutaet al. [83] 

 

4.1.4.3 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por impregnación de superficie. Para los ensayos de impregnación 

de superficie no porosa se utilizaron tubos de ensayo de vidrio de 4 mL a los cuales 

se les aplicó 100 µL de los extractos, insecticidas comerciales y los controles. Para 

los extractos se utilizó una concentración del 3% p/v y para los insecticidas 0,02% 

p/v en etanol para los dos casos. Para los controles se empleó etanol al 96%. Los 

tratamientos se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 minutos. A 

continuación, fueron introducidos 4 gorgojos por tarro, con 0,05 g de alimento (arroz) 

y se cerraron con una malla que permitía el intercambio de gases con el exterior. 

Los experimentos se realizaron en total en nueve réplicas, siendo que en cada 

tratamiento se usaron 36 individuos. Cada bioensayo se realizó por triplicado en 

días diferentes. El registro de mortalidad se realizó a las 72, 96 y 144 

hpostratamiento. 

 

4.1.4.4 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por impregnación de alimento. A partir de la metodología propuesta 

por Stadler, para la normalización de las variables ecofisiológicas durante el 

1 

2 
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desarrollo del gorgojo del arroz, se propuso una nueva metodología, para evaluar el 

efecto de los tratamientos por ingestión en la misma especie [84]. Para los ensayos 

de impregnación de alimento 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. Empleando una 

jeringa de extrusión se obtuvieron pellets con un tamaño de 5 mm x 10 mm 

aproximadamente. Los pellets se llevaron a un secador hasta que se obtuvo una 

humedad promedio del 12%. A cada uno se le aplicó 100 µL y se dejaron secar a 

temperatura ambiente por 10 minutos. Para los extractos se utilizó una 

concentración del 3% p/v y para los insecticidas 0,02% p/v en etanol para los dos 

casos. Para los controles se empleó etanol al 96%. Para las pruebas se colocó un 

pellet por insecto. Seguidamente se colocaron 4 gorgojos y los pellets con 

tratamiento en un vaso plástico de 1/2 onza el cual fue cubierto con una tapa 

perforada que permitía la respiración. Los experimentos se realizaron en total nueve 

réplicas, siendo que en cada tratamiento se usaron 36 individuos. Cada bioensayo 

se realizó por triplicado en días diferentes. El registro de mortalidad se realizó a las 

72, 96 y 144 h postratamiento. 

 

4.1.5 Análisis estadístico de los datos. Para la realización 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) mediante el 

programa estadístico STATISTIC 11. De acuerdo al valor P se infirió un nivel de 

confianza del 95% sobre las variables de respuesta. 

 

Para todos los bioensayos el porcentaje de mortalidad (%M) se calculó con la 

ecuación de Abbott, la cual sustrae a la mortalidad observada en el tratamiento 

(Mtratamiento), la mortalidad que se presenta en el control negativo (Mcontrol), lo cual 

permite cuantificar la actividad real del insecticida, eliminando cualquierclase de 

interferencias ambientales o errores de manipulación (Ecuación 2) [85]. 

Ecuación 2. Ecuación de Abbott 
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       %M = 
Mtratamiento - Mcontrol

100 - Mcontrol

x100 

 

4.1.6 Elección de los protocolos de caracterización fisicoquímica y de 

actividad insecticida. A partir de los datos obtenidos de la evaluación de los 

diferentes métodos de caracterización, se construyeron tablas comparativas para 

cada uno. Las variables que se presentan en las tablas, fueron tomadas como 

criterios de selección de los protocolos para la caracterización fisicoquímica y de 

actividad insecticida, de los extractos, extractos purificados y formulados, en los 

capítulos subsiguientes. 

 

4.2 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

4.2.1 Elección del estándar interno para HPLC. La elección del  estándar interno 

para HPLC es complicada, debido a que el compuesto debe tener propiedades 

cromatográficas y espectrales similares con los compuestos que se quieren 

analizar, pero no debe estar naturalmente presente en las muestras. Los 

compuestos presentes en los extractos del nim son terpenos de gran tamaño 

(tetranortriterpenos), altamente oxigenados, propios de la familia Meliaceae[86]. 

 

Esta especificidad de los compuestos, sumado al poco desarrollo que hay en su 

aislamiento, hace que sea difícil encontrar estándares de compuestos diferentes a 

los que tiene la planta de nim. No obstante, terpenos de menor tamaño, comunes 

en aceites esenciales de plantas aromáticas, presentan similaridad espectral 

(absorben entre 210 nm y 230 nm) con la AZA[87].  

 

Por lo anterior se seleccionaron tres candidatos que cumplían este requisito como 

posibles estándares internos: limoneno, α-terpineol y α-pineno. Al ser analizados 

por HPLCa las condiciones estándar, se encontró que el único que se retenía en la 
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columna era el α-terpineol a un tiempo de 9,9 minutos, tal como se muestra en la 

Figura8.Lo anterior puede explicarse por la afinidad que tienen los grupos OH del 

compuesto con la fase estacionaria de la columna C-18 (sílice). 

 

Figura 8. Cromatograma del estándar deα-terpineol a 214 nm, con un detector DAD, 

una columna C18 y una fase móvil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min. 

 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

Para que un compuesto pueda ser utilizado como estándar interno, no debe 

solaparse con los compuestos de interés, ni con los otros compuestos de la muestra , 

pues esto genera interferencias que afectan la cuantificación. En la Figura9 se 

observa el cromatograma del estándar de AZA, el cual eluye a un tiempo de 5,1 

minutos. Cuando se compara con el tiempo de retención del α-terpineol se observa 

que los picos están separados, pero que esta separación es de apenas 4,8 minutos, 

lo que permite hacer una adecuada cuantificación del analito, sin que los tiempos 

de corrida sean muy extensos, lo cual facilita el análisis de las muestras. 
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Figura 9. Cromatograma del estándar de AZA a 214 nm, obtenido con un detector 

DAD, una columna C18 y una fase móvil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min. 

 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

En la Figura10 se observa el cromatograma obtenido a 214nm del extracto etanólico 

de las hojas de nim. Se aprecia que, para en este extracto no eluyen otros 

compuestos en el mismo tiempo de retención del α-terpineol. También es importante 

esta respuesta pues debido a que la AZA tiene una estructura y respuesta espectral 

similar a otros limonoides, se podría usar el α-terpineol como estándar interno para 

su cuantificación. 

 

Los resultados anteriores muestran que el α-terpineol es un compuesto idóneo para 

ser usado como estándar interno para la cuantificación de la AZA por HPLC, 

utilizando una columna C18 y una fase móvil de acetonitrilo/agua, debido a que 

absorbe a 214 nm, tiene una respuesta similary se retiene en la columna C18 a un 

tiempo diferente a otros compuestos presentes en el extracto, los cualesson 

requisitos necesarios para la cuantificación del compuesto de interés relativo al 

estándar interno. De igual forma, si se identifican otros limonoides presentes en los 
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extractos, por técnicas como HPLC acoplado a masas, se podría hacer su 

cuantificación por este método. 

 

Figura 10. Cromatogramaa λ = 214 nmdel extracto etanólico obtenido por 

maceración de las hojas delnim ( ̶ ) y utilizando α-terpineol como estándar interno (-

-), con un detector DAD, una columna C18 y una fase móvil de acetonitrilo/agua a 

un flujo de 1 mL/min. 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

4.2.2 Obtención de la curva de calibración y cuantificación de la AZA en los 

extractos por HPLC. En la Figura 11 se observa la curva de calibración obtenida 

para la cuantificación de AZA, utilizando α-terpineol como estándar interno por 

HPLC. Se observa que el parámetro R2= 0,9721, lo cual indica que la curva se ajusta 

bastante bien a los datos experimentales validando el modelo matemático para 

establecer la concentración de la AZA en las muestras, el cual es válidoen un 

intervalo de concentraciones de 0,5% a 2,5% p/pde AZA/extracto. 
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Figura 11. Curva de calibración para diferentes concentraciones de AZA/α-terpineol 

obtenidapor HPLC a una longitud de onda de 214 nm, equipado con un detector 

DAD, una columna C18 y una fase móvil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min. 

 

 

 

4.2.3 Evaluación del método de caracterización fisicoquímica por 

espectrofotometría UV-Vis. En la Figura 12 se presentan los espectros de 

absorción de AZA, ácido tánico y limoneno, los cuales fueron utilizados como 

patrones para la cuantificación de limonoides, taninos y terpenos simples, 

respectivamente. Los resultados obtenidos difieren de los reportados por Daiet al., 

en los cuales los picos de absorbancia se encuentran en longitudes de onda en el 

rango visible del espectro, mientras que los obtenidos en este trabajo estaban en el 

ultravioleta, a pesar que se utilizaron patrones, solventes y métodos de preparación 

de las muestras idénticos a los empleados por los autores [47]. 
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Figura 12. Longitud de onda vs Absorbancia de Aza (limonoides), acido tánico 

(taninos) y limonenos (terpenos simples), mediante espectrofotometría UV-Vis 

utilizandouna cubeta de cuarzo de 10 mm. 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

A partir de los resultados se propusieron otras longitudes de onda diferentes a la 

literatura, en el rango UV del espectro. Estas longitudes de onda fueron:para los 

limonoides(con respecto a AZA) de 255 nm, para los taninos (con respecto al ácido 

tánico)de 221 nm y para los terpenos simples (con respecto al limoneno) de 250 

nm. Tomando lectura a las longitudes de onda antes establecidas, se trazaron las 

curvas de calibración para cada uno, tal como se muestra en la Figura 13, con base 

en la ley de Beer-Lambert (Ecuación 1). Tal como se observa en la Figura, las curvas 

para los tres compuestos tienen un buen ajuste lineal, por lo que podrían emplearse 

para la cuantificación de estos compuestos cuando se encuentran puros. 
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Figura 13. Curvas de calibración de limonoides (AZA) (A), taninos (Ácidotánico) (B) 

y terpenos simples (limoneno) (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

y = 1,1395x + 0,0848
R² = 0,9803

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

A
b

so
rb

a
n

c
ia

 

Concentración mg/mL

A 

y = 1,3x - 0,0112

R² = 0,9826

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0 0,02 0,04 0,06 0,08

A
b

so
rb

a
n

c
ia

 

Concentración mg/mL

B 

y = 1,1271x - 0,0211

R² = 0,9872

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0 0,05 0,1 0,15

A
b

so
rb

a
n

c
ia

 

Concentración mg/mL

C 



 

70 
 

A partir de las curvas de calibración yde la ley de Beer-Lambert, se obtuvieron las 

ecuaciones para la absorbancia para los compuestos analizados. Con estos 

resultados y siguiendo la metodología de Daiet al. se obtuvo un modelo matemático 

multivariable, tal como se muestra en la Ecuación 3. 

 

Ecuación 3. Modelo matemático multivariable a partir de la ley de Beer-Lambert, 

para la cuantificación de limonoides (Li), terpenos simples (Ts) y taninos (Ta), en los 

extractos de nim (E) 

 

A = ε l C 

 

C =ε-1 A 

 

C = |

CLi

CTs

CTa

|ε = |

ελ1
Li ελ1

Ts ελ1
Ta

ελ2
Li ελ2

Ts ελ2
Ta

ελ3
Li ελ3

Ts ελ3
Ta

|                  A = |

Aλ1
E

Aλ2
E

Aλ3
E

| 

 

Donde: 

 = coeficiente de absorbancia 

C = concentración del compuesto en el extracto 

A = absorbancia del extracto medida a una determinada longitud de onda 

λ1 = longitud de onda de la Azadiractina como referencia para limonoides (Li)  

λ2 = longitud de onda del limoneno como referencia para terpenos simples  (Ts) 

λ3 = longitud de onda para  Taninos (Ta)  

E = extracto de hoja de nim 

 

A continuación, se obtuvieron los espectros de los extractos etanólicos y hexanoicos 

de las hojas del nim,tal como se muestran en la Figura 14. Con estos valores de 

absorbancia, utilizando elmodelo matemático multivariable(Ecuación 3), se 
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encontraron los valores de concentración de cada uno de los compuestos que se 

muestran en la Tabla 3. 

 

Figura 14. Longitud de onda vs Absorbancia de los extractos etanólicos y 

hexanoicos de la hoja de nim. 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

Tabla 3. Concentración delimonoides, terpenos simples y taninos, en los extractos 

etanólicos y hexanoicos del nim, utilizando el modelo matemático multivariable 

según la metodología propuesta porDaiet al. 

 

Concentración [mg/ml] 
Extracto 
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Extracto 

hexanoico 

Limonoides 0.221 0.214 

Terpenos simples 0.001 -0.014 

Taninos 0.008 0.005 
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Tal como se observa en la Tabla 3, las concentraciones que se obtienen por el 

modelo matemático para los compuestos seleccionados, son incongruentes. La 

base principal para la cuantificación por medio de este método es tener estándares 

que tengan similitud de todos los compuestos presentes en los extractos, es decir 

que absorban en el mismo rango del espectro. El error que se observa enlos datos 

del modelo, se puede deber a que se parte de la premisa que los extractos están 

compuestos por limonoides, taninos y terpenos simples. No obstante, si hay 

presencia de otros compuestos que también estén absorbiendo a esas mismas 

longitudes de onda, se generan interferencias, que no permiten que el modelo 

matemático prediga de forma adecuada la concentración de los compuestos. Como 

se muestra en los artículos, para los extractos de semilla del nim, que es la base del 

método planteado por Daiet al.,el modelo permite predecir las concentraciones de 

los compuestos. Pero para el caso de los extractos de la hoja de nim, el modelo no 

tiene un buen ajuste, debido posiblemente a la presencia de otros compuestos, que 

generan interferencia y no permiten hacer una cuantificación de los compuestos de 

interés con este método.  

 

4.2.4 Elección del protocolo de caracterización fisicoquímica. En la Tabla 4 se 

observa la comparación entre los métodos de caracterización por HPLC y por 

espectrofotometría UV-Vis. 

 

Tabla 4. Comparación métodos de caracterización fisicoquímicos por HPLC y 

espectrofotometría UV-Vis 

 

Método 
analítico 

Compuestos que 
permite analizar 

Tipo de 
análisis 

Tiempo de 

preparación y 
análisis por muestra 

HPLC AZA Cuantitativo 14 min 

UV-Vis 
Limonoides, taninos y 

terpenos simples 
Cualitativo 10 min 
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El método de espectrofotometría UV-Vis se basa en la absorbancia mostrada por 

los patrones de sustancias similares a todos los compuestos presentes en la 

mezcla. Según la literatura consultada, los compuestos serían los terpenos simples 

(limoneno), los taninos (ácido tánico)y los limonoides (AZA). Sin embargo, cuando 

se midieron los extractos de hoja de nim, se encontró que el modelo matemático no 

predecía las concentraciones reales de estos compuestos. Esto debido a que la hoja 

de nim contiene otras sustancias diferentes a las de los extractos elaborados a partir 

de la semilla, por lo que este método no sería adecuado para la cuantificación de 

las sustancias de interés presentes en los extractos de esta investigación. 

 

Además, otro método evaluado fue el de HPLC. Este método separa los 

compuestos de la mezcla, permitiendo analizar cada uno de ellos de forma 

individual. Debido a que únicamente existía un patrón con alto grado de pureza para 

la AZA (>90%), sólo para esta sustancia fue posible identificar su tiempo de 

retención y realizar su cuantificación, a un intervalo de concentraciones entre 0,5 y 

2,5% p/p. Aunque otros compuestos con actividad biológica e insecticida pueden 

estar presentes en los extractos del nim, según autores como Tomé et al. establecen 

que la AZA es el compuesto que posee mayor actividad, por lo que se ha convertido 

en el referente de la calidad para la medición de la efectividad de los extractos y los 

productos insecticidas comerciales elaborados a partir de los mismos[89]. Por esta 

razón, se escogió el método de caracterización por HPLC para la caracterización 

fisicoquímica del principio activo presente en los extractos de hoja de nim y los 

formulados que con ellos se elaboraron. 

 

4.2.5 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por aplicación tópica. En la Figura 15 se presentan los resultados 

de la prueba de mortalidad del gorgojo del arroz por la aplicación tópica de los 

tratamientos en la zona dorsal y ventral, con respecto al tiempo después de la 

aplicación. Se observa que la mortalidad en las primeras horas es muy baja para 

todos los tratamientos, en ambas zonas de aplicación, donde se evidencia que sólo 
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hasta después de 96 h se presenta actividad insecticida, la cual es inferior al 10% 

incluso para los insecticidas convencionales. El test de Shapiro-Wilkrevelaque los 

datos no presentan una distribución normal (W=0,819, p=0,004), por lo que se aplica 

el test de Kruskal-Wallis, que muestra que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos a las diferentes horas. 

 

Los resultados muestran que por aplicación tópicalos compuestos insecticidas 

tienen una baja actividad, lo cual se puede deber principalmente a que la cutícula 

en estas zonas, en especial para el gorgojo del arroz, son gruesas y endurecidas 

(muy esclerotizadas), ofreciendo una barrera física a la entrada de sustancias 

químicas que puedan afectar al insecto[90]. 

 

Figura 15. % M contra Tiempo después de la aplicación (h): zona dorsal (A) y ventral 

(B) en el gorgojo del arroz. T=25°C y HR= 94% 
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Otros autores han reportado resultados similares a los obtenidos en esta 

investigación. Pungitoreet al. evaluaron la mortalidad en gorgojos del arroz, 

provocada por triterpenos extraídos de una planta autóctona de la pampa argentina, 

llamada rama blanca (Junelliaaspera), encontrando mortalidad por ingestión, más 

no por aplicación tópica [91]. Lo anterior confirma que por esta ruta existe una mayor 

resistencia a la entrada de sustancias insecticidas, debido a barreras anatómicas 

propias del insecto, lo que no permite evaluar de manera adecuada la actividad 

tóxica que puedan tener los compuestos en el organismo del gorgojo. 

 

4.2.6 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por impregnación de superficie. La Figura 16 ilustra los resultados 

de mortalidad del gorgojo del arroz por impregnación de superficie no porosa, contra 

el tiempo después de la aplicación de los tratamientos. 
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Figura 16. % M contra Tiempo después de la aplicación de los tratamientos por 

impregnación sobre la superficie no porosa. T=25°C y HR= 94%. 

 

Fuente: Guerrero, 2016. 

 

En la Figura 16 se observa que todos los tratamientos presentan mortalidad, 

obteniéndose la mayor a 144 h para el extractoetanólico con un 83,3% ± 4,1. Para 

los insecticidas comerciales se ve que el tiempo de respuesta inicial es corto, pues 

a las 72 h ya se ha alcanzado casi el total de la mortalidad (MAL= 52,7% ± 6,1 y 

DEL=63,8% ± 4,8); en cambio los extractos comienzan a tener una actividad 

insecticida significativa después de las 96 h de aplicación. Este tiempo de respuesta 

se puede deber al modo de acción de los mismos, pues los insecticidas 

convencionales sonmoléculas más volátiles que los limonoides del nim y presentan 

un efecto fumigante, por lo que es posible que además de la absorción por las 

extremidades, también estén ingresando por la respiración, cuyo efecto es mucho 

más rápido que la absorción. 
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El test de Shapiro-Wilk revela que los datos no presentan distribución normal 

(W=0,8899, p=0,055), por lo que se aplica el test de Kruskal-Wallis, mostrando que 

sólo hay diferencias significativas entre el % M del extractoetanólico a 144 h con el 

que se da a 72 h (p=0,0178), lo cual indica que para utilizar este método para 

caracterizar la actividad tóxica de los bioinsecticidas producidos a partir del nim, el 

tiempo de la prueba debe ser como mínimo de 144 h. 

 

4.2.7 Evaluación del método de caracterización de la actividad insecticida de 

los extractos por impregnación de alimento. En la Figura 17 se observan los 

resultados para la prueba de mortalidad del gorgojo del arroz por impregnación de 

alimento (pellet de harina de trigo), contra el tiempo después de la aplicación de los 

tratamientos. Para este método los extractos presentan a las 114 h una mortalidad 

del 19,4% ±2,4 para el extractoetanólico al 3% p/v y del 11,1% ± 4,8 para el 

extractohexanoico al 3% p/v, la cual es baja comparada con la de la DEL al 0,02% 

que alcanzó en ese mismo periodo una mortalidad del 72% ± 13,4. Sin embargo la 

dispersión de los datos es bastante grande, debido al mismo diseño de prueba, pues 

ésta permite que la mortalidad de los individuos pueda ser provocada por efectos 

antialimentarios, de contacto, por ingestión y hasta fumigantes, los cuales se dan 

de forma simultánea. Es posible incluso que debido a los efectos antialimentarioslos 

gorgojos no consumieran la harina del pellet, lo cual significaría que el extracto 

protegió al pellet de la acción destructiva del insecto. 

 

El test de Shapiro-Wilk muestra que los datos no presentan distribución normal (W 

= 0,8159, p = 0,004), por lo que se aplica el test de Kruskal-Wallis, mostrando no se 

presentan diferencias estadísticamente significativas entre las variables. 

 

 

 

 

 



 

78 
 

 

Figura 17. % M contra Tiempo después de la aplicación de los tratamientos en el 

pellet de harina. T=25°C y HR= 94%. 

 

 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

4.2.8 Elección del protocolo de caracterización de la actividad biológica. En la 

Tabla 5 se observa la comparación entre los métodos de caracterización biológica 

por aplicación tópica, impregnación de superficie y de alimento. A partir de los 

resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se selecciona como método de 

caracterización de la actividad biológica en cuanto a mortalidad de los extractos y 

formulados elaborados a partir del nim, la impregnación de superficie no porosa. 

Este método permite evaluar el efecto en el organismo de los insectos, sin tener 

falsos negativos, por interacción de los compuestos con barreras anatómicas del 

gorgojo del arroz. Además, la desviación estándar es más baja en comparación con 

el método de impregnación de alimento, por lo que se pueden tener datos más 
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precisos. Para tener medidas concluyentes en cuanto al % M las medidas se deben 

tomar después de 144 h de haber sido aplicado el tratamiento. 

 

Tabla 5.Comparación de los métodos de caracterización de la actividad biológica 

por aplicación tópica, impregnación de superficie y de alimento, de los extractos 

etanólicos y hexanoicos. 

 

Método 
% M con los 

extractos 

Desviación estándar 

del % M 

Tiempo de 

lectura 

Aplicación tópica 8,5% ± 4,5% 144 h 

Impregnación de 

superficie 
83,3% ± 4,1% 144 h 

Impregnación de 

alimento 
19,44% ± 13,5% 144 h 

 

4.3 CONCLUSIONES 

 

Se estableció como protocolo para la caracterización fisicoquímica de los extractos 

y formulados elaborados a partir de la hoja del árbol de nim, la metodología por 

HPLC empleando como estándar interno α-terpineol, pues permite la 

cuantificacióndel contenido de AZA en un intervalo de concentraciones de 0,5% a 

2,5% p/p. 

 

De los protocolos probados para la caracterización de la actividad biológica en 

cuanto a mortalidad en el gorgojo del arroz de los extractos y formulados de nim, se 

seleccionó la impregnación de superficie no porosa, pues para la especie de insecto 

seleccionada, permite ver la mortalidad debido a los efectos que tienen los extractos 

en su organismo. 
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5. EVALUACIÓN DE MÉTODOS Y SOLVENTES DE EXTRACCIÓN DE LOS 

COMPUESTOS PRESENTES EN LAS HOJAS DEL NIM A DIFERENTES 

CONDICIONES DE OPERACIÓN 

 

5.1 METODOLOGÍA 

 

Figura 18. Metodología general para la evaluación de métodos y solventes de 

extracción de los compuestos presentes en las hojas del nim. 

 

 

 

5.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizó etanol 

industrial (≈ 96%) suministrado por Zumotec S.A, acetato de etilo (> 99,9%, Merck), 

hexano (> 99,9%, Merck) y agua destilada. Para las caracterizaciones por HPLC, 

se usaron como fase móvilagua (tipo I (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado HPLC, 

Sigma Aldrich), y como estándar interno α-terpineol (> 97%, Sigma Aldrich). Las 

hojas y las semillas delnim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, 

provenientes de árboles con más de tres años de haber sido plantados en la zona 

del Magdalena Medio (Santander, Colombia). 
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5.1.2 Caracterización de la hoja de nim. Las hojas del nim fueron caracterizadas 

mediante análisis próximo con el fin de establecer su contenido de humedad (ASTM 

D4442–07), cenizas (ASTM D1102-84), extractivos acuosos (ASTM D1110-84), 

extractivos orgánicos (ASTM D1107-96), holocelulosa y alfacelulosa (ASTM D1103-

60) y lignina klason (ASTM D1106-96).  

 

5.1.3 Acondicionamiento del material vegetal. Las hojas de nim 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 días. 

Posteriormente se molieron hasta obtener un tamaño de partícula de 1 mm en 

molino de cuchillas. Finalmente, el polvo resultante fue almacenado en botellas 

ámbar a temperatura ambiente. 

 

5.1.4 Producción de los extractos de hoja de nim por el método de maceración . 

Para maceración se evaluaron el efecto dela polaridad del solvente (agua destilada 

(A), etanol (ET), acetato de etilo (AE) y hexano (H)), la agitación (0 y 500 rpm) y 

relación sólido solvente (10% y 30% peso de hoja/volumen de solvente), empleando 

un diseño de experimentos 2k con una repetición. Los extractos se prepararon 

mezclando el polvo de nim con cada uno de los solventes por separado, en 

recipientes ámbar de 25 mL en las relaciones establecidas por el diseño. El tiempo 

de extracción fue de 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente los extractos 

fueron filtrados utilizando papel filtro de 0,45 µm con el fin de retirar el material 

vegetal. 

 

Debido a que algunos de los solventes utilizados pueden por sí solos generar 

mortalidad (como el hexano o el acetato de etilo) en las pruebas de actividad 

biológica, los extractos crudos se llevaron a sequedad mediante rotoevaporación, 

quedado un sólido oscuro al cual se le denomina extracto (E), para luego ser 

rediluido hasta una concentración de 3% p/v, en agua destilada (parael extracto 

acuoso EA) o etanol al 96% (paraextracto etanólicoEE, extracto acetato de etilo EAE 
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y extracto hexanoicoEH). La caracterización fisicoquímica se realizó por HPLC y la 

de actividad insecticida por impregnación de superficie, según los protocolos 

establecidos en el capítulo 1. El cálculo del porcentaje de rendimiento (% R)de 

extracto se realizó mediante el uso de la ecuación 4. 

 

Ecuación 4. Porcentaje de rendimiento de los E con respecto al peso de hoja seca. 

% R = 
g de E

g de hoja seca
 *100 

 

5.1.5 Producción de los extractos de hoja de nim por el método Soxhlet. Para 

la extracción por Soxhletse evaluó el efecto del solvente (A, E, AE y H), dondetodas 

las pruebas se hicieron porduplicado. Las muestras vegetales (10 g) fueron puestas 

en dedales de papel filtro con diámetro de poro 0,45 µm y fueron sometidas a 

extracción por 5 h. Al finalizar fueron rotoevaporados hasta sequedad y rediluidos 

hasta una concentración del 3% p/v tal como se muestra en el numeral anterior. La 

caracterización fisicoquímica se realizó por HPLC y la actividad insecticida por 

impregnación de superficie, según los protocolos establecidos en el capítulo 1. El % 

R se calculó con la ecuación 4. 

 

5.1.6 Producción de los extractos a partir de la semilla de nim. Con el fin de 

comparar los resultados en cuanto a concentración de AZA obtenidos con la hoja 

del nim con los obtenidos con la semilla, una vez seleccionadas se prepararon 

extractos a las mejores condiciones y solventes encontrados en los métodos de 

maceración y Soxhlet en los numerales anteriores. 

 

5.1.7 Análisis estadístico de los datos. Para la realización 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) mediante el 

programa estadístico STATISTIC 8. De acuerdo al valor p se infirió un nivel de 

confianza del 95% sobre las variables de respuesta. Para el estudio de los datos 
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obtenidos por maceración se utilizó un análisis de varianza anidado (ANOVA 

anidado), pues se tiene una variable medida (AZA o % M) y grupos de variables 

(agitación y relación sólido/solvente) anidadas a una variable nominal de más alto 

nivel (solvente). El diseño y los análisis se hicieron empleando el programa 

estadístico STATGRAPHICS Centurión.  

 

5.1.8 Elección del método y el solvente de extracción de los compuestos de la 

hoja del nim. A partir de los datos obtenidos de la evaluación de los diferentes 

métodos de extracción, teniendo en cuenta los solventes y condiciones de 

operación, se construyeron tablas comparativas para cada uno. Las variables que 

se presentan en las tablas fueron tomadas como criterios de selección del método 

y solvente de extracción. 

 

5.2 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

5.2.1 Caracterización de la hoja de nim. La información obtenida del análisis 

próximo de la hoja de nim se presenta en la Tabla 6. Como puede observarse, las 

hojas presentan un alto contenido en compuestos volátiles y un bajo contenido en 

carbón fijo, lo cual es común para el material vegetal de este tipo, siendo en esta 

fracción donde se encuentran los compuestos de interés. Los datos de humedad 

fueron utilizados para hallar los rendimientos de los extractos con respecto a la hoja 

seca. 

 

Tabla 6. Análisis próximo de la hoja del nim 

 

 % p/p 

Humedad 11,6 ± 0,06 

Volátiles 81,69 ± 0,1 

Carbón fijo 0,13 ± 0,02 

Cenizas 9,39 ± 0,08 
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Holocelulosa 35,39 ± 0,48 

Alfa celulosa 12,83 ± 0,38 

Lignina 17,73 ± 1,16 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

5.2.2 Producción de los extractos de hoja de nim por el método de maceración . 

En la Figura 19 se observa el rendimiento de los extractos con respecto al solvente 

de extracción, la agitación (0 y 500 rpm) y la relación hoja/solvente de extracción 

(10% y 30% p/v). El mejor rendimiento obtenidofue del 9,85% ± 0,37para el EAa 0 

rpm, seguido por el EE con 6,31% ± 0,71 a 500 rpm, ambos a una relación del 30% 

p/v (hoja solvente).  

 

Figura 19. % R de extracción por maceración de hoja de nim con respecto al 

solvente, la agitación (0 y 500 rpm) y relación hoja/solvente de extracción (10% y 

30% p/v). 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 
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Sin embargo, cuando se comparan estos resultados con los de la Figura 20, en la 

cual se presenta el % de AZA obtenido con respecto al solvente utilizado, la 

agitación (0 y 500 rpm) y la relación hoja/solvente de extracción (10% y 30% p/v), 

se observa que la mayor concentración de AZA se obtiene para el EE con un 1,28% 

± 0,37 a 0 rpm y una relación de 30%.  

 

Figura 20. % AZA obtenido por extracción por maceración de hoja de nim con 

respecto al solvente, la agitación (0 y 500 rpm) y relación hoja/solvente de extracción 

(10% y 30% p/v). 

 

 

 

Fuente: Guerrero[88] 

 

Los resultados indican que, a pesar de que el mayor rendimientose obtiene con 

agua, este solvente no es selectivo para la AZA pues su concentración en el EA es 

cercana a 0% a las condiciones evaluadas. Dichos resultados concuerdan con los 

datos encontrados en el trabajo de Esparza et al., quienes obtuvieron un 

rendimiento del 83% en extractos acuosos de semilla de nim, pero sólo consiguieron 

0,05% p/v de AZA, mostrando que, aunque el extracto acuoso tenga rendimientos 
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mayores al resto de los extractos, la cantidad de AZA que puede ser encontrada en 

éstos es muy reducida, independientemente si son extraídos de semilla u hoja[54]. 

 

Con referencia a las condiciones de operación, se ve que para el caso de los EE no 

hay diferencias significativas (p=0,745), mientras que para los EAE se ve una 

diferencia, aunque no significativa (p=0,073), de los extractos obtenidos a una 

relación del 30% p/v, sin agitación (0 rpm). 

 

Mediante un análisis de varianza ANOVA anidado, se determinó el grado de 

significancia de las variables independientes en la concentración de AZA. El análisis 

estadístico muestra que el solvente y la relación hoja/solvente tienen un valor p de 

0,023 y 0,000, respectivamente. Debido a que el valor p es menor a 0,05 para los 

dos casos, esto indica que estas variables de proceso tienen un mayor efecto en la 

concentración de AZA, en especial la relación hoja/ solvente. 

 

La Figura 21 muestra la actividad insecticida obtenida en el gorgojo del arroz por 

impregnación de superficie de los extractosrediluidos (ER) al 3% p/v en etanol, con 

respecto al solvente de extracción, la agitación y la relación hoja/solvente de 

extracción (10% y 30% p/v). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

87 
 

Figura 21. % M del gorgojo del arroz por impregnación de superficie de los ER al 

3% p/v, extraídos por maceración con respecto al solvente de extracción, la 

agitación (0 y 500 rpm) y la relación hoja/solvente de extracción (10% y 30% p/v). 

T=25°C HR=70% 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

Se observa que la mayor mortalidad fue del 87,5% de los individuos cuando se 

utilizó etanol como solvente de extracción, auna relación del 10% hoja/solvente, sin 

agitación. Por otro lado, para los EAE el mayor efecto insecticida fue del 18%, 

mientras que para los EH fue del 33,3% a una relación 30% hoja/solvente sin 

agitación. Ningún extracto acuoso presentó mortalidad, lo cual es entendible al 

comparar estos resultados con los del %AZA, corroborando que efectivamente no 

hay presencia de AZA u otros limonoides quienes son los responsables de la 

actividad insecticida.  

 

El análisis de varianza ANOVA anidado muestra que para el % M, las variables que 

tienen mayor efecto son la agitación y la relación hoja/solvente con un valor p de 

0,000 y 0,001, respectivamente. Sin embargo, no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre los EE obtenidos a una relación de 10% y 30%(p=1,00), a 

diferencia de lo que sucede con la agitación, pues a 0 rpm es mucho mejor que a 
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500 rpm (p= 0,025). Cuando se comparan los resultados de mortalidad con los 

resultados del %AZA se observa que entre las condiciones no hay diferencias 

significativas en la concentración del compuesto, por lo que es posible que esta 

diferencia en la mortalidad entre los extractos etanólicos con agitación y sin 

agitación, es que a 500 rpm se rompan algunas estructuras celulares, liberando 

compuestos que podrían generar interferencia en la absorción o efecto insecticida 

en el gorgojo del arroz.  

 

5.2.3 Producción de los extractos de hoja de nim por el método Soxhlet. En la 

Figura 22 se observan los rendimientos obtenidos por el método Soxhletde hoja con 

los diferentes solventes. Tal como se obtuvo en la extracción por maceración el 

mayor % R es para los EA, no obstante, su valor es de 5,9% que es un 4% inferior 

al valor más alto que se obtiene por maceración. Esta disminución también se 

aprecia en los EE pues por Soxhletse obtiene un % R de 1,3% que es 5% menos 

de lo que se obtiene por maceración para estos extractos. Debido a que la 

extracción por Soxhlet opera a la temperatura de saturación del solvente, esta 

disminución en el rendimiento de los EA y EE puede estar relacionada con su 

temperatura de ebullición, la cual para el agua es de 100°C y para el etanol de 80°C, 

lo que podría generar la degradación y volatilización de algunos compuestos.  
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Figura 22. % R de los extractos obtenidos de la hoja de nim por extracción Soxhlet 

con respecto al solvente de extracción. 

 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

Este efecto de la temperatura también se observa para el caso de los EAE y EH 

pero de forma inversa, pues sus rendimientos aumentan durante la extracción 

Soxhlet en comparación con la maceración, donde para EAE es de 3,8% (2,4% 

mayor al obtenido por maceración), y para EH es 1,78% (1% mayor que el obtenido 

por maceración).  

 

En la Figura 23, se observan el % AZA obtenido por Soxhlet para cada uno de los 

solventes de extracción. Para este método de extracción el mayor contenido de AZA 

fue del 0,82% en los extractos obtenidos con hexano. Este porcentaje es mayor que 

el que se obtuvo con el mismo solvente por maceración, sin embargo, para los otros 

solventes se presenta una disminución en la concentración de AZA. La mayor 

disminución se presenta para los EE, quienes por Soxhlet obtuvieron una 

concentración del 0,74%, que fue 0,54% menor a la obtenida por maceración. Los 

resultados muestran que utilizar temperaturas mayores a 70°C podría generar la 
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degradación de la AZA, mientras que temperaturas mayores a 80°C se produce la 

degradación y volatilización de otros compuestos. 

 

Figura 23. % AZA extracción por Soxhlet de hoja de nim con respecto al solvente 

de extracción. 

 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

En la Figura 24 se observa la actividad insecticida producida en el gorgojo del arroz 

por impregnación de superficie de los extractos obtenidos por Soxhlet rediluidos al 

3% p/v, contra el solvente de extracción. La mayor actividad insecticida la tiene el 

EE, con un 33% ± 4,1. Cuando se comparan estos resultados con el método de 

extracción por maceración, se aprecia una disminución en la actividad insecticida, 

lo cual es congruente con los resultados que se reportaron de % AZA, lo cual estaría 

relacionado con las temperaturas de operación de cada solvente. Por otro lado, los 

extractos por Soxhlet obtenidos con hexano y acetato de etilo tuvieron un aumento 

en su mortalidad a 41,6% ± 8,3 y 27,8% ± 6,3, respectivamente. Ninguno de los 

extractos acuosos mostró actividad insecticida.  
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Figura 24. % M del gorgojo del arroz por impregnación de superficie de los ER al 

3% p/v, extraídos por Soxhlet de la hoja de nim con respecto al solvente de 

extracción. T=25°C HR=70%. 

 

 

Fuente: Guerrero[88]. 

 

5.2.4 Producción de los extractos a partir de la semilla del nim. Para la 

elaboración de los extractos a partir de la semilla del nim, se siguió en general el 

mismo protocolo que para las hojas. Para la extracción por maceración se utilizó 

como solvente de extracción etanol, a una relación del 30% semilla/solvente, un 

tiempo de 24 h de extracción y sin agitación. Para la extracción por Soxhlet se tomó 

como solvente hexano a un tiempo de extracción 5 h. Para los extractos obtenidos 

por maceración el rendimiento fue del % y por Soxhlet el rendimiento fue del %. 

 

Los resultados se presentan en la Figura 25, en la cual se observa que el mayor 

contenido de AZA se presenta en el extracto obtenido por maceración con etanol, 

con un 2,72% ± 0,01. Cuando se compara este resultado con el obtenido por la 

misma técnica utilizando la hoja de nim, se aprecia que el contenido del AZA en la 

semilla es cercano al doble que el de la hoja, no obstante, se comprueba que las 
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dos materias primas presentan los mismos compuestos a los cuales se les atribuye 

la actividad insecticida. 

 

Figura 25. % AZA para los extractos de semilla de nim obtenidos por maceración 

con etanol a una relación 30% p/v y extracción de Soxhlet con hexano 

 

 

En la Tabla 7 se hace un análisis de costos solamente con relación a la materia 

prima, a partir de los resultados obtenidos y de los costos actuales del mercado. Los 

costos de la materia prima se sacaron a partir de los precios que maneja la empresa 

ZUMOTEC S.A y de otros productores pequeños ubicados en el departamento de 

Santander y sur del Cesar. Se puede apreciar que, aunque la cantidad de AZA en 

las semillas es mayor, esto se compensa con el costo y la disponibilidad de la 

misma, haciendo que sea desde este parámetro más rentable la producción de los 

extractos a partir de las hojas. 
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Tabla 7. Costo de la AZA con respecto al material vegetal (MV) (hoja o semilla) 

utilizando el método de maceración a una relación 30% p/v utilizando etanol como 

solvente de extracción 

 

Parte de la planta Semilla Hoja 

Costo promedio (COL$/g) 70 20 

% R (g de E/g de MV) 7,20% 6,30% 

Cantidad de extracto por Kg de MV (g) 72 63 

% AZA p/p 2,73% 1,28% 

Cantidad de AZA (g) 1,9656 0,8064 

Costo del g de AZA en base al MV 

(COL$/g de AZA) 
35.714 24.801 

 

5.2.5 Elección del método y solvente de extracción de los compuestos de la 

hoja del nim. A partir de los resultados obtenidos se elaboró la Tabla 8, donde se 

comparan los mejores resultados para cada uno de los métodos de extracción. 

Como se observa el método de extracción que permite obtener una mayor 

concentración de AZA y actividad insecticida es la maceración, utilizando etanol 

como solvente. Para el caso de Soxhlet el mejor solvente de extracción fue hexano, 

pero la cantidad de AZA y por ende la capacidad insecticida, no supera lo obtenido 

con etanol. 

 

Tabla 8. Comparación de los métodos y solventes de extracción para la hoja de nim 

 

Método de extracción Mayor %AZA Solvente de extracción % M 

Maceración 1,28% Etanol 87,5% 

Soxhlet 0,82% Hexano 41,6% 
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5.3 CONCLUSIONES 

 

El método más adecuado para la extracción de los compuestos insecticidas de la 

hoja del nim es la maceración utilizando como solvente etanol, pues tuvo una 

concentración de AZA de 1,28% p/p y un % M de 87,5%. 

 

Para la extracción por maceración se determinó que para el % AZA el efecto del 

solvente era significativo, mientras que para el % M era la agitación. Mientras que 

para las dos variables de respuesta fue significativo el aporte de la relación 

hoja/solvente. 
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6. MAXIMIZACIÓN DE LA AZADIRACTINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS 

DE HOJA DE NIM MEDIANTE LA MODIFICACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE 

EXTRACCIÓN POR MACERACIÓN 

 

6.1 METODOLOGIA 

 

Figura 26. Metodología general para la maximización de la azadiractina presente en 

los extractos de hoja de nim 

 

 

 

6.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizó etanol 

industrial (≈ 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por 

HPLC, se usaron como fase móvil agua (tipo I (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo 

(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estándar interno α-terpineol (> 97%, Sigma 

Aldrich) de acuerdo al protocolo determinado en el capítulo 1. Las hojas del nim 

fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, provenientes de árboles con 

más de tres años de haber sido plantados en la zona del Magdalena Medio 

(Santander, Colombia). 

 

6.1.2 Diseño experimental tipo Box-Behnken. A partir de los resultados obtenidos 

en el capítulo anterior, se escogieron como parámetros la relación hoja/solvente (% 

p/v), agitación (rpm) y el tiempo de extracción (h), con el fin de conocer su influencia 
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sobre la concentración de azadiractina (% AZA). El diseño Box-Behnken consiste 

en un conjunto de experimentos donde cada par de parámetros es variado entre sus 

niveles bajo y alto, mientras los demás parámetros experimentales se fijan en el 

nivel medio. En la Tabla 9se presentan los niveles para cada una de las variables. 

 

Tabla 9. Niveles de los parámetros del diseño de experimentos tipo Box-Behnken. 

 

 Bajo Medio Alto 

Agitación (rpm) 0 250 500 

Relación hoja/solvente(% p/v) 10 30 50 

Tiempo de extracción (h) 12 30 48 

 

El diseño fue completamente aleatorio y consistió en 15 combinaciones, incluyendo 

tres repeticiones del punto central.  

 

6.1.3 Producción y cuantificación de la AZA en los extractos de hoja de nim. 

Las extracciones se realizaron por maceración utilizando etanol como solvente, tal 

como se estableció en el capítulo 2. Los extractos se prepararon mezclando el polvo 

de hoja de nim con el solvente en recipientes ámbar de 25 mL en las relaciones 

establecidas por el diseño. El proceso de extracción se realizó a temperatura 

ambiente. Posteriormente los extractos fueron filtrados utilizando papel filtro de 0,45 

µm con el fin de retirar el material vegetal. A continuación, los extractos crudos se 

llevaron a sequedad mediante rotoevaporación, quedado un sólido oscuro al cual 

se le denomina extracto (E), para luego ser rediluido hasta una concentración de 

3% p/v en etanol al 96%. La cuantificación de la AZA se realizó por HPLC, según 

los protocolos establecidos en el capítulo 1. 

 

6.1.4 Maximización del % AZA y validación del modelo matemático. El análisis 

de los resultados experimentales, se realizó por medio de la metodología de 

superficie de respuesta mediante el software estadístico Minitab 17. Las superficies 
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de respuesta se graficaron utilizando el software MATLAB 8.2.A partir del modelo 

matemático, empleando el software estadístico, se encontraron los valores de las 

variables de operación, en las cuales se maximiza el % AZA. Con los puntos que se 

establecieron se preparó una muestra, se analizó la concentración de AZA por 

HPLC y los resultados se compararon con los valores predichos por el modelo. 

 

6.2 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

6.2.1 Efecto de los parámetros de extracción en el % AZA. La Tabla 10 muestra 

el % AZA recuperada en los extractos a las condiciones establecidas en el diseño 

Box-Behnken con respecto al tiempo de extracción (h), agitación (rpm) y relación 

hoja/solvente (% p/v). 

 

 

Tabla 10. Resultados del % AZA a partir de un diseño Box-Behnken variando la 

agitación, la relación hoja/solvente y tiempo de extracción 

 

Tiempo de 

extracción (h) 

Agitación 

(rpm) 

Relación 

hoja/solvente 

(% p/v) 

% AZA 

(% p/p) 

Desviación 

estándar 

12 250 50 1,44 0,23 

30 250 30 1,61 0,18 

48 0 30 1,64 0,13 

30 0 50 1,33 0,12 

30 250 30 1,59 0,10 

30 500 50 1,69 0,07 

30 500 10 1,30 0,06 

30 0 10 1,18 0,06 

12 250 10 1,38 0,04 
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Tiempo de 

extracción (h) 

Agitación 

(rpm) 

Relación 

hoja/solvente 

(% p/v) 

% AZA 

(% p/p) 

Desviación 

estándar 

48 250 10 1,71 0,04 

12 0 30 1,18 0,03 

12 500 30 1,16 0,03 

48 250 50 1,53 0,02 

30 250 30 1,61 0,02 

48 500 30 1,82 0,01 

 

Como puede observarse, el mayor contenido de AZA en los extractos es 1,82%, 

obtenido a 48 h, 500 rpm y una relación hoja/solvente de 30% p/v. Para determinar 

los efectos que tienen las variables sobre el % AZA, se realizó un análisis de 

varianza ANOVA, con un intervalo de confianza del 95%, donde el nivel de 

significancia (α) es 0,05, el cual se presenta en la Tabla 11. 

Tabla 11. Análisis de varianza ANOVA para el tiempo de extracción (X1), agitación 

(X2) y relación hoja/solvente (X3) 

 

Parámetro 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 
Valor F Valor p 

Lineal     

X1 1 0,59555 22,00 0,000* 

X2 1 0,10211 3,77 0,066** 

X3 1 0,04397 1,62 0,217 

Cuadrático     

X12 1 0,00056 0,02 0,897 

X22 1 0,15422 6,17 0,022* 

X32 1 0,04943 1,83 0,192 

Interacción     
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Parámetro 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 
Valor F Valor p 

X1X2 1 0,01961 0,72 0,405 

X1X3 1 0,02954 1,09 0,309 

X2X3 1 0,03177 1,17 0,292 

Error puro 17 0,28316   

Total 29 1,56811   

* p<0,05 

**p<0,1 

 

Se determinó que el tiempo de extracción muestra un efecto lineal muy significativo 

(p=0,000). Al analizar los efectos de la agitación en el proceso de extracción de la 

AZA, se aprecia que también tiene un efecto lineal (p=0,066), sin embargo, el efecto 

más significativo es cuadrático (p= 0,022).La relación hoja/solvente no tuvo para 

ninguno de los casos un efecto significativo. Los resultados obtenidos contrastan 

con los reportados por de Paula et al., quienes trabajando con semilla encuentran 

que la relación semilla/solvente es muy significativa. Esta diferencia podría estar 

relacionada con la materia prima, mostrando que a pesar de que la hoja y la semilla 

contienen compuestos activos en común, como es el caso de la AZA, la morfología 

de las mismas podría tener una influencia significativa en las condiciones de 

extracción. A partir del análisis ANOVA se genera un modelo matemático de 

segundo orden (Ecuación 5) con un R2 de 85,48%. 

 

Ecuación 5. Modelo matemático de segundo orden del % AZA en los extractos de 

hoja de nim, teniendo en cuenta la agitación, el % hoja/solvente y el tiempo de 

extracción, como variables de operación    

 

% AZA = 0,795 + 0,0145 X1 + 0,000814 X2 + 0,0168 X3 - 0,000024 X12 - 0,000002 

X22 - 0,000205 X32 + 0,000011 X1X2 - 0,000169 X1X3 + 0,000013 X2X3 
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X1 = Tiempo de extracción (h) 

 

X2 = Agitación (rpm) 

 

X3 = Relación hoja/solvente (% p/v) 

 

A partir de la Ecuación 5 se obtuvieron las superficies de respuestas y de contornos 

para los efectos de las variables en el % AZA, las cuales se observan en las Figuras 

27 - 29.Tal como se muestra en la Figura 27, al aumentar el tiempo de extracción y 

la relación hoja/solvente cercana al 30% manteniendo la agitación constante a 250 

rpm, aumenta la cantidad de AZA extraída.  

 

Figura 27. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extracción vs % 

relación hoja/solvente a 250 rpm para el % de AZA recuperado de la hoja de nim 
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Para el caso de la relación hoja/solvente y la agitación a 30 h de extracción, que se 

aprecia en la Figura 28, se observa que a mayor velocidad de agitación y relación 

hoja/solvente por encima del 30% p/v, aumenta el % AZA. La agitación facilita el 

contacto entre el solvente y la hoja, disminuyendo los efectos disfuncionales 

externos, lo que mejora la extracción de la AZA. Lo anterior se corrobora cuando se 

observa el comportamiento sin agitación, en el cual si se aumenta la cantidad de 

hoja se llega a un valor máximo del % AZA, pero si se aumenta aún más disminuye, 

lo cual no sucede a velocidades de agitación cercanas a 500 rpm. 

 

Figura 28. Superficie de respuesta relacionando el % relación hoja/solvente vs 

agitación a 30 h de extracción para el % de AZA recuperado de la hoja de nim. 

 

 

 

 

En la Figura 29se presenta el efecto de la agitación contra el tiempo de extracción 

a una relación hoja/solvente del 30% p/v, donde se muestra que los valores de AZA 

aumentan a tiempos largos y velocidades de agitación entre 300 y 500 rpm. Se 

observa que la máxima concentración de AZA se obtiene al aumentar los tiempos 

 



 

102 
 

de extracción. Diversos autores han reportado incluso tiempos superiores a una 

semana, sin embargo, a las 48 h ya se ha extraído la mayor parte de la AZA, además 

si este proceso se desea llevar a escala industrial tiempos de extracción mayores 

no serían viables [45].  

 

Figura 29. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extracción vs agitación 

a 30% p/vpara el % de AZA recuperado de la hoja de nim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.2 Maximización del % AZA de la hoja del nim. En la Figura 30se exponen los 

resultados obtenidos de la maximización de las variables en los intervalos 

establecidos, utilizando el software estadístico. La figura muestra el efecto de cada 

uno de los parámetros (tiempo de extracción, agitación y relación hoja/solvente) en 

el % AZA. Los puntos en los cuales las líneas verticales y horizontales se cortan en 

la curva, representan el valor máximo. Los números que aparecen en la parte 

superior muestran el intervalo que se tomó para cada una de las variables y el 

número en rojo muestra el valor del parámetro, para el cual se maximiza el % AZA. 
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Según estos análisis los valores para maximizar la cantidad de AZA se necesita un 

tiempo de 48 h, una relación hoja/solvente de 32,6% p/v y una velocidad de 

agitación de 363 rpm. Bajo estas condiciones el máximo teórico de %AZA obtenido 

será del 1,82% p/p. 

 

Figura 30. Valores de las variables de proceso para maximizar el % AZA. 

 

 

 

6.2.3 Validación de los resultados obtenidos por el modelo matemático. Para 

la validación se realizó la extracción de la hoja de nim a las condiciones que 

maximizan el % AZA en los intervalos establecidos, los resultados se presentan en 

la Figura 31 comparándolos con el resultado teórico. 

 

Tal como se observa en la Figura 31, el valor experimental y el predicho por el 

modelo están muy cercanos, donde la desviación estándar entre los dos resultados 

es de ± 0,008. A partir de esto se puede afirmar que el modelo matemático predice 

de forma adecuada la influencia de las variables en el proceso de extracción de la 

AZA de las hojas del árbol de nim. 
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Figura 31. Comparación del resultado experimental del % AZA con el predicho por 

la maximización del modelo matemático 

 

 

 

6.3 CONCLUSIONES 

 

Las condiciones de operación que permiten maximizar el contenido de azadiractina 

en los extractos etanólicos de la hoja de nim son un tiempo de extracción de 48 h, 

una relación hoja/solvente del 32,6% p/v y una velocidad de agitación 363 rpm.  

 

La desviación entre los datos teóricos de % AZA, con los obtenidos por la 

experimentación es de ± 0,008, con lo que se comprueba que el modelo matemático 

predice de forma adecuada en los intervalos establecidos, la influencia de las 

variables escogidas en el proceso de extracción de la hoja del nim. 
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7. EVALUACIÓN DE TÉCNICAS DE PURIFICACIÓN DE LA AZADIRACTINA 

PRESENTE EN LOS EXTRACTOS DE LAS HOJAS DEL NIM 

 

7.1 METODOLOGIA 

 

Figura 32. Metodología general utilizada para la evaluación de técnicas de 

purificación de la azadiractina presente en los extractos de las hojas del nim. 

 

 

 

7.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizó etanol 

industrial (≈ 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por 

HPLC, se usaron como fase móvil agua (tipo I (ultrapura) Milli -Q) y acetonitrilo 

(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estándar interno α-terpineol (> 97%, Sigma 

Aldrich). Las hojas del nim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, 

de árboles con más de tres años de haber sido plantados en la zona del Magdalena 

Medio (Santander, Colombia). Para el fraccionamiento por solventes se utilizaron 

acetato de etilo (> 99,9%, Merck), éter de petróleo (> 99,9%, Merck) metanol (> 

99,9%, Merck) y agua destilada. Para la cromatografía en columna se utilizó como 

fase estacionaria sílica gel (60 G Merk, tamaño de grano 0,063-0,200 mm) y como 

fase móvil fueron usados acetato de etilo (> 99,9%, Merck), éter de petróleo (> 

99,9%, Merck) y metanol (> 99,9%, Merck). 
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7.1.2 Producción de los extractos de hoja de nim. Las extracciones se realizaron 

por maceración, utilizando etanol como solvente, a las condiciones que se 

establecieron en el capítulo 3. Los extractos se prepararon mezclando el polvo de 

nim con etanol al 96% a una relación de 32,6% p/v, en recipientes ámbar de 25 mL. 

El proceso de extracción se llevó a cabo a temperatura ambiente, utilizando una 

velocidad de agitación de 363 rpm por 48 h. Posteriormente los extractos fueron 

filtrados utilizando papel filtro de 0,45 µm con el fin de retirar el material vegetal.  

 

7.1.3 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim por solventes. Esta 

técnica implica la división del extracto en un número de fracciones físicamente 

discretas, por medio de separaciones líquido-líquido. Por lo que es necesario 

establecer una secuencia de solventes que sean inmiscibles entre ellos y tengan 

una alta selectividad por alguno de los compuestos de la mezcla, por lo cual se 

siguió la metodología modificada propuesta por Schroeder y Nakanishi [61].  

 

Para todas las particiones la relación entre solventes fue 1:1. El extracto etanólico 

crudo de la hoja de nim se rotoevaporó hasta sequedad y se sometió a una partición 

con éter de petróleo y metanol al 95% v/v, con el fin de eliminar los lípidos, grasas 

y ceras que puedan estar presentes. La mezcla se dejó decantar por XXX hs,  en 

un embudo de decantación con llave con capacidad de 250 mL. A continuación, la 

fase metanólica se llevó de nuevo a sequedad por rotoevaporación, para realizar 

una segunda partición con agua y acetato de etilo, con el fin de en esta etapa 

eliminar los azucares y proteínas solubles en agua. La mezcla se dejó decantar por 

XXX hs. Por último, la fase obtenida con el acetato de etilo se rotoevaporó hasta 

sequedad, se agregó el α-terpineol como estándar interno a una concentración del 

2% p/p y se rediluyó en etanol hasta una concentración del 3% p/v, para realizar la 

cuantificación de la AZA por HPLC mediante el protocolo establecido en el capítulo 

1. 
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7.1.4 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim por cromatografía en 

columna. Para la evaluación de esta técnica de purificación se empleó la 

metodología planteada por Jarviset al. [60]. El extracto etanólico crudo se 

rotoevaporó hasta sequedad. Se tomaron 2 g de extracto y se rediluyó en un 

volumen pequeño de metanol (5 mL), se le adicionó 3 gramos de sílica gel y se secó 

en un horno convectivo a 50°C por 24 h; A esta mezcla se la denomina cabeza. 

Para el fraccionamiento se empleó una columna de 45 cm de longitud por 1,5 cm 

de diámetro interior rellena con 20 g de sílica gel, activada por 24 h en una estufa a 

140°C. Sobre el lecho de sílica se agregó una pequeña cantidad de arena lavada, 

se llenó con éter de petróleo y se agregó la cabeza,tal como se muestra en la Figura 

33. A continuación, la columna se presurizó a 10 psi con nitrógeno y se llevó acabo 

la elución secuencialmente con 7 volúmenes de disolventes de menor a mayor 

polaridad de la siguiente manera: éter de petróleo (100 mL), las mezclas éter de 

petróleo-acetato de etilo 7:3 (600 mL), 6:4 (400 mL), 5:5 (400 mL), 3:7 (500 mL), 2:8 

(400 mL) y por último se lavó con metanol (250 mL).  

 

Figura 33. Esquema columna de fraccionamiento 
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Por último, las fracciones fueron recolectadas por separado y rotoevaporadas hasta 

sequedad, a las cuales se agregó el α-terpineol como estándar interno a una 

concentración del 2% p/p y se rediluyó en etanol hasta una concentración del 3% 

p/v, para realizar la cuantificación de la AZA por HPLC mediante el protocolo 

establecido en el capítulo 1. 

 

7.2 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

7.2.1 Fraccionamiento por solventes de los extractos de hoja de nim. En la 

Figura 34 se observa el diagrama general de fraccionamiento, con cada uno de los 

rendimientosencontrados para cada una de las etapas del proceso, tanto para el 

caso de la hoja de nim después de dejarse secar por 3 h a temperatura ambiente, 

como para las fracciones después de ser rotoevaporadas.  

 

Figura 34. Diagrama general de fraccionamiento con cada uno de los pesos 

obtenidos 

 

 

Hoja de 
nim (64 g)

Torta de hoja de nim 
(62 g)

Extracto etanólico (2,1 g)

Fracción éter de petróleo  
(0,35 g)

Fracción metanólica 
(1,75 g)

Fracción acuosa 
(1,07 g)

Fracción acetato de etilo 
(0,67 g)
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En la Figura 34 se aprecia que para el caso de la fracción del éter de petróleo la 

recuperación es de 0,35. Esta fracción está compuesta por los compuestos de más 

baja polaridad, para este caso los aceites o ceras presentes en la hoja del nim. Esta 

cantidad es baja en comparación a los reportados en extracciones similares en la 

literatura con semilla. Las semillas están compuestas principalmente por aceites, 

por lo que en estos trabajos se recomienda hacer una extracción previa con un 

solvente de baja polaridad como el hexano o el éter de petróleo, para mejorar el 

proceso de extracción, mientras que para el caso de la hoja esta cantidad es 

mínima, por lo que una extracción preliminar con un solvente muy apolar, no tendría 

un efecto significativo en el proceso [53][60][61].   

 

Por otro lado, para el caso de la fracción acuosa el peso recuperado fue mucho 

mayor que el obtenido incluso en la fracción de acetato de etilo, en la cual se espera 

se encuentren los limonoides. Como se observó en el capítulo 2, la solubilidad de 

los limonoides y de la AZA en el agua es muy baja, por lo que se esperaría que ésta 

fracción contuviera principalmente azúcares y proteínas solubles en agua. Para 

comprobar la presencia de la AZA todas las fracciones finales fueron analizadas por 

HPLC y los resultados se presentan en la Tabla 12. 

 

Tabla 12. % AZA en el extracto inicial de hoja de nim y en cada una de las 

fracciones. 

 

Fracción % AZA p/p 

Extracto inicial 1,80 ± 0,01 

Éter de petróleo 0,03 ± 0,00 

Agua 0,00 ± 0,00 

Acetato de etilo 5, 64 ± 0,01 

 

Los análisis por HPLC muestran que la mayor parte de la AZA se encuentra en la 

fracción obtenida con acetato de etilo, alcanzando una concentración del 5,64% ± 
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0,01 p/p. Si se compara el porcentaje inicial de AZA en el extracto (1,8% ± 0,01 p/p) 

con el obtenido al finalizar el proceso de fraccionamiento, se ve que el aumento fue 

tan sólo del 3,84% p/p, el cuales un valor es muy inferior al 35,7% p/p que obtuvieron 

autores como Schroeder y Nakanishi en un proceso similar con extractos de semilla 

[61]. Lo anterior se puede explicar principalmente por la diferencia que existe en la 

naturaleza de los compuestos presentes en la hoja del nim con los de la semilla. En 

el caso dela hoja los compuestos reportados en la literatura son principalmente 

pigmentos (clorofila), taninos, terpenos simples y limonoides, que tienen polaridades 

cercanas, por lo que es difícil poder separarlos en fracciones por este método [48]. 

Por otro lado, los compuestos mayoritarios en la semilla del nim son lípidos, que 

tienen polaridades muy diferentes a los compuestos de interés, siendo posible 

obtener una mayor selectividad hacia la AZA mediante su extracción con solventes. 

 

7.2.2 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim utilizando 

cromatografía en columna. En la Figura 35 se presenta el diagrama general del 

fraccionamiento por columna de cromatografía y las cantidades obtenidas de cada 

fracción en las diferentes etapas.  
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Figura 35. Diagrama general del fraccionamiento en columna de cromatografía, a 

diferentes relaciones de éter de petróleo (A), acetato de etilo (B) y metanol 

 

 

 

Tal como se observa, la fracción que contiene mayor cantidad de extracto es la 

obtenida con metanol, la cual está compuesta por sustancias de mayor polaridad, 

entre las cuales se encuentran principalmente compuestos de alto peso molecular 

como son azúcares y proteínas. Por otro lado, cuando se analizan los resultados de 

% AZA presentados en la Tabla 13, se observa que la fracción con mayor cantidad 

de %AZA (4,2% p/p)es la que se obtuvo con 5:5 . Sin embargo, en total la cantidad 

de AZA recuperada en esta fracción fue de 100 mg, 4,2 mg menos que la que se 

obtiene en la fracción de metanol. En esta fracción, a pesar de tener una pureza del 

1,9% p/p, contiene la mayor cantidad de AZA con un peso de 900 mg. 

 

Tabla 13. Cantidad de AZA (mg) y pureza (% AZA p/p) en cada una de las fracciones 

obtenidas con diferentes relaciones de éter de petróleo/acetato de etilo (A:B) y 

metanol, por medio de cromatografía en columna 

 

Hoja de nim 
(64 g)

Extracto etanólico 
(2,1 g)

Fracción (A:B) 10:0 
(0,38 g)

Fracción (A:B) 7:3 
(0,24 g)

Fracción (A:B) 6:4 
(0,05 g)

Fracción (A:B) 5:5 
(0,10 g)

Fracción (A:B) 3:7 
(0,09 g)

Fracción (A:B) 2:8 
(0,14 g)

Fracción metanol 
(0,90 g)
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Fracción Peso de la fracción (mg) % AZA Peso de la AZA (mg) 

10:0 380 ± 15,3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

7:3 240 ± 16,4 1,8 ± 0,1 4,4 ± 0,3 

6:4 50 ± 2,5 0,6 ± 0,0 0,3 ± 0,0 

5:5 100 ± 6,6 4,2 ± 0,3 4,2 ± 0,6 

3:7 90 ± 4,3 1,7 ± 0,1 1,5 ± 0,3 

2:8 140 ± 9,8 1,5 ± 0,0 2,1 ± 0,1 

Metanol 900 ± 31,5 1,9 ± 0,2 17,1 ± 1,2 

 

7.3 CONCLUSIONES 

 

Por medio de la técnica de fraccionamiento por solvente se logra un enriquecimiento 

del 3,84% p/p y con cromatografía en columna se logra un enriquecimiento del 2,4% 

p/p de AZA en los extractos. Estos porcentajes son bajos, comparado con el tiempo 

y las dificultades técnicas de los procesos de purificación. 
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8. FORMULACIÓN DE UN BIOINSECTICIDA PARA EL CONTROL DE 

SITOPHILUS ORYZAE (GORGOJO DEL ARROZ) A PARTIR DE LOS 

EXTRACTOS DE LA HOJA DEL NIM 

 

8.1 METODOLOGÍA 

 

Figura 36. Metodología general para la formulación un bioinsecticida para el control 

de Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz) a partir de los extractos de la hoja del nim 

 

8.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizó etanol 

industrial (≈ 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por 

HPLC, se usaron como fase móvil agua (tipo I (ultrapura) Milli -Q) y acetonitrilo 

(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estándar interno α-terpineol (> 97%, Sigma 

Aldrich). Las hojas del nim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, 

de árboles con más de tres años de haber sido plantados en la zona del Magdalena 

Medio (Santander, Colombia). Para la cuantificación del % AZA por HPLC, se utilizó 

como fase móvil agua (tipo I (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado HPLC, Sigma 

Aldrich).  

 

Para los ensayos de inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se 

prepararon Buffers de fosfato de sodioy PBS. Para la preparación del Buffer de 
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fosfato pH=7,0 y pH=7,8 se emplearon NaH2PO4 monobásico (> 98%, Sigma 

Aldrich) y Na2HPO4 bibásico (> 98%, Sigma Aldrich). Para la preparación del Buffer 

PBS pH 7,6 se emplearon K2HPO4 (> 98%, Sigma Aldrich), NaH2PO4 (> 98%, Sigma 

Aldrich), NaCl (≥ 99.5 %, Merck) y Tween 20 (grado biología molecular, Sigma 

Aldrich). Se utilizó la enzima Acetilcolinesterasa AChE (≥60% biuret, Sigma Aldrich) 

y un sustrato compuesto por Na2HPO4 (>98%, Sigma Aldrich), ácido 5,5-ditiobis-[2-

nitrobenzóico] (DTNB) (≥98%, Sigma Aldrich) y ioduro de acetilcolina (ACTI) (≥98%, 

Sigma Aldrich). 

 

Para la elaboración de los prototipos de las formulaciones se utilizaron como 

conservantesKoraloneBio-CleanTM (principio activo Metilisotiazolinona y 

Clorometilisotiazolinona 1,5%, Rohm and Haas - Dow Chemicals), y soluciones de 

NaOH 0,1M y ácido cítrico 0,1M para ajustar el pH. Como tensoactivosse utilizaron 

Tween® 80 (grado USP, Sigma Aldrich) y ECOSURF™ SA-9 (Dow Chemicals). Para 

las pruebas microbiológicas se emplearon como medios de cultivo para bacterias 

Agar nutritivo y para hongos y levaduras Sabouraudcon cloranfenicol (antibiótico). 

 

8.1.2 Determinación de las dosis letales en el gorgojo del arroz. La dosis letal 

(DL) es la cantidad de sustancia que se necesita para generar un determinado % 

de mortalidad (% M) en una especie de insecto. Así la DL50 hace referencia a la 

concentración necesaria para generar la muerte del 50% de los insectos en el 

ensayo, por lo que es una manera de medir el potencial tóxico a corto plazo de un 

insecticida. Para medir las DL se emplearon ensayos de impregnación de superficie 

tal como se establecieron en el capítulo 1. Se utilizaron tubos de ensayo de vidrio 

de 4 mL a los cuales se les aplicó 100 µL de solución a 5 concentraciones subletales 

aleatorias de los extractos en etanol al 96% v/v (3%, 2,6%, 1,9%, 1,2% y 0,8% 

p/v).Como control negativo se empleó solamente etanol al 96% v/v.  

 

Los tratamientos se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 minutos. A 

continuación, fueron introducidos 8 gorgojos por tarro, con 0,08 g de alimento (arroz) 
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y se cerraron con una malla que permitía el intercambio de gases con el exterior. 

Los experimentos se realizaron en total en nueve réplicas, por loque en cada 

tratamiento se usaron 72 individuos. Cada bioensayo se realizó por triplicado en 

días diferentes. El registro de mortalidad se realizó a las 144 h pos tratamiento. El 

% M se obtuvo con la ecuación de Abbott (Ecuación 2).Los resultados se sometieron 

a un análisis estadístico Probit con el programa computacional MINITAB, 

obteniéndose las dosis subletales (DL90 y DL50) de los extractos de hoja de nim para 

el gorgojo del arroz.  

 

8.1.3 Dilucidación del mecanismo de acción insecticida por inhibición de la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE). Para la determinación de la AChE se utilizó la 

metodología modificada de Ellman, que se basa en un ensayo colorimétrico, donde 

en lugar de utilizar acetilcolina (compuesto que no presenta propiedades 

espectroscópicas características), se utiliza la acetiltiocolina como sustrato 

alternativo (Figura 37)[92].  

 

Figura 37. Mecanismo de inhibición de la enzima acetilcolinesterasa. 

 

 

Fuente: López et al. [92] 
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En dicho mecanismo, para permitir su detección por medio de espectrofotometría 

se acopla una reacción a la conversión. La acetiltiocolina se hidroliza por medio de 

la AChE produciendo sus respectivos compuestos tiol. Éste es interceptado por el 

ácido 5,5´ditiobis [2-nitrobenzóico] (DTNB) formando un enlace bisulfuro y liberando 

el anión TNB de color amarillo.  

 

Para medir la actividad enzimática se empleó el método de Ellman modificado por 

López et al. [93][92]. Las absorbancias se midieron a 412 nm en un lector de 

microplacas (espectrofotómetro Multiskan™ GO Thermo Scientific) (Figura 38). 

Cada una de las microplacas contaba con 96 pocillos.  

 

Figura 38. Lector de microplacas Multiskan™ GO ThermoScientific 

 

 

 

Para medir la actividad enzimática de los extractos de hoja de nim, se efectuó la 

mezcla en las microplacas de la muestra (disoluciones seriadas en buffer PBS), 

enzima AChE (0,25 mM en buffer fosfato) y buffer PBS (8 mM K2HPO4, 2,3 mM 

NaH2PO4, 0,15 M NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7,6). Las placas fueron incubadas por 

30 minutos a temperatura ambiente y luego se añadió a cada poci llo una solución 

de sustrato (0,1 M Na2HPO4, 0,5 M ácido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB), 0,6 
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mM ioduro de acetilcolina (ACTI) en agua destilada, pH 7,5). Los compuestos fueron 

evaluados por triplicado en disoluciones seriadas de 30 ppm, 15 ppm, 8 ppm, 4 ppm 

y 2 ppm. El porcentaje de inhibición enzimática se calculó con la Ecuación 6. 

 

Ecuación 6. Porcentaje de inhibición  

 

% de inhibición = (1 - 
U/ml con inhibidor 

U/ml sin inhibidor
)  x 100 

 

Donde U es la unidad de actividad enzimática. 

 

8.1.4 Evaluación del uso de tensoactivos no iónicos en formulaciones 

insecticidas con extractos de hoja de nim. Entre las formulaciones más 

empleadas se encuentran los concentrados emulsionables, sin embargo, éstos 

utilizan disolventes orgánicos que son perjudiciales para el hombre y su medio 

ambiente, por lo que las nuevas formulaciones de plaguicidas se realizan a base de 

agua. Dado que en los capítulos anteriores se ha demostrado la baja miscibilidad 

que tienen los compuestos insecticidas del nim en agua[94], se evaluaron los 

efectos de dos tensoactivos en las formulaciones insecticidas con extractos de hojas 

de nim que tuvieran un balance hidrófilo-lipófilo (HLB por sus siglas en inglés) entre 

10 y 15: Tween® 80 (HLB=15) y ECOSURF™ SA-9 (HLB=11). Estos tensoactivos 

fueron seleccionados por ser hidrófilos, no iónicos, buena capacidad de dispersión 

y baja toxicidad [95].  

 

Para la preparación de las muestras se tomaron volúmenes iguales de los extractos, 

los cuales fueron rotoevaporados hasta sequedad. Para las muestras con 

tensoactivos se rediluyeron en diferentes relaciones de estos. A continuación, se 

agregó agua hasta obtener cinco mezclas con una concentración constante de 

extracto, correspondiente a la dosis letal 50 (DL50) en el gorgojo del arroz, pero con 

diferente concentración de tensoactivo así: 0%,1,5 %, 2,5%, 3,5% y 4,5% v/v. 
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Finalmente las mezclas se agitaron a 500 rpm por 20 min con un agitador magnético 

a temperatura ambiente, con el fin de homogenizarlas[96].  

 

Para medir la estabilidad de las formulaciones, las muestras fueron sometidas a 4 

ciclos de enfriamiento (5°C) y calentamiento (40°C), cada uno de 2 h[95]. Al final se 

realizó una inspección visual para ser evaluada la ocurrencia de sedimentación o 

cremado. A continuación, se escogieron para cada uno de los tensoactivos la menor 

concentración a la cual los formulados presentaron estabilidad en la prueba anterior. 

A los formulados seleccionados se les evaluó su actividad insecticida en el gorgojo 

del arroz por impregnación de superficie, según la metodología establecida en el 

capítulo 1. Como controles se tomó el extracto al 2,6% p/v diluido en etanol (DL50) 

y soluciones de los tensoactivos sin extracto a las mismas concentraciones 

establecidas para los formulados. 

 

8.1.5 Evaluación del efecto del pH, concentración del conservante y agua en 

la estabilidad de los formulados insecticidas. Para establecer los valores 

óptimos del pH, la concentración de conservante (%C) y de agua (%A), que 

permitieran maximizar la estabilidad fisicoquímica y microbiológica de los 

formulados insecticidas a partir de los extractos de hoja de nim, se realizaron 

pruebas de estabilidad aceleradas y se escogió un diseño de superficie de 

respuesta tipoBox-Behnken. En la Tabla 14se presentan los niveles para cada una 

de las variables. 

 

Tabla 14. Niveles de los parámetros del diseño de experimentos tipo Box-Behnken 

 

 Bajo Medio Alto 

pH 3 6 9 

%A (% v/v) 80 87,5 95 

%C (% v/v) 0 0,15 0,30 
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El diseño fue completamente aleatorio y consistió en 15 combinaciones, incluyendo 

tres repeticiones del punto central y se realizó por duplicado. Para la preparación de 

las muestras, se estableció que el volumen total fue de 25 mL. Los extractos se 

rotoevaporaron hasta sequedad y se agregó el porcentaje de tensoactivo 

establecido en el numeral anterior. A continuación, se agregó el conservante y el 

agua destilada en las proporciones establecidas en el diseño experimental. Luego 

se ajustó el pH, utilizando soluciones de hidróxido de sodio 0,1 M y ácido cítrico 0,1 

M con un phmetro digital (Schott Instruments). Por último, las muestras se aforaron 

a 25 mL con alcohol etílico al 96% y se envasaron en recipientes de polietileno 

opacos. 

 

Las pruebas de estabilidad acelerada se utilizan en la industria, en especial la 

farmacéutica, para establecer el tiempo de vida útil del producto. Para las pruebas 

de estabilidad, realizadas siguiendo el protocolo establecido por el Ministerio de la 

Protección Social de Colombia, las muestras se almacenaron por dos meses en una 

incubadora a 40±2ºC y una humedad relativa del 75±5%[97].Las condiciones 

empleadas permiten aumentar la cinética de degradación del principio activo y el 

desarrollo de microorganismos, por lo que, en dos meses, se puede simular el 

comportamiento que el producto tendría en dos años de almacenamiento en 

anaquel. 

 

Para probar la estabilidad de la AZA, se empleó el método de caracterización por 

HPLC que se estableció en el capítulo 1. Para la cuantificación del porcentaje de 

degradación de la AZA (%DAZA), se utilizó la Ecuación 7. 

 

Ecuación 7. Porcentaje de degradación de AZA (%DAZA) 

 

%DAZA = (
AZAinicial - AZAf inal

AZAinicial

)  x 100 
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Para la medición de la generación de microorganismos en los formulados, se 

empleó la metodología de cuantificación de biomasa por peso seco. Las muestras 

fueron filtradas al vacío, utilizando un filtro de papel punto azul, que permite la 

retención de partículas de entre 2 y 3 µm. Previamente los filtros se depositaron en 

cajas de Petri, sesecarn en una estufa a 120°C por 24 h y se registró su peso. 

Después de ser filtradas las muestras se pusieron a secar a las mismas condiciones 

por 24 h y se registró el peso. La producción de biomasa (PB) se calculó con la 

Ecuación 8.  

 

Ecuación 8. Producción de biomasa  

 

PB(g) = (Peso de filtro + biomasa seca)(g) - Peso del filtro(g) 

 

Fuente:Farras y Giménez [98] 

 

Para la generación del diseño de experimentos y el análisis estadístico, se utilizó el 

software Minitab 11. Las variables de respuesta se minimizaron con lo cual se 

obtiene mayor estabilidad del producto insecticida. Para validar los resultados 

obtenidos por el modelo matemático por superficie de respuesta, se preparó el 

formulado con los valores óptimos encontrados,  le realizaron los estudios de 

estabilidad acelerada por 20 días a 40°C y se caracterizaron las muestras en cuanto 

a PB y % DAZA. Los valores de los resultados experimentales se compararon con 

los predichos por el modelo minimizado. Con estas mismas muestras se encontró 

el tiempo de vida útil del producto insecticida, utilizando la metodología del Ministerio 

de la Protección Social (Anexo 1) [97]. 

 

8.1.6. Evaluación de la actividad insecticida del producto formulado en el 

gorgojo del arroz. Con los resultados obtenidos se estableció la formula cuali-

cuantitativa del insecticida a partir de los extractos de hoja del nim. Se preparó el 

formulado insecticida y utilizando los protocolos establecidos en Capítulo 1, se 



 

121 
 

evaluó la mortalidad en el gorgojo del arroz por impregnación de superficie, a 

tiempos de exposición de 12, 24, 48, 72 y 144 h de exposición por contacto. 

 

8.2 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

8.2.1 Determinación de las dosis letales de los extractos de hoja de nim en el 

gorgojo del arroz. La curva de concentración de extracto (% p/v) contra el 

porcentaje de mortalidad (%M) del gorgojo del arroz por impregnación de superficie 

no porosa a las 144 h de exposición, , se presenta en la Figura 39. En esta figura 

se muestra que el efecto insecticida aumenta de forma cuadrática a medida que 

aumenta la cantidad del extracto etanólico de las hojas del árbol de nim. Tal como 

se muestra en la figura en el control, cuando no hay presencia del extracto, no se 

presentó mortalidad. 

 

Figura 39. Concentración de los extractos de hoja de nim diluidos en etanol al 96% 

v/v contra el porcentaje de mortalidad en el gorgojo del arroz por impregnación de 

superficie a las 144 h de exposición 
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A partir de los datos de mortalidad del gorgojo del arroz por impregnación de 

superficie, utilizando un análisis Probit, se encontraron las DL50 y DL90que se 

presentan en la Tabla 15.Los resultados muestran que la DL50después de 144h de 

exposición, fue de 2,6% ± 0,13 p/v y la DL90 fue de 3,9% ± 0,31 p/v. 

 

Tabla 15. DL50 y DL90 de los extractos etanólicos de hoja de nim diluidos en etanol 

al 96% v/v en el gorgojo del arroz por impregnación de superficie a las 144 h (Chi 

cuadrado Χ2 = 2,364). 

 

 % p/v 
IC 95% 

(índice de confianza) 

DL50 2,6 ± 0,13 2,37   2,94 

DL90 4,0 ± 0,31 3,52 4,85 

 

Azmi et al., por su parte, evaluaron el efecto insecticida de un extracto de semilla de 

nim comercial (Neem RB-a) en comparación con un piretroide comercial (Coopex) 

en el gorgojo del arroz por impregnación de superficie. Los resultados obtenidos 

mostraron que mientras con el piretroide obtenían una DL50 de 6,128 µg/cm2, para 

el extracto de nim no se evidenció mortalidad a ninguna concentración [99]. Estos 

resultados difieren de los obtenidos en este trabajo, pues en esta investigación los 

resultados obtenidos, muestran que los extractos de hoja de nimaún a bajas 

concentraciones poseen un efecto tóxico por contacto  el gorgojo del arroz. 

 

Por otro lado, Athanassiou et al. evaluaron la actividad insecticida del NeemAzal, el 

cual es un reconocido insecticida preparado a base de extractos de semilla de nim, 

por contacto en adultos del gorgojo del arroz. Este producto tiene una concentración 

de AZA de 2000 ppm, por lo que el producto fue diluido con agua destilada para 

ajustar las concentraciones a 50, 100 y 200 ppm. Sus resultados muestran que a 

144 h la mortalidad es aproximadamente del 50% a una concertación de 50 ppm[33]. 

En esta investigación, la concentración necesaria de AZA fue de 468 ppm para 

obtenerla DL50, lo cual es muy superior a lo que reportan otros autores. Lo anterior 
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se puede deber a que el NeemAzal, al ser un producto ya formulado, puede 

contener otros coadyuvantes como tensoactivos que mejoran la humectación y la 

penetración del producto en los tejidos del insecto, por lo que se necesitaría una 

menor concentración de AZA para conseguir el mismo efecto.  

 

8.2.2 Dilucidación del mecanismo de acción insecticida por inhibición de la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE). Existen muchos mecanismos de acción por 

los cuales un insecticida provoca la muerte del insecto. Los compuestos presentes 

en los extractos del nim pueden tener una amplia gama de efectos y dianas 

moleculares, los cuales no han sido ampliamente estudiados .Los compuestos 

producidos por el nim son ampliamente conocidos por afectar las etapas del 

crecimiento, pues afectan la acción de ciertas hormonas como la de la muda 

(ecdisona), generando que los insectos no puedan pasar de las etapas inmaduras 

o malformaciones a la etapa adulta. Sin embargo, esto no explica la muerte de los 

insectos debido al efecto de los extractos de nim cuando son expuestos a éstos en 

su etapa adulta, tal como se ha demostrado en esta investigación. 

 

Cuando se observan al microscopio los gorgojos del arroz muertos por la exposición 

a los extractos de hoja de nim, se aprecia que sus extremidades generalmente se 

encuentran extendidas, algo que también se evidencia cuando se exponen a 

insecticidas neurotóxicos como el malatión, tal como se expuso en el capítulo 1. 

Estos efectos generalmente se producen por la inhibición de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE), lo cual provoca una sobre estimulación de los músculos, 

generando convulsiones y parálisis, lo que al final provoca la muerte del insecto. 

Teniendo en cuenta lo anterior se evaluó la inhibición in vitro de extractos de hoja 

de nim en esta enzima y los resultados se presentan en la Figura 40. 
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Figura 40. Porcentaje de inhibición de la enzima AChEin vitro a diferentes 

concentraciones de los extractos de hoja de nim. 

 

 

 

Los resultados muestran que los compuestos presentes en los extractos de las 

hojas del nim inhibieron la actividad de laAChE. Los porcentajes de inhibición 

aumentaron al aumentar la concentración de extracto, sin embargo, incluso a la 

concentración más baja de 2 ppm se observó un9,27% de inhibición, mientras que 

con la concentración más alta de 30 ppm se alcanzó el 100% de inhibición de la 

enzima AChE. Esto indica que la inhibición de la enzima AChE podría ser uno de 

los mecanismos por los cuales los extractos de nim producen la muerte de los 

insectos.  

 

En estudios in vivo, autores como Shafeeket al. evaluaron la inhibición de la AChE 

por la aplicación tópica de la AZA en la Periplaneta americana (cucaracha 

americana). Sus resultados mostraron que a 4 ppm de AZA no se presentó ninguna 

alteración significativa en la actividad de AChE[43]. No obstante, Nathanet al. 
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encontraron por aplicación tópica de AZA en Nilaparvatalugens (saltamontes 

marrón) a una concentración de 0,5 ppm, que se inhibía significativamente la 

actividad de la AChE[42].  

 

La diferencia entre los resultados obtenidos por los autores muestra que, aunque el 

compuesto tenga acción inhibitoria en la AChE, su efecto in vivo, dependerá en gran 

medida de la especie y de la ruta de entrada. Como se mostró en el capítulo 1para 

el caso del gorgojo del arroz, tanto por aplicación tópica dorsal y ventral los 

insecticidas no muestran ningún efecto, a diferencia del método de contacto con 

una superficie impregnada con los compuestos. Esto indica que dependiendo de 

laespecie, los insectos pueden tener zonas de su cuerpo más esclerotizadas que 

otras, lo que influirá en la efectividad de la actividad insecticida del compuesto. 

 

8.2.3 Evaluación del uso de tensoactivos no iónicos en formulaciones 

insecticidas con extractos de hoja de nim. En la Figura 41 se aprecian las 

formulaciones insecticidas obtenidas a una concentración de extracto de 2,6% p/v 

(DL50) a las diferentes concentraciones de los dos tensoactivos evaluados, después 

de 4 ciclos de calentamiento-enfriamiento.  
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Figura 41. Formulados insecticidas a partir de los extractos de hoja de nim al 2,6% 

p/v, con diferentes concentraciones de Tween® 80 y ECOSURF™ SA-9 después de 

4 ciclos de 2 h de enfriamiento (5°C) y calentamiento (40°C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura se observa que cuando no se agrega tensoactivo, no se da una 

dispersión homogénea de los extractos y se presenta la sedimentación de los 

mismos. Lo anterior se entiende por la baja solubilidad de los extractos de la hoja 

de nim en agua, lo que hace necesario el uso de tensoactivos en las formulaciones 

insecticidas. Para el caso de los formulados en los cuales se utilizó ECOSURF™ 

Sin tensoactivo 

ECOSURF™ SA-9 

Tween® 80 

 

1,5% v/v 

 

2,5% v/v 

 

3,5% v/v 

 

4,5% v/v 

 

 

1,5% v/v 
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SA-9 como tensoactivo, a la menor concentración (1,5% v/v) se observó que se 

presenta sedimentación de una parte del extracto, mientras que para el resto de 

concentraciones del tensoactivo no se observaron precipitados. Por otro lado, 

losinsecticidas formulados conTween® 80, incluso a la menor concentración, 

permanecieron homogéneos y no se evidenció la presencia de sedimentos. 

 

A partir de los resultados obtenidos se seleccionó la menor concentración de 

tensioactivo posible para evitar la precipitación de los extractos: para el 

ECOSURF™ SA-9 se escogió la concentración del 2,5% v/v y para el Tween® 80 

se escogió la concentración del 1,5% v/v. En la Figura 42 se presentan los 

resultados de las pruebas de actividad insecticida de los formulados en los gorgojos 

del arroz por impregnación de superficie después de 144 h de exposición.  

 

Figura 42. Efecto de la actividad insecticida en el gorgojo del arroz por impregnación 

de superficie con los formulados: ECOSURF™ SA-9 a 2,5% v/v (FE) y Tween® 80 

a 1,5% v/v (FT) con una concentración de extracto (E) del 2,6% p/v después de 144 

h de exposición. 

 

En la Figura 42 se observa que la mortalidad de los formulados utilizando los dos 

tensoactivos fue del 100%. Al comparar estos resultados con el extracto a la misma 
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concentración (2,6% p/v) sin el agregado de tensioactivos,se observa que al agregar 

lostensoactivos la mortalidad se duplica. Alevaluar el efecto tóxico de la solución de 

tensoactivos en agua sin extracto, se aprecia que no se presenta mortalidad en el 

gorgojo del arroz. Brariy Thakur probaron el efecto tóxico del Tween 80 en el gorgojo 

del arroz por contacto con superficie, encontrando que incluso a concentraciones 

altas de 5 µL/cm2 del tensoactivo la mortalidad fue de tan sólo el 12% ± 2,1, similar 

a los resultados obtenidos en esta investigación[100]. Lo anterior confirma que los 

tensoactivos empleados no tienen por sí solos actividad insecticida, pero los mismos 

funcionan como coadyuvantes en la formulación delos extractos de la hoja de nim. 

 

El aumento de la mortalidad del gorgojo del arroz al aplicarlos extractos de hoja de 

nimcon el agregado de un tensoactivo, se puede explicar por varios mecanismos. 

En primer lugar, los tensoactivos mejoran la dispersión de los extractos cuando se 

aplican sobre una superficie, pues al reducirse la tensión superficial, se forma una 

capa homogénea en lugar de gotas dispersas[80]. Este efecto permite que los 

insectos tengan mayor contacto con los compuestos insecticidas, lo que conlleva al 

aumento de la mortalidad. Por otro lado, la cutícula de los insectos está cubierta por 

una capa lipídica hidrofóbica que sirve como una barrera natural para la adsorción 

de compuestos por parte del insecto. Al agregar un tensoactivo, éste podría formar 

una capa hidrófoba sobre los compuestos activos del nim, lo cual facilitaría la 

adsorción de los compuestos insecticidas [101]. 

 

Aunque los dos tensoactivos tienen un comportamiento similar como coadyuvantes 

en cuanto a la acción insecticida, para el caso del Tween® 80 se necesita una 

concentración menor en la formulación en comparación con el ECOSURF™ SA-9. 

Por lo anterior se establece como tensoactivo el Tween® 80 a una concentración del 

1,5% v/vpara la formulación final del insecticida a partir de los extractos de las hojas 

del nim. 
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8.2.4 Evaluación del efecto del pH, concentración del conservante y agua en 

la estabilidad de los formulados insecticidas. En la Tabla 16 se presentan los 

resultados para cada uno de los puntos del diseño, en cuanto al peso de biomasa 

seca y %DAZA, obtenidos en colaboración con Rodríguez. Los resultados muestran 

que la mayor cantidad de biomasa producto de la degradación del extracto se 

presenta a un pH de 9, a una % C del 0,30% v/v y una % A del 87,5% v/v. La mayor 

degradación de la AZA se produjo a un pH de 6, una % C de 0,30 % y una % A del 

95% v/v. 

 

Tabla 16. Ensayo de estabilidad acelerada: Peso de biomasa seco (g) y % DAZA 

con respecto al pH, % C y % A en formulados de insecticidas a partir de extractos 

de hojas almacenados por dos meses en una incubadora a 40±2ºC y una humedad 

relativa del 75±5% 

pH % C (v/v) % A (v/v) Peso Biomasa (g) % DAZA 

3 0,30 87,5 2,9 ± 0,0 41,3 ± 2,3 

3 0,15 95,5 1,9 ± 0,1 46,4 ± 3,7 

3 0,15 80,0 4,0 ± 0,1 37,2 ± 0,9 

3 0,00 87,5 2,3 ± 0,0 37,4 ± 2,2 

6 0,15 87,5 2,7 ± 0,1 54,3 ± 3,2 

6 0,15 87,5 2,9 ± 0,1 75,8 ± 2,4 

6 0,00 95,0 3,5 ± 0,2 85,7 ± 2,5 

6 0,30 80,0 4,9 ± 0,4 53,9 ± 2,0 

6 0,15 87,5 2,1 ± 0,1 65,5 ± 0,6 

6 0,00 80,0 3,5 ± 0,2 82,9 ± 2,6 

6 0,30 95,0 1,0 ± 0,3 93,9 ± 3,4 

9 0,15 95,0 1,3 ± 0,1 79,9 ± 0,0 

9 0,15 80,0 2,4 ± 0,2 65,4 ± 3,2 

9 0,30 87,5 5,0 ± 0,2 86,0 ± 0,0 

9 0,00 87,5 1,7 ± 0,5 86,7 ± 0,2 

Fuente: Rodríguez. 
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Con los puntos experimentales encontrados se establecieron los modelos 

matemáticos para evaluar la estabilidad de los formulados relacionando el peso 

seco de biomasa generada (Ecuación 9) y el % DAZA (Ecuación 10), con los cuales 

se generaron las respectivas superficies de respuesta (Figuras 43-45). 

 

Ecuación 9.Modelo matemático que describe la producción de biomasa (PB) 

dependiendo del pH, concentración de conservante (% C) y concentración de agua 

(% A).  R2 de 72,22% 

 

PB = -10,8-0,74(pH)+63,32(%C)+0,37(%A)-0,04(pH
2
)+19,70(%C)

2
-0,002(%A

2
)+ 

1,48(pH)(%C)+0,01(pH)(%A)-0,86(%C)(%A)  

 

Ecuación 10. Modelo matemático que muestra el porcentaje de degradación del 

AZA (% DAZA) dependiendo del pH, concentración de conservante (% C) y 

concentración de agua (% A).  R2 de 92,82% 

 

% DAZA = 804,14+19,41(pH)-817,50(%C)-18,60(%A)-0,71(pH)
2
+633,01(%C)

2
+ 

0,11(%A)
2
-2,58(pH)(%C)-0,05(%pH)(%A)+7,13(%C)(%A)  

 

En la Figura 43 se observan las gráficas de contorno para la PB y el % DAZA 

generados con respecto al pH y % C (% v/v), manteniendo constante el % A en un 

valor de 87,5% v/v. En la Figura 43-A se observa que la mayor PBse da a un pH 

alcalino cercano a 9 y altas concentraciones de conservante cercanas a 0,30% v/v. 

Por otro lado, a baja concentración de conservante y un pH cercano a 9 disminuye 

la PB.A su vez, en el centro de la gráfica se aprecia una zona de baja PB. En la 

Figura 43-B se aprecia que cuando aumenta el pH, aumenta el % DAZA. Los 

menores % DAZA se producen a pH ácido, cercano a 3 y una concentración de 

conservante de 0,15% v/v. 
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Figura 43. Gráficas de contorno del % DAZA (A) y PB (B) con respecto al pH y el % 

C, a un % A constante de 87,5 % v/v, después de 20 días de almacenamiento a una 

T de 40°C y HR de 70%. 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Rodríguez. 

 

El efecto del % C y el pH se puede explicar teniendo en cuenta que el conservante 

KoraloneBio-CleanTM es un producto que actúa de forma óptima a pH neutro y ácido 

a valores cercanos a 0,15% v/v (ficha técnica Anexo 2).  
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En la Figura 44 se presentan los gráficos de contorno para la PB y % DAZA con 

respecto al pH y % A (% v/v), manteniendo constante el % C en un valor de 0,15% 

v/v. En la Figura 44-A se aprecia que cuando aumenta el porcentaje de agua a pH 

ácido, disminuye la PB. En la Figura 44-B se observa que para el % DAZA, aumenta 

con el pH y el % A. 

 

Figura 44. Gráficas de contorno del % DAZA (A) y PB (B) con respecto al pH y el % 

A, a un % C constante de 0,15 % v/v, después de 20 días de almacenamiento a una 

T de 40°C y HR de 70%. 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Rodríguez 
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La azadiractina es una molécula altamente oxigenada, por lo que, al aumentar el 

contenido de agua, se favorece su hidrólisis. Szeto y Wan estudiaron la hidrólisis de 

la AZA a diferentes pH, encontrando que a 35°C, la reacción de hidrólisis siguió una 

cinética de pseudo-primer siendo las constantes de velocidad mayores a pH alcalino 

que a pH ácido [102]. 

 

En la Figura 45 se observan los resultados de la variación de los parámetros (pH, 

%C y %A) que permiten la minimización de la PB y el % DAZA en los intervalos 

establecidos, los cuales fueron obtenidos utilizando el software estadístico Minitab 

11. Se observa que según el modelo matemático los valores a los cuales el producto 

es más estable son un pH de 3, una %C del 0,16% v/v y un % A del 87% v/v. 

 

Figura 45. Valores de pH, % C y % A, que permiten minimizar el % DAZA y la PB  

 

Fuente: Rodríguez 
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En la Figura 46 se presentan los resultados de % DAZA y en la Figura 47 los del PB 

después de dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70%, a las 

condiciones óptimas de pH (3,0), %C (0,16% v/v) y % A (87,57% v/v), comparados 

con los resultados mínimos teóricos (PBteórico= 0,84 g y % DAZAteórico= 32,97%) que 

arroja el modelo matemático. 

 

Figura 46. Comparación de los datos teóricos y experimentales del % DAZA, 

después de dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70% 

(p=0,14). 
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Figura 47. Comparación de los datos teóricos y experimentales de PB, después de 

dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70% (p=1,00). 

 

 

 

Los valores de respuesta experimentales con los predichos por el modelo no 

presentan diferencias significativas (p>0,05) para las dos variables de respuesta. 

Por lo anterior se puede decir que el modelo predice de forma adecuada el efecto 

del pH, % C y % A en la estabilidad de los formulados a partir de los extractos de 

hoja denim en almacenamiento. Con estos resultados y utilizando la metodología 

del Ministerio de la Protección Social para estudios de estabilidad, se calculó que el 

tiempo de vida útil del producto es de 24 meses.  

 

8.2.5 Evaluación de la actividad insecticida del formulado a partir de extractos 

de hoja de nim en el gorgojo de arroz. En la Tabla 17 se encuentra la fórmula 

cuali-cuantitativa del formulado insecticida a partir de los extractos de hoja de nim. 
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Tabla 17. Fórmula cuali-cuantitativa del formulado insecticida a partir de los 

extractos de árbol de nim para el control del gorgojo del arroz. 

 

Compuesto Función Concentración 

Extracto de hoja de hoja de nim 
Principio activo 

insecticida 
2,6% v/v 

Tween 20 
Coadyuvante 

tensoactivo 
1,5% v/v 

Agua Diluyente 87,5% v/v 

Etanol Diluyente 8,1% v/v 

Koralone Conservante 0,30% v/v 

Ácido cítrico Regulador del pH Hasta pH 3 

 Total 100% 

 

Con esta formulación se preparó el insecticida y se probó su actividad en cuanto a 

mortalidad por contacto con superficie, en el gorgojo del arroz. En la Figura 48 se 

observan los resultados en la mortalidad del gorgojo del arroz por impregnación de 

superficie obtenidos con el insecticida formulado a partir de los extractos de hoja de 

nim, comparándolos con los que se obtienen con el insecticida comercial 

deltametrina (DEL) al 2,6% p/v en etanol y los extractos de hoja de nim al 2,6% p/v 

en etanol sin aditivos.  
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Figura 48. %M del gorgojo del arroz versusel tiempo de contacto por impregnación 

de superficie del formulado, el extracto de hojas del nimal 2,6 % v/v, y DEL al 2,6% 

v/v. 

 

 

 

Los resultados de la prueba muestran que el formulado logra la misma mortalidad 

que la Deltametrina a concentraciones iguales a las 144 h de ensayo. También se 

aprecia que la actividad insecticida del formulado duplica la actividad insecticida 

conseguida con los extractos de hoja de nim sin ningún aditivo. Lo anterior se debe 

a que, a pesar de que los aditivos por sí solos no tienen actividad insecticida, 

aumentan la actividad insecticida de los extractos de nimal actuar como 

coadyuvantes, aumentando la mortalidad de los mismos. Posiblemente este efecto 

se deba a que el tensoactivo permite que los extractos se dispersen mejor en una 

superficie y además puedan adsorberse mejor por el insecto. 
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8.3 CONCLUSIONES 

 

Se encontró que para los extractos de la hoja del nim la DL50 fue 2,6% p/v y la DL90 

fue 4% p/v. Se encontró que los extractos de hoja de nim inhibieron la enzima AChE 

comercial en pruebas in vitro, lo cual es una prueba preliminar que indica que este 

podría ser el mecanismo de acción insecticida de los compuestos presentes en la 

hoja del nim. 

 

Se determinó que para aumentar la estabilidad del formulado y su actividad 

insecticida se debe agregar el tensoactivoTween 80 a una concentración de 1,5% 

v/v. A su vez, en pruebas de estabilidad acelerada se establecieron el valor del pH 

de 3, la concentración de conservante de 0,3% v/v y agua de 87,5% v/v, lo que 

permite minimizar la degradación del formulado. Finalmente, el producto formulado 

permitió alcanzar el 100% de mortalidad en aplicación en superficie, siendo 

igualmente efectivo que el insecticida comercial para el tratamiento de la plaga del 

gorgojo del arroz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

139 
 

9. CONCLUSIONES GENERALES 

 

Se estableció un proceso para la extracción por maceración de los compuestos 

insecticidas a partir de las hojas del árbol de nim que permite maximizar el contenido 

de AZA, empleando como solvente de extracción etanol, a una relación 

hoja/solvente del 32,6% p/v, un tiempo de extracción de 48 h y una velocidad de 

agitación de 363 rpm. Además, se pudieron establecer protocolos para la 

caracterización de los extractos en cuanto al contenido de AZA por HPLC utilizando 

un estándar interno de α-terpineol y evaluando su actividad insecticida en el gorgojo 

del arroz. 

 

Con los extractos de la hoja de nim se formuló un bioinsecticida que presentó 

mortalidad por contacto en el gorgojo del arroz, con resultados comparables a la del 

tametrina, insecticida químico perteneciente a la familia de los piretroides 

ampliamente empleados en el control de plagas en el sector agroindustrial. Se 

determinó que los tensoactivos no iónicos empleados en la formulación tienen una 

función como coadyuvantes mejorando la estabilidad de la solución y aumentando 

la actividad insecticida del formulado. El formulado insecticida tiene un tiempo de 

vida útil de 18 meses a un valor de pH de 3, una concentración de conservante de 

0,3% v/v y una concentración de agua del 87,5% v/v. 

 

Por último, puede concluirse que los extractos de hoja de nim en formulados 

bioplaguicidas, tienen un gran potencial para su uso en el control de plagas 

agroindustriales como el gorgojo del arroz, permitiendo sustituir los insecticidas 

convencionales que pueden generar daños al medio ambiente y en la salud 

humana. 
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10. RECOMENDACIONES 

 

Para complementar los resultados obtenidos en la inhibición de la AChE por parte 

de los extractos de la hoja del nim, se recomienda realizar estudios in vivo, que 

permitan establecer el mecanismo de acción de estos compuestos en el organismo 

del insecto. 

 

Con el fin de dar continuidad a esta investigación se recomienda realizar pruebas 

en otras especies de insectos plagas del sector agroindustrial, en especial otras 

plagas que afecten a los granos almacenados, evaluando su efecto en diferentes 

estadios de su ciclo de vida. 

 

Se recomienda realizar pruebas de campo con el bioinsecticida formulado, para 

establecer posibles interacciones con el medio y otros factores que podrían afectar 

su desempeño. 
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ANEXO A. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADOS (ENVEJECIMIENTO 
ACELERADO) 

 

Forman parte de los estudios formales de estabilidad y son estudios diseñados para 

incrementar la velocidad de la degradación química y los cambios físicos de un 

producto empleando condiciones extremas de almacenamiento, como parte del 

programa de evaluación de estabilidad. El objetivo de estos estudios es predecir la 

vida útil tentativa del producto en condiciones normales de almacenamiento. 

 

Diseño Experimental 

 

Método de muestreo de un solo punto a los dos meses y dos temperaturas. 

 

1. Se seleccionan dos temperaturas (33°C y 40°C) de almacenamiento cuya 

diferencia debe ser mínimo de 7ºC y apropiadas a la estabilidad física que presenta 

el producto. 

 

2. Se coloca una muestra representativa a las condiciones seleccionadas y se 

establece un muestreo a los dos meses de almacenamiento.  

 

3. Con los datos obtenidos a una misma temperatura, se efectúa la comparación 

estadística, para establecer que no se detecta una diferencia estadísticamente 

significativa entre ellos. Cuando no se detecta una diferencia estadísticamente 

significativa entre los lotes analizados, se efectúa el cálculo del porcentaje 

degradado en cada muestra en referencia al valor original existente. Con los datos 

del porcentaje degradado a dos meses a cada temperatura, se calcula el promedio 

global degradado a dos meses con los límites de confianza del 95%, incluyendo 

todos los datos. 
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4. El promedio obtenido a cada temperatura, con los límites de confianza del 95% 

se ubica en la gráfica de la Figura A.  

Figura A. Estabilidad acelerada. 

 

 

5. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (a), o si un resultado 

cae dentro de la zona de aceptación (a) y otro dentro de la zona de aceptación (b) 

se le puede asignar al producto una vida útil de 36 meses contados a partir de la 

fecha de fabricación del lote.  

 

6. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (b) o (c) o uno en la 

zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida útil de 33 meses, 

contados a partir de la fecha de fabricación del lote. 

 

7. Si un resultado cae en la zona de aceptación (c) y otro en la zona de rechazo (d) 

o ambos caen en la zona de rechazo (d), se debe utilizar ahora la gráfica de la 

Figura B.  
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Figura B. Estabilidad acelerada 

 

 

8. Una vez ubicados los dos puntos en la gráfica de la Figura B, si ambos resultados 

caen dentro de la zona de aceptación (a), o si un resultado cae dentro de la zona 

de aceptación (a) y otro dentro de la zona de aceptación (b) se le puede asignar al 

producto una vida útil de 33 meses contados a partir de la fecha de fabricación del 

lote.  

 

9. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (b) o (c) o uno en la 

zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida útil de 30 meses, 

contados a partir de la fecha de fabricación del lote. 

 

10. Si un resultado cae en la zona de aceptación (c) y otro en la zona de rechazo 

(d) o ambos caen en la zona de rechazo (d), se debe utilizar ahora la gráfica de la 

Figura C. 11. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (a), o si un 

resultado cae dentro de la zona de aceptación (a) y otro dentro de la zona de 
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aceptación (b) se le puede asignar al producto una vida útil de 30 meses contados 

a partir de la fecha de fabricación del lote. 

Figura C. Estabilidad acelerada 

 

 

11. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (a), o si un resultado 

cae dentro de la zona de aceptación (a) y otro dentro de la zona de aceptación (b) 

se le puede asignar al producto una vida útil de 30 meses contados a partir de la 

fecha de fabricación del lote. 

 

12. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptación (b) o (c) o uno en la 

zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida útil de 24 meses, 

contados a partir de la fecha de fabricación del lote.  

 

13. Si un resultado cae en la zona de aceptación (c) y otro en la zona de rechazo 

(d) o ambos caen en la zona de rechazo (d), al producto no se le puede asignar una 

vida útil superior de 24 meses y mucho menos por esta modalidad. 
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ANEXO B. FICHA TÉCNICA DEL PRESERVANTE KORALONE 
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