PRODUCCION Y EVALUACION DE EXTRACTOS DE AZADIRACHTA INDICA
PARA SUUSO COMO BIOINSECTICIDAS AGROINDUSTRIALES

JOSE GABRIEL LOPEZ ORTIZ

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FiSICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
MAESTRIA EN INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2017



PRODUCCION Y EVALUACION DE EXTRACTOS DE AZADIRACHTA INDICA
PARA SUUSO COMO BIOINSECTICIDAS AGROINDUSTRIALES

JOSE GABRIEL LOPEZ ORTIZ

DIRECTORA
PH.D. DEBORA ALCIDA NABARLATZ
GRUPO DE INVESTIGACION INTERFASE

CODIRECTOR
DR.JONNY EDWARD DUQUE LUNA
GRUPO DE INVESTIGACION CINTROP

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FiSICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
MAESTRIA EN INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2017



DEDICATORIA

A mi madre, Maria Cecilia Lopez Ortiz.



AGRADECIMIENTOS

A la profesora Debora Nabarlatz, por su apoyo en todo el desarrollo del proyecto,

incluso en los momentos personales mas dificiles.

Al profesor Jonny Duque y al grupo de investigacion CINTROP, por facilitarme las
instalaciones, materiales y conocimientos, para llevar acabo las pruebas

entomoldgicas.

A la profesora Maria Paola Maradei y al grupo de investigacion INTERFASE, por el

apoyo técnico, préstamo de los laboratorios y equipos.

A Rolando Andrés Acosta, por sus aportes en las pruebas de caracterizacion de las

hojas de nim y el compafierismo que siempre me demostro.

Al Programa de Movilidad de la Vicerrectoria de Investigacién y Extension (VIE) de
la Universidad Industrial de Santander, por el apoyo para la asistencia a la
“‘International Conference On Chemical And Biochemical Engineering 2015”,

realizado en la ciudad de paris, Francia.

A la Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas de la Universidad Industrial de
Santander por su apoyo para asistir al “V Congreso Iberoamericano de Productos

Naturales 2016”, realizado en la ciudad de Bogota.

A la empresa ZUMOTEC S.A.yla VIE de la UIS por la financiacién del proyecto de

investigacion 1328.

A las escuelas de Ingenieria Quimica y Quimica de la UIS por el préstamo de los

equipos y laboratorios.



A los estudiantes de pregrado que con sus trabajos, aportaron al desarrollo de esta

investigacion.

Por dltimo, a todos mis compafieros y amigos que estuvieron presentes durante el
desarrollo de esta investigacion y que aportaron desde diferentes éareas del

conocimiento y perspectivas personales y profesionales.



CONTENIDO

INTRODUCCION ...ttt seete et esas s assss s sesse s esssssssssss s ssssssasssssssanansans 26
1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE ...ooovoiieeeieseceeete s, 38
1.1 ARBOL DE NIM...coiiriiirereeeeseeeesseessseesessssssessesssessssssessssssessssssasssssssssssssessssenns 38
1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS ...ttt see e e 38
L3 LIMONOIDES ..ottt sttt s neene e 39
1.4 METODOS DE EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS ........ 40
IR 0 I B 1T 1= Vo o RSP SPPRPR 40
R e (= 3 ST o F SRR 40
1.4.3 EXracCion POr SOIVENTES .......cccoceeiicee et 41
1.4.4 Extraccion con fluidos en condiciones SUPercriticas ........c.cvceeecevereeereenes 41

1.4.5. Extraccion y purificacién de metabolitos secundarios a partir del arbol de nim.

........................................................................................................................................ 42
1.4.6. Caracterizacion de extractos de NiM .........cccceeveeeeieieninene e 45
1.5 FORMULACION DE INSECTICIDAS ...ttt 48
1.6 PRINCIPIO ACTIVO ...ttt rttee ettt e e s e eeneeas 50
1.7 COADYUVANTES ...ttt e e e e e eeneeas 50
1.7.1 HUMECTANIES ...ttt nn e s e anneas 50
1.7.2 AONESIVOS ..ottt 51
ARG TR ST 0= o ] = LS 52
2. HIPOTESIS oottt sttt 53
G T O N 1 IV TSR 54
3.1 OBIETIVO GENERAL ...ttt sttt 54
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt ssessesssssssseesesens 54

4. ESTABLECIMIENTO DE LOS PROTOCOLOS DE CARACTERIZACION DELOS
EXTRACTOS Y FORMULADOS INSECTICIDAS ELABORADOS A PARTIR DE

LAS HOJAS DE NIM...oiiiiiiieiiiere sttt st sne s 55
4.1 METODOLOGIA ...ttt 55
4.1.1 Reactivos, materiales y SOIVENLES. .......cccevieiiiciiecece e 55



4.1.2 Produccion de los extractos de hoja de nim. .......cccccoveeveeieneecie v e 56
4.1.3 Evaluacion de los métodos de caracterizacidn fisicoquimica. ................... 56
4.1.3.1 Evaluacién del método de caracterizacion fisicoquimicapor HPLC....... 56
4.1.3.2 Evaluacion del método de caracterizacion fisicoquimica por
eSpectrofotomMeEtria UV -ViS. ...ttt s 57
4.1.4 Evaluacion de los métodos de caracterizacion de la actividad insecticida.59
4.1.4.1. Material entomolégico para los ensayos de mortalidad. ........................ 59
4.1.4.2 Evaluacién del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos por aplicacion tOPICA. .......cccvcueveeiece e 60
4.1.4.3 Evaluacién del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos por impregnacion de SUPErfiCie. ........coevvcve e s 61
4.1.4.4 Evaluacién del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos por impregnacion de alimento. ........ccceeveveiererene e 61
4.1.5 Andlisis estadistiCo de 10S datosS. ........cccceverirerierieieseeee s 62

4.1.6 Eleccion de los protocolos de caracterizaciéon fisicoquimica y de actividad

1 ET=Tox iTo3 o F= ORISR 63
4.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ..ottt seeeeeeeen. 63
4.2.1 Eleccion del estandar interno para HPLC. .........ccooevieieeieecie e 63

4.2.2 Obtencidén de la curva de calibraciony cuantificacion de la AZA en los extractos
[0 T0 g o | PP 66
423 Evaluacibn del método de caracterizacion fisicoquimica por
eSpPectrofotomMEtria UV -ViS. ...ttt e 67
4.2.4 Eleccion del protocolo de caracterizacion fisicoquimica. ..........cc.cceeeeeneneee 72
4.2.5 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos por apliCacCioN tOPICA. ......cccvrvrrieriiie ettt 73
4.2.6 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos por impregnacion de SUPErfiCie. ... 75
4.2.7 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de los
extractos porimpregnacion de aliMento ..........cceveererieereereere e 77

4.2.8 Eleccion del protocolo de caracterizacion de la actividad biologica. ........ 78



4.3 CONCLUSIONES ..ottt oot e et e e e eeee e eersee s ese e esseeeseeeseaesenensaseseeneeenens 79
5. EVALUACION DE METODOS Y SOLVENTES DE EXTRACCION DE LOS
COMPUESTOS PRESENTES EN LAS HOJAS DEL NIM A DIFERENTES

CONDICIONES DE OPERACION ..ottt e n s 80
5.1 METODOLOGIA ...ttt sests st aenss st s s st anss s sasanessa s 80
5.1.1 Reactivos, marialeS Yy SOIVENIES. ......cccovviereeeceesee e 80
5.1.2 Caracterizacion de la hoja de Nim. ..........cccooveiiiie i 81
5.1.3 Acondicionamiento del material vegetal. ..........cccooriinininiiniee 81

5.1.4 Produccién de los extractos de hoja de nim por el método de maceracion. 81

5.1.5 Produccion de los extractos de hoja de nim por el método Soxhlet. ........ 82
5.1.6 Produccién de los extractos a partir de la semilla de nim............................ 82
5.1.7 Analisis estadistico de 10S datOs. ........cceveeeieeieeieiese e 82

5.1.8 Eleccién del método y el solvente de extracciéon de los compuestos de la hoja

(o 1] I 211 0 o FAPUUT OO T OO TR RRTRTRRRRTRR 83
5.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ..ot 83
5.2.1 Caracterizacion de la hoja de NiM. .......cccceveeiiiie s 83

5.2.2 Produccién de los extractos de hoja de nim por el método de maceracion.84
5.2.3 Produccién de los extractos de hoja de nim por el método Soxhlet. ........ 88
5.2.4 Produccion de los extractos a partir de la semilla del nim. ............ccccenee. 91
5.2.5 Eleccion del método y solvente de extraccion de los compuestos de la hoja del
0] S 93
5.3 CONCLUSIONES ......ootiieictesieietse ettt sttt s se et et s e s snns 94

6. MAXIMIZACION DE LA AZADIRACTINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS DE
HOJA DE NIM MEDIANTE LA MODIFICACION DE LOS PARAMETROS DE

EXTRACCION POR MACERACION........coivcicteieteesete e 95
6.1 METODOLOGIA ...ttt sn et e 95
6.1.1 Reactivos, marialeS Yy SOIVENIES .......ccoccvvieiieeceere e 95
6.1.2 Disefio experimental tipo Box-Behnken..........ccccoooeiiiiieiiccieccc e, 95

6.1.3 Produccion y cuantificacion de la AZA en los extractos de hoja de nim. . 96

6.1.4 Maximizacion del % AZA vy validacion del modelo matematico. ................ 96

10



6.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS .......cooeveerereeierseieeee e 97

6.2.1 Efecto de los parametros de extraccionenel % AZA. .......cccoceveevcveevneenen. 97
6.2.2 Maximizacion del % AZA de la hojadel NiM. ........ccccceveiieiiece e 102
6.2.3 Validacion de los resultados obtenidos por el modelo matematico ........ 103
6.3 CONCLUSIONES ......ctiiieieesieiete sttt sttt sne e 104
7. EVALUACION DE TECNICAS DE PURIFICACION DE LA AZADIRACTINA
PRESENTE EN LOS EXTRACTOS DE LAS HOJAS DEL NIM ......ccccevvevrnnnnns 105
T.1METODOLOGIA ...ttt e e e st e e snae e e e e e e nnneeennes 105
7.1.1 Reactivos, marialeS Y SOIVENLES .......ccccoveeiieiece e 105
7.1.2 Produccion de los extractos de hoja de nim. .......ccccooceeeierennieneneneienenens 106
7.1.3 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim por solventes.............. 106

7.1.4 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim por cromatografia en

(o0 ] 01 0 1 = VPSP 107
7.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS ..ot 108
7.2.1 Fraccionamiento por solventes de los extractos de hoja de nim ............. 108

7.2.2 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim utilizando cromatografia en
(o] 1010 1 = PSP 110
7.3 CONCLUSIONES ...ttt sttt 112
8. FORMULACION DE UN BIOINSECTICIDA PARA EL CONTROL DE
SITOPHILUS ORYZAE (GORGOJO DEL ARROZ) A PARTIR DE LOS

EXTRACTOS DE LA HOJA DEL NIM ... e 113
8.1 METODOLOGIA ...ttt ses s asss sttt 113
8.1.1 Reactivos, marialeS Y SOIVENIES .......cccoveriiere e 113
8.1.2 Determinacion de las dosis letales en el gorgojo del arroz ...................... 114

8.1.3 Dilucidacion del mecanismo de acciodn insecticida por inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa (ACHE). ... 115
8.1.4 Evaluacién del uso de tensoactivos no ionicos en formulaciones insecticidas
con extractos de hoja de NIM ... e 117
8.1.5 Evaluacion del efecto del pH, concentracion del conservante y agua en la

estabilidad de 10S formuladoS INSECHCIAAS ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 118

11



8.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS .......cooeurrerereieeresee e 121

8.2.1 Determinacion de las dosis letales de los extractos de hoja de nim en el gorgojo

(0 =TI T (o ORI 121
8.2.2 Dilucidacion del mecanismo de accion insecticida por inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa (ACHE) .......coov it 123
8.2.3 Evaluacién del uso de tensoactivos no ionicos en formulaciones insecticidas
con extractos de hoja de NiM ..o e 125
9. CONCLUSIONES GENERALES.......o oot 139
10. RECOMENDACIONES .......ccoieiiiieiee ettt 140
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eeene e 141
BIBLIOGRAFIA ...ttt eeetses s es e tes e sestss st tesss s s s st ansnsntas s sananens 153
N AN 1 T 166

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa temperatura maxima (A) y HR (B) en Colombia........ccccccccevvevienene. 28

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

atacados POr €St INSECTO (B) .....viereririeieiee et 29

Figura 3. Arbol (A), frutos y hojas (B) del NiM.........c.c.ccueeeeeeeevcereeceee e 31

Figura 4. Azadiractina A (A), Azadiractina D (B), Azadiractina H (C), Deacetilnimbin
(D), NIMbin (E), Salanin (F) ....ccceiiiiieiieeiee ettt srae e enee s 33

Figura 5. Departamentos del pais con potencial para la siembra del nim ............... 35
Figura 6. Metodologia general para el establecimiento de los protocolos de
caracterizacion de los extractos y formulados insecticidas elaborados a partirde las
00 F= TS0 [N o1 PR 55

Figura 7. Zona de topicacion dorsal (1) y ventral (2) en el gorgojo del arroz.......... 61

Figura 8. Cromatograma del estandar dea-terpineol a 214 nm, con un detector DAD,

una columna C18 y una fase movil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min....64

Figura 9. Cromatograma del estandar de AZA a 214 nm, obtenido con un detector

DAD, una columna C18Yy una fase movil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min.

Figura 10. Cromatogramaa A = 214 nmdel extracto etandlico obtenido por

maceracion de las hojas delnim () y utilizando a-terpineol como estandar interno (-

13



-), con un detector DAD, una columna C18y una fase mévil de acetonitrilo/agua a

UN FIUJO A€ 1 ML/MIN. ¢ttt 66

Figura 11. Curva de calibracién para diferentes concentraciones de AZA/a-terpineol
obtenidapor HPLC a una longitud de onda de 214 nm, equipado con un detector

DAD, una columna C18y una fase mévil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min.

Figura 12. Longitud de onda vs Absorbancia de Aza (limonoides), acido tanico
(taninos) y limonenos (terpenos simples), mediante espectrofotometria UV-Vis

utilizandouna cubeta de cuarzo de 10 MM. oo 68

Figura 13. Curvas de calibracion de limonoides (AZA) (A), taninos (Acidotanico) (B)

y terpenos simples (IMONEN0) (C) ..o 69

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

hexanoicos de la hoja de NIM . ... e 71

Figura 15. % M contra Tiempo después de la aplicacion (h): zona dorsal (A) y ventral
(B) enel gorgojo del arroz. T=25°C Y HR=94% ......occeevieveieeceee e 74

Figura 16. % M contra Tiempo después de la aplicacion de los tratamientos por

impregnacion sobre la superficie no porosa. T=25°C y HR= 94%. .......cccccccvrecvrurnee. 76

Figura 17. % M contra Tiempo después de la aplicacion de los tratamientos en el
pellet de harina. T=25°C Y HR=949%0. ..ot 78

Figura 18. Metodologia general para la evaluacion de métodos y solventes de

extraccion de los compuestos presentes en las hojas del nim. ........cccocevvevvceenen. 80

14



Figura 19. % R de extraccion por maceracion de hoja de nim con respecto al
solvente, la agitacion (0 y 500 rpm) y relacion hoja/solvente de extraccion (10% y
L0 oA ) OSSR 84

Figura 20. % AZA obtenido por extraccién por maceracion de hoja de nim con
respecto al solvente, la agitacion (0 y 500 rpm) y relacion hoja/solvente de extraccion
LGOI (0 L oA ) TSSO 85

Figura 21. % M del gorgojo del arroz por impregnacion de superficie de los ER al
3% plv, extraidos por maceraciéon con respecto al solvente de extraccion, la
agitacion (0 y 500 rpm) y la relacion hoja/solvente de extraccién (10% y 30% p/v).
Y4 R O o | 2 0 TSR 87

Figura 22. % R de los extractos obtenidos de la hoja de nim por extraccion Soxhlet

con respecto al solvente de eXIraCCION. .......ocveeieeeeieeees e 89

Figura 23. % AZA extraccion por Soxhlet de hoja de nim con respecto al solvente

(0 LS qi = o ol [ ] AU 90
Figura 24. % M del gorgojo del arroz por impregnacion de superficie de los ER al
3% plv, extraidos por Soxhlet de la hoja de nim con respecto al solvente de

eXraCCION. T=25%C HRZT7090. oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaennees 91

Figura 25. % AZA para los extractos de semilla de nim obtenidos por maceracion

con etanol a una relacion 30% p/v y extraccion de Soxhlet con hexano ................. 92

Figura 26. Metodologia general para la maximizacion de la azadiractina presente en

los extractos de hoja de NIM ......cc.oooiiiiii i 95

15



Figura 27. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extraccion vs %

relacion hoja/solvente a 250 rpm para el % de AZA recuperado de la hoja de nim

Figura 28. Superficie de respuesta relacionando el % relacion hoja/solvente vs

agitacién a 30 hde extraccion para el % de AZA recuperado de la hoja de nim. 101

Figura 29. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extraccion vs agitacion
a 30% p/vpara el % de AZA recuperado de la hojade nim..........cccccceeveeieecieennene, 102

Figura 30. Valores de las variables de proceso para maximizar el % AZA. .......... 103

Figura 31. Comparacion del resultado experimental del % AZA con el predicho por

la maximizacion del modelo MAIEMALICO ......eeeeeee e 104

Figura 32. Metodologia general utilizada para la evaluacion de técnicas de

purificacién de la azadiractina presente en los extractos de las hojas del nim.....105

Figura 33. Esquema columna de fracCionamiento............cccoovveverinenerieecnineeeenen, 107

Figura 34. Diagrama general de fraccionamiento con cada uno de los pesos
(o]0 (=] 010 [0 1< PP 108

Figura 35. Diagrama general del fraccionamiento en columna de cromatografia, a

diferentes relaciones de éter de petrdleo (A), acetato de etilo (B) y metanol........ 111

Figura 36. Metodologia general para la formulacién un bioinsecticida para el control

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

16



Figura 37. Mecanismo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. .................. 115

Figura 38. Lector de microplacasMultiskan™ GO ThermoScientific ..........c........... 116

Figura 39. Concentracion de los extractos de hoja de nim diluidos en etanol al 96%
viv contra el porcentaje de mortalidad en el gorgojo del arroz por impregnacion de

superficie a las 144 h de eXPOSICION .......cccveiieieeceece e 121

Figura 40. Porcentaje de inhibicion de la enzima AChEin vitro a diferentes

concentraciones de los extractos de hoja de nim. ... 124

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) ......cccccevvvevveiereerennns 126

Figura 42. Efecto de la actividad insecticida en el gorgojo del arroz porimpregnacion
de superficiecon los formulados: ECOSURF™ SA-9 a 2,5% viv (FE) y Tween® 80 a
1,5% viv (FT) con una concentracion de extracto (E) del 2,6% p/v después de 144

N A EXPOSICION. ...ttt b e b e sa s 127
Figura 43. Gréficas de contorno del % DAZA (A)y PB (B) con respecto alpHy el %
C,aun % A constante de 87,5 % vlv, después de 20 dias de almacenamiento a una
T de 40°C Y HR A€ 700 ..ottt 131
Figura 44. Gréaficas de contorno del % DAZA (A)y PB (B) con respecto al pHy el %
A, aun % C constante de 0,15 % v/v, después de 20 dias de almacenamiento a una

T de 40°C Y HR A 700 ..ottt et nb e sne s 132

Figura 45. Valores de pH, % Cy % A, que permiten minimizar el % DAZA y la PB

17



Figura 46. Comparacion de los datos tedricos y experimentales del % DAZA,

después de dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70%

Figura 47. Comparacion de los datos tedricos y experimentales de PB, después de

dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70% (p=1,00). .......... 135

Figura 48. %M del gorgojo del arroz versusel tiempo de contacto por impregnacion

de superficie del formulado, el extracto de hojas del nimal 2,6 % v/v, y DEL al 2,6%

18



LISTA DETABLAS

Tabla 1. Técnicas de extraccion segun las partes de la planta, método y solvente

EMPIEATOS. ... 43

Tabla 2. Presentaciones de formulaciones para los insecticidas comerciales mas

(070 10U ] 0 1T TSRO PPTURP 49
Tabla 3. Concentracién delimonoides, terpenos simples y taninos, en los extractos
etandlicos y hexanoicos del nim, utilizando el modelo matematico multivariable

segun la metodologia propuesta porDaiet al. .........ccccceveeieiievie e 71

Tabla 4. Comparacion meétodos de caracterizacion fisicoquimicos por HPLC y

€SPECIrOfOIOMETITA UV -VIS ..ottt st n e e e e 72
Tabla 5.Comparacion de los métodos de caracterizacion de la actividad biolégica
por aplicacion topica, impregnacién de superficie y de alimento, de los extractos
etandlicOS Y NEXANOICOS. ......ccciiiiciecce ettt s re e e sneas 79
Tabla 6. Andlisis proximo de la hoja del NiM ..., 83
Tabla 7. Costo de la AZA con respecto al material vegetal (MV) (hoja o semilla)
utilizando el método de maceracién a una relacion 30% p/v utilizando etanol como

SOIVENTE B EXITACCION ... e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 93

Tabla 8. Comparacion de los métodos y solventes de extraccion para la hoja de nim

19



Tabla 10. Resultados del % AZA a partir de un disefio Box-Behnken variando la

agitacion, la relacion hoja/solvente y tiempo de extracCion...........ccccoeeeerereieriennenn 97

Tabla 11. Analisis de varianza ANOVA para el tiempo de extraccion (X1), agitacion
(X2) yrelacion hoja/SOIVENIE (X3) ..cueieieeeiecee sttt et e 98

Tabla 12. % AZA en el extracto inicial de hoja de nim y en cada una de las

TTACCIONES. ..ottt eeeeesese s nssse e snsnmnsn s s e s nmemnnnnsmnmnnnnnnnnnnnnn 109

Tabla 13. Cantidad de AZA (mg) y pureza (% AZA p/p) en cada una de las fracciones
obtenidas con diferentes relaciones de éter de petroleo/acetato de etilo (A:B) y

metanol, por medio de cromatografia encolumna ..o, 111

Tabla 14. Niveles de los parametros del disefio de experimentos tipo Box-Behnken

Tabla 15. DLsoy DLoo de los extractos etanolicos de hoja de nim diluidos en etanol
al 96% v/v en el gorgojo del arroz por impregnacion de superficie a las 144 h (Chi
CUAAIAAO X2 = 2,364). ..cucuiuiririririreiisesesesesesess st ss sttt ss ettt ettt es s s s nesesessenes 122

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+2°C y una humedad
FEIALIVA AEI 75E50 ....eiiieiceieeee ettt b ettt st nes 129

Tabla 17. Formula cuali-cuantitativa del formulado insecticida a partir de los

extractos de arbol de nim para el control del gorgojo del arroz. ..........ccccecvveeennneee 136

20



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADOS (ENVEJECIMIENTO

ACELERADOQ) ...ttt ettt e e a e 167

ANEXO B. FICHA TECNICA DEL PRESERVANTE KORALONE ........cccccceeueuneee. 171

21



LISTA DEABREVIATURAS

% A Concentracion de agua
% AZA Porcentaje de azadiractina A
% C Concentracion de conservante

% DAZA Porcentaje de degradacion de azadiractina

% M Porcentaje de mortalidad

% R Porcentaje de rendimiento de los extractos

A Agua

AChE Enzima acetilcolinesterasa

ACTI loduro 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 Concentracion del compuesto a una determinada longitud de onda
€ Coeficiente de absorcién

DEL Deltametrina

DL Dosis letal

DLso Dosis letal que provoca el 50% de la mortalidad

DLoo Dosis letal que provoca el 90% de la mortalidad

DTNB Acido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzoico]

E Extracto

EA Extracto acuoso

EAE Extracto acetato de etilo

EE Extracto etandlico

EH Extracto hexanoico

ER Extracto rediluido

ET Etanol

FE Formulado con ECOSURF™ SA-9
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RESUMEN

TITULO: Produccion y evaluacion de extractos de Azadirachta Indica para su uso como

bioinsecticidas agroindustriales?

AUTOR: José Gabriel Lépez Ortiz?2

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

RESUMEN: El objetivo principal de esta tesis de maestria es establecer la formulacién y un método
de produccién 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 especificos: 1. establecer los protocolos que permitan la caracterizacion
fisicoquimica y la determinacion de la actividad bioldgica de los extractos y formulados de hoja de
nim en el gorgojo del arroz; 2. evaluar métodos y solventes para la extraccion de los compuestos de
las hojas del nim, explorando diferentes condiciones de operacién; 3. maximizar la azadiractina
presente en los extractos de hoja de nim mediante la modificacion de los parametros de extraccion
utilizando el mejor método establecido; 4. evaluar diferentes métodos de purificacion y refinacion 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. Metodolégicamente,
esta investigacion comenz6 con la produccion de extractos de la hoja de nim; posteriormente, se
realizé una evaluacién de las pruebas de caracterizacion fisicoquimicas; un establecimiento de los
protocolos de caracterizacion fisicoquimica; una recoleccion, identificacion y cria los insectos; una
evaluacion de las pruebas de caracterizaciéon de la actividad insecticida; y, por ultimo, el
establecimiento los protocolos de caracterizacién de la actividad insecticida. Como resultado, se
formulé un bioplaguicida a partir de los extractos de hoja de nim con un tiempo de vida util 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 dafios al medio ambiente y en la salud humana.

1 Tesis de maestria.
2 Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Debora Alcida
Nabarlatz, doctora en Quimica e Ingenieria de Procesos.
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ABSTRACT

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

bioinsecticides3

AUTHOR: José Gabriel Lépez Ortiz*

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 weevl, 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 Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Debora Alcida
Nabarlatz, PhD. Studies in Chemical and Process Engineering.
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INTRODUCCION

El sector agricola en Colombia tradicionalmente ha ocupado un renglon muy
importante de la economia: segun cifras del Departamento Nacional de Estadistica
(DANE), en el cuarto semestre de 2015 el sector agropecuario aporto el 6,3% del
PIB colombiano y, segun la Organizacion Mundial del Comercio (OMC), las
exportaciones agroindustriales corresponden, en promedio, al 30% del valor de las
exportaciones totales de bienes del pais. No obstante, este sector ha sido uno de
los mas atrasados tecnol6gicamente y en el que se registra un mayor nivel de
desigualdad [1].

Entre las posibles cadenas agricolas existentes, la de los cereales es de gran
importancia en la agroindustria, debido a que éstos son fundamentales para la
alimentaciéon humana y animal. Ademas de su consumo directo, a partir de los
cereales se ha desarrollado una gran cantidad de productos industriales como
biocombustibles, endulzantes, aceites y polimeros. La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
inglés) ubica al trigo como el cereal mas consumido en el mundo, seguido por el
arroz, el maiz, el sorgo, la cebada, el centeno y la avena. Los principales
productores de cereales a nivel mundial son Canada, Argentina, Rusia, Ucrania,
Estados Unidos, China y Brasil [2].

En Colombia, la Federacién Nacional de Cultivadores de Cereales y Leguminosas
(Fenalce), establecié que para el afio 2015 la produccién de maiz fue de1'766.102
ton, de arroz 1’342.159 ton, y de trigo 16.615 ton.

A pesar de que en los Ultimos afios ha aumentado la produccién de cereales en el

pais, tan solo se suple el 29% de la demanda interna, dejandole 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 afio, 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 desafios a nivel técnico, donde uno de los principales retos
es el control de plagas. Segun estimaciones de la FAO, las pérdidas en este sector
a nivel mundial son del 10 al 30% por la accion 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 pais no cuenta con

unprograma de monitoreo de plagas poscosecha [5].

Un factor decisivo en la calidad y conservacion del grano almacenado es la
humedad y la temperatura. Cuando la humedad del grano se encuentra entre 14y
20%, pueden desarrollarse hongos y bacterias. Los granos con menos del 10% de
humedad, son favorables para el desarrollo de insectos. Los climas tropicales
humedos, como el que tiene la mayoria 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 maxima (A) y HR (B) en Colombia
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Dentro de las mdltiples plagas de grano existentes, estan presentes dos grandes
ordenes de insectos que econdmicamente son las de mayor impacto: Coledptera
(escarabajos) y Lepidoptera (mariposas y polillas) [7]. Las plagas de insectos de los
granos almacenados se clasifican en dos grupos, segun el momento en el que
atacan. Las plagas primarias atacan los granos que estan intactos. Estos insectos
se reproducen muy rapidamente cuando las condiciones son 6ptimas. Las plagas
secundarias se alimentan del grano dafiado, ya sea por accion mecanica, en el
momento de ser transportado, o por la accion de las plagas primarias. La presencia
de plagas de insectos secundarios a menudo indica que el grano no esta en

condiciones 6ptimas y no tiene la calidad necesaria para ser comercializado [8].
Entre el grupo de insectos que conforman la plagas primarias, uno de los mas
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 varia de café a negro, donde los
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elitros, 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 dificil distinguir entre el macho y la hembra. Su importancia
econOmica y social radica en las pérdidas que produce en cereales tales como el
maiz, el trigo, el sorgo, la cebada y el arroz; segun 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
destruccion de los granos, pues se alimenta vorazmente del contenido del grano,
dejando la céscara 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
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Una de las estrategias mas 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 popularizé el uso de estos insecticidas
debido a su alta eficiencia y bajo costo, era incipiente la informacion sobre los
efectos de la exposicién cronica a estos compuestos en seres humanos [13].
Actualmente, se sabe que muchas de estas sustancias tienen una alta persistencia
en el medio ambiente, bio-acumulandose en diferentes eslabones de la cadena
tréfica, ocasionando graves dafios a los ecosistemas durante largos periodos 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, cAncer de mama, aumento en la incidencia de la enfermedad de Parkinson,
entre otros [15][16]. Ademas, su uso continuo e indiscriminado ha causado que

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

Por esta razén, es necesario profundizar en la investigacion 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 dafios en la salud
humana. Una alternativa promisoria es el uso de bioplaguicidas de origen vegetal,
los cuales estan compuestos por sustancias quimicas llamadas metabolitos
secundarios, aislados mediante procesos de extraccion y purificacion. La presencia
y cantidad de los metabolitos secundarios, incluso en plantas de una misma
especie, depende de las condiciones medioambientales y de pequefios cambios

genéticos. A esta composicion especifica se le denomina quimiotipo [18].

Colombia, debido a su geografia y variedad de climas, ostenta una gran diversidad
botanica, tanto de especies endémicas, como de especies foraneas, que podrian
ser usadas para la elaboracion de bioplaguicidas. A pesar del gran potencial que

tiene el pais en este sector, la mayoria de los extractos y aceites esenciales de
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origen botanico son importados y los productores nacionales en su mayoria 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 arbol es originario del sub continente indio y el sudeste asiético.
Se desarrolla desde los 0 hasta los 1500 metros sobre el nivel del mar, en suelos
con cierto grado de salinidad, en climas semiaridos y con lluvias de 400 a 800 mm

anuales.

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

Desde el punto de vista quimico, el arbol del nim produce mas de trecientas
sustancias, muchas de las cuales tienen actividad biolégica anti-alimentaria y
afectan el metabolismo inhibiendo el apareamiento, la comunicacion sexual, la
maduracion de los huevos, el desarrollo de las etapas adultas y la sintesis de quitina
en diferentes tipos de insectos [21].

Los estudios sefialan que los compuestos del nim responsables de la actividad
insecticida son los limonoides. La estructura quimica de los limonoides es

homogénea estereoquimicamente y consiste en variaciones de la estructura del
nacleo 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 bioldgica; sin embargo, los pertenecientes a los grupos azadirachtin,
nimbin y salannin, son ampliamente conocidos por sus propiedades insecticidas,

antibacteriales y antifingicas.
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La azadiractina A (AZA) fue uno de los primeros compuestos extraidos de la semilla
del nim. Entre sus caracteristicas esté 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 toxico residual de 8 diferentes insecticidas en abejas meliferas (Apis
mellifera), encontrando que la AZA era la Unica que no presentaba toxicidad residual
[24]. Mann y Dhaliwa, por su parte, realizaron ensayos de mortalidad en abejas
meliferas con NeemAzal® (1000 ppm de AZA), encontrando quea la dosis mas alta
de AZA la mortalidad en abejas fue sélo del 7,58% por exposicion directa y del

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

Por lo anterior, los extractos de nim podrian ser buenos candidatos para la
formulacion de bioinsecticidas, pero es necesario que el proceso de extraccion
empleado separe e incremente el contenido de limonoides, en especial de la AZA.
Sundaram estudié 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 raiz [26].

Debido a que el nim es un arbol originario de la India y no se introdujo al pais hasta
hace mas o menos dos décadas, han sido pocas las investigaciones que permiten
definir los quimiotipos de esta planta segun 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 caracteristicas 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 pais hay hectareas cultivadas

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

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

emplean extractos obtenidos a partir de las semillas. No obstante, el arbol sélo
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produce fruto después de 5 a 10 afios de haber sido plantado y so6lo una vez por
afo, lo cual ocasiona que la oferta de semilla sea reducida, aumentandose los

costos de produccion [30].

Figura 5. Departamentos del pais con potencial para la siembra del nim
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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 arboles pertenecientes a la familia de las Meliaceas, como es el caso del
nim, tienen en general un abundante follaje y solo 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

proporcion y pueden emplearse para este fin desde que el arbol llega a su madure z
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(3 afos aproximadamente) [31].0tro 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 pais
son poco conocidas sus propiedades[33][34]. Por otro lado, aun falta informacién
con respecto al quimiotipo de los arboles de nim que crecen en el pais v,
especfficamente, 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 concentracion 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 botanicos, 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 produccion 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 capitulo se establecieron los protocolos
de caracterizacion fisicoquimica y de actividad insecticida que se utilizaron en los
siguientes capitulos para la caracterizacion de los extractos de nim y sus
formulados. En el segundo capitulo se evaluaron dos métodos de extraccion
(maceracién y Soxhlet), utilizando cuatro solventes diferentes (agua, etanol, acetato
de etilo y hexano), con el objetivo de establecer un protocolo de produccion de
extractos a partir de la hoja. En el tercer capitulo se optimizaron algunas de las
variables de extraccion (agitacion, tiempo de extraccion y relacion peso hoja/ peso

solvente) con el fin de maximizar la cantidad de los limonoides. En el cuarto capitulo
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se evaluaron diferentes técnicas de purificacion con el fin de aislar los compuestos
de interés. En el quinto capitulo se realizo la formulaciondel bioplaguicida a partir de
los extractos de las hojas del nim, teniendo en cuenta factores tales como la dosis

letal minima de los compuestos activos, su estabilidad y humectacion.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 ARBOL DE NIM

El nim (Azadirachta indica A. Juss) es una especie de arbol, perteneciente a la
familia Meliacea, de hoja perenne y rapido 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 marrén 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 recuperacion de suelos en procesos de
desertificacion, por lo que sobrevive en zonas con condiciones subaridas a
subhimedas. El periodo de crecimiento del nim es de 3 a 4 afios y se reporta que
puede llegar a vivir hasta 200 afios[65]. Estas condiciones permiten desarrollar el
cultivo de este arbol en diferentes zonas del pais y que su explotacion sea mas
lucrativa en comparacién con otras especies de arboles. 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 quimica ante factores externos, por
lo cual tienen gran importancia pues intervienen en la atraccion de insectos
polinizadores, proteccion contra plagas y agentes patégenos 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
aminoacidos no proteicos, aminas, glucosinolatos y los glucésidos ciandgenos. El
segundo grupo esta compuesto por los no nitrogenados, entre los que se
encuentran los terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides. Sin
embargo, la estructura béasica de los MS puede presentar cambios originados por
reacciones quimicas, como son la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion,

malonilacién, esterificacion y glucosilacion [67].

Muchos de los cambios en la estructura y su concentracion, van a depender de las
condiciones de crecimiento de la planta; lo anterior ocasiona, por ejemplo, que una
misma especie botanica tenga un quimiotipo (composicidon quimica) diferente,

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

El nim produce méas de 300 metabolitos secundarios, entre los que se encuentran
compuestos azufrados, polisacaridos y limonoides, estos Ultimos reconocidos por
su capacidad insecticida. Entre estos compuestos se destacan la azadiractina, el
nimbin y el salannin. Estas sustancias quimicas tienen un efecto anti-alimentario en
los insectos y afectan su metabolismo inhibiendo el apareamiento, la comunicacion
sexual, la maduracion de los huevos, el desarrollo de las etapas adultas y la sintesis
de quitina [69].

1.3 LIMONOIDES

Son sustancias clasificadas como tetranortriterpenos altamente oxidados,
abundantes en las plantas de las familias Rutaceas y Meliaceas.Se ha determinado
gue la biosintesis de los limonoides en las plantas de nim se realiza en las células
secretoras que tienen citoplasma con muchas vesiculas, enlas cuales se acumulan
los terpenoides. Se consideran que estos compuestos se producen en dos rutas, la

de los isoprenoides y protolimonoides, asociadas al acido mevalénico[70]. Uno de
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los limonoides del nim, que ha sido mas 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, caracteristicas

que hacen muy dificil su sintesis [34].

1.4 METODOS DE EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la obtencion de metabolitos secundarios a partir de matrices vegetales se
emplean métodos de separacion, que permiten retirar las sustancias quimicas
presentes en una matriz vegetal, generalmente solida o resinosa. Entre los procesos
mas empleados para este fin se encuentra la destilacion, el prensado, la extraccion

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

1.4.1 Destilacion. Es uno de los métodos mas simples pues permite la obtencion
de varias fracciones volatiles, 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 hidrodestilacion. La segunda consiste en
generar vapor en una unidad diferente a la principal, el cual es inyectado a través
de la matriz vegetal (destilacion 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 facil montaje a nivel industrial, debido a
gue la cantidad de equipos necesarios y las condiciones técnicas son menores en
comparacién 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
compresion a partir de semillas, cascaras y cortezas. Este es el método empleado

para obtener aceites con propiedades insecticidas a partir de las semillas del

40



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 frio).
Cuando el prensado se realiza en caliente los rendimientos son mayores, sin
embargo, éste tiene como desventaja que los requerimientos son mas exigentes
desde el punto de vista tecnolégico, debido a que algunos compuestos pueden
degradarse por el efecto de la temperatura y se produce una mayor cantidad de
fosfolipidos. El proceso de prensado en frio tiene como ventajas su bajo costo de
operacién, bajo consumo de energia y conservacién de los compuestos mas
volatiles. Como desventajas tiene que es un proceso lento y se obtienen bajos

rendimientos.

1.4.3 Extraccion por solventes. También llamada extraccion solido-liquido,
consiste en el uso de solventes quimicos para que, mediante difusion, los
compuestos solubles se desplacen de la matriz solida al solvente liquido. En el caso
del nim en el sector agropecuario se ha empleado esta técnica utilizando como
solvente el agua, sin ningun control del contenido de los principios activos. A escala

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

Entre las ventajas que tiene esta técnica se encuentran su facil implementaciéon a
nivel industrial, bajo consumo energético y bajo costo de operacién. Entre las
desventajas estan los tiempos largos de extraccién, el costo de los solventes, la
toxicidad de los solventes y su disposicion final, en especial si se trata de

compuestos organicos.

1.4.4 Extraccion con fluidos en condiciones supercriticas. Los fluidos llevados
a condiciones supercriticas presentan un elevado poder disolvente, debido en parte
a que tienen baja viscosidad y elevado coeficiente de difusion, lo que permite
disolver solutos y penetrar en los poros de los solidos. En condiciones supercriticas

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

la aplicacion de estos fluidos como agentes de extraccion.

1.4.5. Extraccion y purificaciéon de metabolitos secundarios a partir del arbol
de nim. En cuanto a la extraccion de los compuestos producidos por el arbol del
nim, la mayoria de estudios se han realizado tomando como materia prima la semilla
del nim mediante extraccion sélido-liquido. EI solvente utilizado para las
extracciones solido-liquido 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 extraccién
utilizaron agua, acetona y hexano, empleando el método de maceracion, con una
relacion 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 aceténicos 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 solo alcanzaron un 67% de mortalidad. Estos
resultados muestran que, segun el solvente empleado, se obtendran diferentes
compuestos y concentraciones de los mismos, lo que tendra un efecto directo en la

actividad insecticida.

En la Tabla 1 se presentan diferentes técnicas utilizadas para extraer los
compuestos del arbol de nim, las cuales dependen de la parte utilizada del arbol,
del solvente y del método de extraccion, entre otros. Tal como se puede apreciar la
mayoria de estos estudios se han dedicado a la extraccién de los compuestos
presentes en la semilla o fruto del nim, donde predominan los métodos de extraccion

sélido-liquido empleando solventes de diferentes polaridades.
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Tabla 1. Técnicas de extraccion segun las partes de la planta, método y solvente

empleados.
Parte del Solvente Método de Concentracion Referencia
arbol extraccion de AZA
Agua-etanol
Hoja (70%, 80%, Percolacién No hay Alves etal.
90% VA) presencia [51]
Maceracion
Agua-etanol g Paula et al.
Fruto (70%, 80%) aS|st|da_por 0,05 g/ml 52]
ultrasonido
Semilla  Diclorometano Soxhlet 0,89% p/p Duglh a[lggi et
422 ppm
. (hexén?c?o) y Esparza-
Semilla Hexano y agua Soxhlet Diaz et al.
150 ppm [54]
(acuoso)
: CO2 Fluidos Arias et al.
Semilla supercritico supercriticos 5,68 nofg [55]
Maceracion Dai et al
Semilla Metanol asistida por 2,55% plp 22] '
microondas

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

Para que un proceso de extraccion pueda ser escalado y pueda cumplir con los
parametros de calidad, es necesario establecer las variables del proceso que
permitan la maxima eficiencia de extraccién. Hismathet al. optimizaron las
condiciones de extraccion de compuestos fendlicos a partir de hojas de nim
utilizando acetona como solvente, por medio de la metodologia de superficie de
respuesta. Para esto, aplicaron un disefio central compuesto con el fin de determinar
los efectos de la relacion hoja/solvente, tiempo de extraccion y la temperatura de
extraccion en el contenido de fenoles totales. Sus resultados muestran que la
relacion hoja/solvente y el tiempo de extraccion fueron las variables mas
significativas, encontrando como condiciones Optimas una relacion de 48,5% plv,

tiempo de extraccion 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 optimizacién de la extraccion
asistida por ultrasonido de AZA de las semillas del arbol de nim. Para este fin utilizd
la metodologia de superficie de respuesta, con un disefio de tipo Box-Behnken,
tomando como variables independientes la concentracion de etanol, la temperatura
y la relacién semilla/solvente. El punto Optimo se obtuvo a una concentracion
del75% v/v, una temperatura de 30°C y una relacion semilla/solvente del 0,55
g/mL[52]). EIl disefio de superficie de respuesta de tipo Box-Behnkenpermite
combinaciones en los puntos medios del rango establecido, lo cual es
especialmente Util cuando se sabe cuales son los limites de operacion, permitiendo
la estimacion eficiente de los coeficientes de primer y segundo orden. Como los
disefios Box-Behnken suelen tener menos puntos de disefio, pueden ser menos
costosos de realizar que los disefios centrales compuestos con el mismo nimero

de factores.

Otra etapa que puede o no incluirse en el proceso en la elaboracion de los extractos,
es la de purificacion. Los extractos son mezclas complejas, en las cuales las
moléculas activas pueden encontrarse en presencia de otras sustancias, que tienen
poca 0 ninguna actividad biolégica, pero con estructuras quimicas casi idénticas
[57]. Por otro lado, aunque estas sustancias no tengan actividad bioldgica, pueden
actuar en algunas ocasiones de forma sinérgica con los principios activos de forma
positiva, aumentando su actividad biolégica o por el contrario actuar de forma
negativa, disminuyéndola. Porlo anterior, la decisidénpara incluir una o varias etapas

de purificacion en el proceso dependera de factores econdmicos y técnicos [58].

Entre las técnicas de purificacion mas empleadas se encuentran las
cromatograficas: un ejemplo es el trabajo de Sharma et al. quienes lograron obtener
una concentracion de AZA del 60% a partir de la purificacion de extractos
metandlicos de semilla de nim, por medio de cromatografia liquida a presion media
en fase inversa (MPLC) [59]. Otros autores que emplearon separacion por

cromatografia en columna, fueron Jarviset al. quienes a partir de los extractos de



semilla de nim con diclorometano, lograron separar la AZA con un alto grado de
pureza, empleando una columna Biotage, utilizando como fase movil diferentes
relaciones de acetato de etilo y éter de petréleo [60].Otra técnica empleada para la
purificacion 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 petréleo y acetato de etilo, siendo en esta
altima la fraccién en la cual se detectd la AZA [61]. Como se ha hecho referencia
los métodos reportados en la literatura estan orientados a la purificacion de los
extractos de semilla, pues para los extractos de hoja de nim no se encontraron

trabajos de este tipo.

1.4.6. Caracterizacion 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 cromatograficas a concentraciones
que se pueden considerar casi pura (> 90%), la AZA se ha establecido como el
patron para medir la calidad de los extractos y productos insecticidas elaborados a
partir del arbol del nim[45][46].

La técnica mas empleada para la cuantificacion de la AZA presente en los extractos
es la cromatografia liquida de alta presion (HPLC por sus siglas en inglés). El
método emplea una columna C-18, una fase mévil de agua/acetonitrilo y un detector
de arreglo de diodos (DAD) [47][48]. Para mejorar la precisién y exactitud del
método de cuantificacién Thejavathi et al., plantearon el uso de anisol como

estandar interno [49].

Otros autores como Dai et al., han propuesto otras técnicas como la
espectrofotometria UV-Vis [50]. Los métodos antes citados han sido probados en
los extractos de semilla, lo cuales tienen una composicién diferente a la hoja, por lo
gue 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 minima, mientras que
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en la hoja este pigmento se encuentra en una alta concentracion, pudiendo interferir

en las medidas espectrofotométricas.

1.4.7 Actividad biologica 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 mas de 100 limonoides que podrian tener diferentes tipos de actividad biolégica
[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 acaro 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 vy las larvas no lograron desarrollarse hasta su estado adulto [37].

Los insecticidas se clasifican segun la via de penetracion, el tiempo de accion, su
naturaleza o modo de accion en el insecto [38]. Segun la via de penetracién la
accion de los insecticidas puede ser por ingestion, contacto o inhalacion. Para
evaluar la mortalidad por contacto se usa la técnica de impregnacion 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 exposicidn, encontrdndose una mortalidad de hasta
el 90% con los extractos de Acoruscalamus (calamo aromatico), después de 4 dias

de exposicion [39].

Para evaluar la accién de los insecticidas por ingestion, generalmente en insectos
gue se alimentan de hojas, granos o sus derivados, se utiliza la metodologia de
impregnacion 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 impregnacion de granos de centeno y avena. Los resultados
mostraron un 100% de mortalidad después de 14 dias de exposicion, a

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

Otros autores evaluaron especificamente las propiedades insecticidas de la AZA.
Tineet al. estudiaron la AZA en concentraciones subletales por aplicacion tépica en
adultos de Blattaorientalis L. (cucaracha), encontrando efectos téxicos, ademas de
una reduccidn significativa del contenido de los ovarios [41]. Nathanet al. evaluaron
el efecto de la AZA en la mortalidad en hembras del saltamontes marron
(Nilaparvatalugens). Las pruebas por aplicacion tépica en el area dorsal mostraron
mortalidad en los insectos, estableciendo como concentraciones subletales DLso =
0,47 ppmy DLgo= 0,96 ppm [42].

Para explicar el mecanismo de accion insecticida de los extractos del nim y
especfificamente de la AZA, diversos estudios han sefialado que este compuesto
estaria inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa (AChE) [42][43]. La acetilcolina
(ACh) es el neurotransmisor en muchas sinapsis (colinérgicas) del sistema nervioso
autébnomo Yy de las conexiones neuromusculares de los insectos. Dado que la AChE
degrada la ACh tras la estimulacion del nervio, la inhibicion de la AChE debido a la
accion de un insecticida permite la acumulacion de ACh, generando la sobre
estimulacion de los nervios del corazén, musculatura, ojos, glandulas, 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 arbol 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 FORMULACION DE INSECTICIDAS

La formulacion es el proceso por el cual se logra obtener como prototipo la
composicion cuantitativa (férmula) de un insecticida a escala de laboratorio,
teniendo en cuenta su funcionalidad, su tiempo de vida Util y otras propiedades
especfficas. La formulacion implica la asociacion y mezcla de diversas materias
primas de origen sintético o natural, entre las que se distinguen los principios

activos, los coadyuvantes vy aditivos [74].

Como fin dltimo lo que se busca en la formulacién es lograr tener un insecticida que
tenga un alto nivel de eficacia, que sea de facil uso, que sea seguro para el uso
humano, que cumpla con las normas legales respectivas y que genere la menor
contaminacién ambiental, al minimo costo. Este es un concepto que se ha venido
utilizando en las dltimas décadas, pues anteriormente se les daba gran importancia
a factores técnicos y econdmicos, pasando por alto otros aspectos como los
ambientales y su efecto en la salud humana. Los insecticidas como los
organofosforados y 6rgano clorados, eran econdmicos y de facil acceso, lo que en
una primera etapa permiti6 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 acumulandose en las cadenas tréficas, generando

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

Segun el area 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 agricola. Estos productos generalmente son aplicados
mediante sistemas de aspersion directa, con lo cual se busca cubrir la mayor area
del cultivo en el menor tiempo posible. Por lo anterior, para este caso se utilizan
insecticidas liquidos a unas condiciones especificas de viscosidad, pues de lo

contrario podria tapar las boquillas de los aspersores, ocasionando dafios en los
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equipos de fumigacion. En la Tabla 2 se muestran algunas de las presentaciones

mas comunes de formulaciones.

Tabla 2. Presentaciones de formulaciones para los insecticidas comerciales mas

comunes.
Presentacion Descripcion
Liquido contenido a presion en un recipiente el cual al
Aerosol accionar una valvula por el efecto de un propelente se
dispersa en forma de finas gotas.
Concentrado Liquido homogéneo para ser aplicado como emulsion,
emulsionable luego de ser diluido en agua.
Liquido homogéneo que, al ser diluido en agua, forma
Concentrado y _ _
bl una solucion verdadera del compuesto activo, pudiendo
soluble
contener auxiliares de formulacion insolubles.
Producto a base de activo(s) volatil(es), cuyos vapores
Evaporable _
se desprenden de modo controlado en el aire.
Formulacion combustible, generalmente sélida vy
) condiferentes formas, la cual durante su combustion o
Fumigeno

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

humo.

_ Formulacién gelatinizada para ser aplicada como una
Gel emulsionable y
emulsion en agua.

Formulacién sélida, uniforme, enforma de granulos con
Granulado _ _ ) o L
dimensiones bien definidas, para aplicacion directa.

Fuente: Moscardd, 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 toxico sobre los insectos. Los principios activos insecticidas se
pueden clasificar, segun su modo de accion, en tres grupos. En el primero se
encuentran los insecticidas que actian por contacto, por lo que el insecto debe
entrar en contacto directo con el insecticida. Este tipo de productos generalmente
vienen en forma liquida, para ser aplicados por pulverizacion sobre la superficie,
con el fin de dejar una capa lo mas uniforme posible. En el segundo grupo se
encuentran los insecticidas que actdan por ingestién, los cuales deben ser
consumidos por el insecto. Generalmente estos productos se presentan en forma
sélida o semisdlida, en combinacién con un alimento atrayente para la plaga de
interés. En el tercer grupo se encuentran los insecticidas que actuan por inhalacion
o fumigacion. Estos insecticidas actian cuando se encuentran en forma gaseosa,
por lo que su presentacion comercial, generalmente es en forma de sdlidos o

liguidos que, al ser aplicados, se volatilizan rapidamente[77].

1.7 COADYUVANTES

Son compuestos que pueden aumentar la accion téxicay la efectividad del principio
activo insecticida. Aunque estos compuestos por si solos tengan poca o nula
actividad biolégica, cuando se mezclan con el principio activo hacen que éste
aumente notoriamente en algunos casos su accion. Los coadyuvantes pueden
actuar de forma fisica (humectantes y adhesivos) o0 bioquimica (accion

sinérgica)[78].
1.7.1 Humectantes. Son compuestos que permiten reducir la tension superficial de
un producto liquido, permitiendo que éste se extienda sobre una superficie solida

de forma uniforme. Cuando se aplica un insecticida liquidopor pulverizacion, al caer
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sobre una superficie vegetal (hojas, granos, tallos, etc.), metalica, polimérica o
ceramica, lo ideal es que se forme una pelicula, que permita que los principios
activos se extiendan de manera uniforme sobre ella. Sin embargo, en la mayoria de
ocasiones las superficies tienen un carécter hidréfobo o estan cubiertas por una
capa cérea, que ocasiona que en lugar de una pelicula se forme una dispersion de
gotas, las cuales facilmente por la accién de la gravedad o viento, se desprenden

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

Como una medida de la humectacion de un liquido se toma el angulo que se forma
entre la tangente al arco del circulo maximo en uno de sus extremos con la
superficie, el cual se denomina angulo de contacto. Se considera que una buena
humectacion se logra cuando los valores angulares son menores a 90°. Ademas,
otro factor a tener en cuenta para el caso de los insecticidas, es que la coraza de
quitina de los insectos tiene un caracter hidréfobo, por lo que para logra el adecuado
contacto entre el producto insecticida y el insecto, son muy importantes los
humectantes. Entre los compuestos mas empleados como humectantes, se

encuentran los tensoactivos no iénicos y los alcoholes etoxilados.

1.7.2 Adhesivos. Son compuestos que fijan los principios activos insecticidas sobre
una superficie. Debido a la accion del viento o el agua los insecticidas se pueden
desprender de la superficie rapidamente, 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 actlan como agentes adhesivos, ya que al
evaporarse el solvente, generalmente agua, estos forman una pelicula, que ayuda
también a disminuir la rapida evaporaciéon de compuestos muy volatiles. Algunos de
los compuestos adhesivos mas utilizados son la caseina, las gomas, gelatinas,

polimeros sintéticos y derivados de la celulosa[80].
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1.7.3 Sinergistas. Son compuestos que refuerzan el poder insecticida, los cuales
actian mediante mecanismos bioquimicos aumentando el valor toxico del producto.
Actualmente se sabe que el modo de accion de muchos de los compuestos
sinergistas es la inhibicién 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 inhibicién 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 degradacion 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 mas del 20% de los
compuestos activos después de un afio 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 préticos, como el
agua Y los acidos. Sin embargo, una excepcion que observaron los autores fue la
estabilidad de la AZA en alcoholes, en los cuales la AZA se mostré muy estable,

incluso en soluciones del 50% v/v de alcohol (etanol) en agua [63].
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2. HIPOTESIS
Mediante la adecuada extraccion y caracterizacion 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 formulacién y un método de produccién 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 ESPECIFICOS

e Establecer los protocolos que permitan la caracterizacion fisicoquimica y la
determinacion de la actividad biologica de los extractos y formulados de hoja

de nim en el gorgojo del arroz.

e Evaluar métodos y solventes para la extraccién de los compuestos de las

hojas del nim, explorando diferentes condiciones de operacion.
e Maximizar la azadiractina presente en los extractos de hoja de nim mediante
la modificacion de los parametros de extraccion utilizando el mejor método

establecido.

e Evaluar diferentes métodos de purificacion y refinacion de los extractos, que

permitan mejorar su calidad.

e 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 CARACTERIZACION DE
LOS EXTRACTOS Y FORMULADOS INSECTICIDAS ELABORADOS A PARTIR
DE LAS HOJAS DENIM

4.1 METODOLOGIA

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

caracterizaciéon de los extractos y formulados insecticidas elaborados a partirde las

hojas de nim.
Evaluacion de las pruebas
de caracterizacion i
Produccién de los fisicoquimica EStaBLgtt:Iorgglegéodcée los
extractodsed:zirlre]as hojas + Espectrofotometria UV-Vis caracterizacion
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4.1.1 Reactivos, materiales y solventes. Para las extracciones se utilizd etanol
industrial (= 96%) suministrado por Zumotec S.A.y hexano (> 99,9%, Merck). Como
estandares y patrones se emplearon limoneno (= 97%, Sigma Aldrich),
Azadirachtina (AZA)(> 95%, Sigma Aldrich), &cido tanico (> 99,9%, Sigma Aldrich),
a-terpineol (> 97%, Sigma Aldrich) y a-pineno (> 97%, Sigma Aldrich). Como fase
moévil para HPLC se usaron agua (tipo | (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado
HPLC, Sigma Aldrich). Para los controles positivos de las pruebas bioldgicas se
usaron los insecticidas sintéticosmalation (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 arboles con mas de tres afios de haber sido

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

4.1.2 Produccion de los extractos de hoja de nim. Los extractos se prepararon
por maceracion, con hexano y etanol, segun la metodologia 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 ambar de 25 mL en una
relacion de 30% peso de hoja/volumen de solvente. El tiempo de extraccion fue de
24 h a temperatura ambiente en reposo. Posteriormente los extractos fueron
filtrados utilizando papel filtro de 0,45 um con el fin de retirar el material vegetal y se
llevaron a sequedad mediante rotoevaporacion, quedando un soélido de color oscuro
al cual se le denomina extracto (E). Este soélido fue rediluido hasta una
concentracion de 3% p/v en etanol. A continuacion, las muestras fueron filtradas en
un filtro de jeringa, con un tamafio de poro de 0,45 um y se almacenaron en viales

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

4.1.3 Evaluacién de los métodos de caracterizaciéon fisicoguimica. Para la
caracterizacion fisicoquimica se evaluaron dos métodos: cromatografia liquida
HPLC y espectrofotometria UV-Vis.

4.1.3.1 Evaluacidon del método de caracterizacién fisicoquimicapor HPLC. Para
la determinacion del método cromatografico se parti6 de lo propuesto por
Thejavathi, R. et al [49]. El equipo usado es un cromatégrafo liquido de alta
resolucién de Agilent Technologies, modelo 1100, con inyector automatico, bomba
cuaternaria y un detector DAD. Para la separacion se uso la columna Zorbax C-18
(Agilent, 250 x 4,6 mm), el volumen de inyeccién fue de 10 pL de muestra y la lectura
se realiz6 a 214 nm. Elflujo de la fase mévil fue de 1 mL/min de acetonitrilo/agua al
40% viv 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 andlisis fue Chem Station B.01.03.

Como estandar interno se seleccionaron tres patrones (limoneno, a-terpineol ya-
pineno), debido a que en la revision bibliografica se encontré que tenian similitud
espectral con los compuestos de interés (ya que absorben a 214 nm) y no se
encontraban presentes en la muestra, dos caracteristicas primordiales que debe
cumplir el estandar interno. Para ello se inyectaron al cromatégrafo 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 retencion. A continuacién, se inyectaron los
extractos rediluidos al 3% en etanol, con el fin de establecer los tiempos de retencién
y la repuesta de la sefial de los compuestos obtenidos de la hoja de nim. A partir de

estos datos se establecié el estdndar interno mas apropiado para esta separacion.

Una vez seleccionado el estandar interno, se prepararon 6 soluciones de AZA
(0,35%, 0,76%, 1,17%, 1,58%y 2% p/p) en etanol y se agregod una cantidad (2% p/p)
igual del compuesto elegido como estandar interno a cada una. Las muestras fueron
inyectadas al cromatografo y a partir de la relacion entre el area de la AZA y el

estandar interno, se construyo la curva de calibracion.

4.1.3.2 Evaluacibn del método de caracterizacién fisicoquimica por
espectrofotometria UV-Vis. Para las pruebas espectrofotométricas se utilizd un
espectrofotdmetro ultravioleta visible Shimadzu UV-2401 PC, operando a una
resolucion de 1 nm. Se uso una celda de cuarzo de 10 mm. Para la caracterizacion
de los extractos por espectrofotometria UV-Vis,se utilizd la metodologia de Daiet
al.[81]: auna solucion de 0,7 mL de extracto de hoja de nim o estandar en etanol, se
le adicion6 0,2 mL de una mezcla de vainillina en metanol (0,02 mg/mL). Después
de agitar manualmente, lamezcla se dejé a temperatura ambiente por 2 min.
Posteriormente se adicion6 acido sulfurico concentrado (0,3 mL al 98% p/p) en tres

alicuotas de 0,1 mL cada una, y se agitd la mezcla por 10 segundos después de
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cada adicion, formandose dos capas. A continuacion, se agregaron 0,7 mL de
metanol para convertir la mezcla de dos fases en una solucion homogénea.
Finalmente se deja por 5 min a temperatura ambiente para la posterior medicion de
absorbancia por espectrofotometria  UV-Vis. El blanco corresponde a la misma

solucién sin el compuesto patron o extracto afiadido.

Para hacer la cuantificacion de compuestos por espectrofotometria 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 sera la suma de las
absorbancias de cada uno de los compuestos, asumiendo que no hay interacciones

entre ellos (Ecuacién 1).

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

A =

EC||

Donde:

Ai= absorbancia del compuesto a una determinada longitud de onda

¢ = coeficiente de absorcion

Ci=la concentracion del compuesto a una determinada longitud de onda
| = 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 cuantificacién de estos grupos de compuestos,
se emplearon patrones de limoneno, AZA y acido tanico, respectivamente, como

moléculas modelo representativas de los extractos reales. Para determinar la
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longitud de onda a la cual las muestras debian ser leidas, se hiso un barrido desde
200 nm hasta 800 nm. A continuacién, 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, 0,10y
0,12 mg/mL) y para el &cido tanico (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05y 0,06 mg/mL) en
etanol para todos los casos, y se registro el valor de la absorbancia para la longitud
de onda seleccionada para cada compuesto. Con estos datos se construyeron las
curvas de calibracion para cada compuesto. Por Ultimo, para evaluar y validar el
método se analizd la concentracién de los compuestos en los extractos de la hoja

de nim.

4.1.4 Evaluaciéon delos métodos de caracterizacion de la actividad insecticida.

4.1.4.1. Material entomoldgico para los ensayos de mortalidad. Para la
recoleccion del material biolégico se realizaron visitas a los centros de acopio de
granos en el area metropolitana de Bucaramanga, para determinar cual era la plaga
con mayor persistencia. Se recolectaron muestras y se identificaron los ejemplares
colectados, segun sus caracteristicas taxonOmicas, confirmando que la especie era
Sitophilusoryzae (gorgojo del arroz). Para esto se consultd un especialista en
coledptera profesor Germano Henrique Rosado-Neto y se visitd la coleccion
entomolégica de referencia del Museo Padre Jessus Santiago Moure de la

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

La colonia del gorgojo se estableci6 en el Laboratorio del Centro de Investigaciones
de Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander
(UIS). Para establecer la generacion inicial (Fo) de individuos se seleccionaron al
azar 400 ejemplares, sin sexar, los cuales fueron separados en grupos de 80
individuos, colocados en recipientes plasticos 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 llevé a cabo un monitoreo cada 8 dias separando los

59



individuos del arroz para ser depositados en un nuevo recipiente con las mismas
condiciones al anterior, permitiendo asi que los huevos depositados en el arroz del
primer recipiente pasen a adultos; buscando utilizar adultos jovenes, sanos y de una

misma edad en los ensayos de mortalidad.

Para la caracterizacion de la actividad insecticida de los extractos en estos
individuos se evaluaron tres métodos: aplicacion topica, impregnacion de superficie

y de alimento.

4.1.4.2 Evaluacion del método de caracterizacién de la actividad insecticida de
los extractos por aplicacion tdpica. Para ello se utilizé el protocolo propuesto por
Liuy Ho modificado [82]. Se seleccionaron gorgojos del arroz adultos, sin sexar, los
cuales fueron tratados topicamente en la zona dorsal o ventral (Figura7), con los
extractos rediluidos al 3% de las hojas de nimenetanol al 96% (Control (-)). Ademas,
se utilizaronmalation (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 aplico 1 uL de los tratamientos, en cada uno de los insectos, con una
microjeringa Hamilton de 5 uL, provista de descargador repetitivo. Para los extractos
se utilizd una concentracion del 3% p/v y para los insecticidas 0,02% p/v en etanol
para los dos casos. Para los controles se emple6 etanol al 96%. Los experimentos
se realizaron en total en nueve réplicas, siendo que en cada tratamiento se usaron
36 individuos. Cada bioensayo se realizd por triplicado en dias diferentes. Después
del tratamiento, los gorgojos se colocaron en vasos plasticos de 1/2 onza, con 0,05
g de alimento (arroz) y fueron cubiertos con tapas perforadas que permitian la

respiracion. El registro de mortalidad se realiz6 alas 72, 96 y 144 h postratamiento.
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Figura 7. Zona de topicaciéon dorsal (1) y ventral (2) en el gorgojo del arroz

18kV

Fuente: Dinutaet al. [83]

4.1.4.3 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de
los extractos por impregnacion de superficie. Paralos ensayos de impregnacion
de superficie no porosa se utilizaron tubos de ensayo de vidrio de 4 mL a los cuales
se les aplic6 100 pL de los extractos, insecticidas comerciales y los controles. Para
los extractos se utilizO una concentracion del 3% p/v y para los insecticidas 0,02%
p/v en etanol para los dos casos. Para los controles se emple6 etanol al 96%. Los
tratamientos se dejaron secar a temperatura ambiente por 10 minutos. A
continuacion, fueron introducidos 4 gorgojos por tarro, con 0,05 g de alimento (arroz)
y se cerraron con una malla que permitia 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 realizd por triplicado en
dias diferentes. El registro de mortalidad se realiz0 a las 72, 96 y 144

hpostratamiento.
4.1.4.4 Evaluaciéon del método de caracterizacion de la actividad insecticida de
los extractos por impregnacion de alimento. A partir de la metodologia propuesta

por Stadler, para la normalizacién de las variables ecofisiologicas durante el
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desarrollo del gorgojo del arroz, se propuso una nueva metodologia, para evaluar el
efecto de los tratamientos por ingestion en la misma especie [84]. Para los ensayos
de impregnacion 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 extrusion se obtuvieron pellets con un tamafio 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 aplicé 100 uL y se dejaron secar a
temperatura ambiente por 10 minutos. Para los extractos se utilizd una
concentracién del 3% p/v y para los insecticidas 0,02% p/v en etanol para los dos
casos. Para los controles se empled etanol al 96%. Para las pruebas se coloc6 un
pellet por insecto. Seguidamente se colocaron 4 gorgojos y los pellets con
tratamiento en un vaso plastico de 1/2 onza el cual fue cubierto con una tapa
perforada que permitia la respiracion. Los experimentos se realizaron en total nueve
réplicas, siendo que en cada tratamiento se usaron 36 individuos. Cada bioensayo
se realizd por triplicado en dias diferentes. El registro de mortalidad se realizé a las

72,96y 144 h postratamiento.

4.1.5 Analisis estadistico de los datos. Para la realizacion de las pruebas de
significancia de cada uno de los tratamientos, se analizaron las premisas de
normalidad y homogeneidad de varianza (Test de Shapiro-Wilk) mediante el
programa estadistico STATISTIC 11. De acuerdo al valor P se infiri6 un nivel de

confianza del 95% sobre las variables de respuesta.

Para todos los bioensayos el porcentaje de mortalidad (%M) se calculd con la
ecuacion de Abbott, la cual sustrae a la mortalidad observada en el tratamiento
(Mtratamiento), la mortalidad que se presenta en el control negativo (Mcontrol), l0 cual
permite cuantificar la actividad real del insecticida, eliminando cualquierclase de
interferencias ambientales o errores de manipulacion (Ecuacion 2) [85].

Ecuacién 2. Ecuacion de Abbott

62



%M = |\/Itratamiento - Mcontrol x100
100 - I\/Icontrol

4.1.6 Eleccion de los protocolos de caracterizacién fisicoquimica y de
actividad insecticida. A partir de los datos obtenidos de la evaluacion de los
diferentes métodos de caracterizacion, se construyeron tablas comparativas para
cada uno. Las variables que se presentan en las tablas, fueron tomadas como
criterios de seleccion de los protocolos para la caracterizacion fisicoquimica y de
actividad insecticida, de los extractos, extractos purificados y formulados, en los

capitulos subsiguientes.

4.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.2.1 Eleccion del estandar interno para HPLC. La eleccion del estandar interno
para HPLC es complicada, debido a que el compuesto debe tener propiedades
cromatograficas 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 tamafio

(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 dificil encontrar estdndares de compuestos diferentes a
los que tiene la planta de nim. No obstante, terpenos de menor tamafio, comunes
en aceites esenciales de plantas aromaticas, presentan similaridad espectral
(absorben entre 210 nm y 230 nm) con la AZA[87].

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

posibles estandares internos: limoneno, a-terpineol y a-pineno. Al ser analizados

por HPLCa las condiciones estandar, se encontrd que el Unico que se retenia en la
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columna era el a-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 (silice).

Figura 8. Cromatograma del estandar dea-terpineol a 214 nm, con un detector DAD,

una columna C18y una fase movil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min.
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Fuente: Guerrero[88]

Para que un compuesto pueda ser utilizado como estandar interno, no debe
solaparse con los compuestos de interés, ni con los otros compuestos de la muestra,
pues esto genera interferencias que afectan la cuantificacién. En la Figura9 se
observa el cromatograma del estandar de AZA, el cual eluye a un tiempo de 5,1
minutos. Cuando se compara con el tiempo de retencion del a-terpineol se observa
gue los picos estan separados, pero que esta separacion es de apenas 4,8 minutos,
lo que permite hacer una adecuada cuantificacion del analito, sin que los tiempos

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

DAD, una columna C18y una fase movil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min.
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Fuente: Guerrero[88]

Enla FiguralO se observa el cromatograma obtenido a 214nm del extracto etandlico
de las hojas de nim. Se aprecia que, para en este extracto no eluyen otros
compuestos en el mismo tiempo de retencion del a-terpineol. También es importante
esta respuesta pues debido a que la AZA tiene una estructura y respuesta espectral
similar a otros limonoides, se podria usar el a-terpineol como estandar interno para

su cuantificacion.

Los resultados anteriores muestran que el a-terpineol es un compuesto idéneo para
ser usado como estandar interno para la cuantificacion de la AZA por HPLC,
utilizando una columna C18 y una fase movil 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 cuantificacion del compuesto de interés relativo al

estandar 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 podria hacer su

cuantificacion por este método.

Figura 10. Cromatogramaa A = 214 nmdel extracto etandlico obtenido por
maceracion de las hojas delnim () y utilizando a-terpineol como estandar interno (-

-), con un detector DAD, una columna C18y una fase moévil de acetonitrilo/agua a

un fluo de 1 mL/min.
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Fuente: Guerrero[88]

4.2.2 Obtencién de la curva de calibracion y cuantificacion de la AZA en los
extractos por HPLC. En la Figura 11 se observa la curva de calibracién obtenida
para la cuantificacion de AZA, utilizando o-terpineol como estandar interno por
HPLC. Se observa que el parametro R?=0,9721, lo cual indica que la curva se ajusta
bastante bien a los datos experimentales validando el modelo matemético para
establecer la concentracion de la AZA en las muestras, el cual es validoen un

intervalo de concentraciones de 0,5% a 2,5% p/pde AZA/extracto.
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Figura 11. Curva de calibracion para diferentes concentraciones de AZA/a-terpineol
obtenidapor HPLC a una longitud de onda de 214 nm, equipado con un detector

DAD, una columna C18Yy una fase movil de acetonitrilo/agua a un flujo de 1 mL/min.
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4.2.3 Evaluaciéon del método de caracterizacién fisicoquimica por
espectrofotometria UV-Vis. En la Figura 12 se presentan los espectros de
absorcion de AZA, acido tanico y limoneno, los cuales fueron utilizados como
patrones para la cuantificacion 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 preparacion

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

utilizandouna cubeta de cuarzo de 10 mm.
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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 acido
tanico)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 calibracion para cada uno, tal como se muestra en la Figura 13, con base
en la ley de Beer-Lambert (Ecuacion 1). Tal como se observa en la Figura, las curvas
para los tres compuestos tienen un buen ajuste lineal, por lo que podrian emplearse

para la cuantificacion de estos compuestos cuando se encuentran puros.
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Figura 13. Curvas de calibracion de limonoides (AZA) (A), taninos (Acidotanico) (B)

y terpenos simples (limoneno) (C)
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A partir de las curvas de calibracion yde la ley de Beer-Lambert, se obtuvieron las
ecuaciones para la absorbancia para los compuestos analizados. Con estos
resultados y siguiendo la metodologia de Daietal. se obtuvo un modelo matematico

multivariable, tal como se muestra en la Ecuaciéon 3.

Ecuacion 3. Modelo matemético multivariable a partir de la ley de Beer-Lambert,
para la cuantificacion de limonoides (Li), terpenos simples (Ts) y taninos (Ta), en los

extractos de nim (E)

A=¢1IC

C=:"1TA
C Li Ts Ta AE
Li €11 €1 € 21
= =| . Li Ts Ta — | AE
C=|Crs| ¢ €32 €22 €52 A=1A%,
C Li Ts Ta E
Ta €23 €13 €73 As

Donde:

¢ = coeficiente de absorbancia

C = concentracién del compuesto en el extracto

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

A 1 =longitud de onda de la Azadiractina como referencia para limonoides (Li)
A 2 =longitud de onda del limoneno como referencia para terpenos simples (Ts)
A 3 =longitud de onda para Taninos (Ta)

E = extracto de hoja de nim

A continuacién, se obtuvieron los espectros de los extractos etandlicos y hexanoicos
de las hojas del nim,tal como se muestran en la Figura 14. Con estos valores de

absorbancia, utilizando elmodelo matematico multivariable(Ecuacion 3), se
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encontraron los valores de concentracion de cada uno de los compuestos que se

muestran en la Tabla 3.

Figura 14. Longitud de onda vs Absorbancia de los extractos etandlicos vy
hexanoicos de la hoja de nim.

1.6 —— Etanol

1,4
—— Hexano

1,2
1

0,8

Absorbancia
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0,2

0
190 240 290 340

Longitud de onda nm

Fuente: Guerrero[88]

Tabla 3. Concentracion delimonoides, terpenos simples y taninos, en los extractos
etandlicos y hexanoicos del nim, utilizando el modelo matematico multivariable

segun la metodologia propuesta porDaiet al.

Extracto Extracto

Concentracion [mg/ml] o _
etandlico 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 matematico para los compuestos seleccionados, son incongruentes. La
base principal para la cuantificacion por medio de este método es tener estandares
gue tengan similitud de todos los compuestos presentes en los extractos, es decir
gue 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 estan
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
matematico prediga de forma adecuada la concentracién de los compuestos. Como
se muestra enlos articulos, 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 cuantificacién de los compuestos de

interés con este método.

4.2.4 Eleccion del protocolo de caracterizacion fisicoquimica. En la Tabla 4 se
observa la comparacién entre los métodos de caracterizacion por HPLC y por

espectrofotometria UV-Vis.

Tabla 4. Comparacion métodos de caracterizacion fisicoquimicos por HPLC y

espectrofotometria UV-Vis

Tiempo de
preparaciony
analisis por muestra

HPLC AZA Cuantitativo 14 min

. Limonoides, taninos y o
UV-Vis terpenos simples Cualitativo

Método Compuestos que Tipo de
analitico permite analizar analisis

10 min
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El método de espectrofotometria UV-Vis se basa en la absorbancia mostrada por
los patrones de sustancias similares a todos los compuestos presentes en la
mezcla. Segun la literatura consultada, los compuestos serian los terpenos simples
(limoneno), los taninos (&cido tanico)y los limonoides (AZA). Sin embargo, cuando
se midieron los extractos de hoja de nim, se encontr6 que el modelo matematico no
predecia 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 seria adecuado para la cuantificacion de

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

Ademas, 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 Unicamente existia un patron con alto grado de pureza para
la AZA (>90%), sOlo para esta sustancia fue posible identificar su tiempo de
retencion y realizar su cuantificacion, a un intervalo de concentraciones entre 0,5y
2,5% p/p. Aunque otros compuestos con actividad biologica e insecticida pueden
estar presentes en los extractos del nim, segun autores como Tomé et al. establecen
gue la AZA es el compuesto que posee mayor actividad, por lo que se ha convertido
en el referente de la calidad para la medicion de la efectividad de los extractos y los
productos insecticidas comerciales elaborados a partir de los mismos|[89]. Por esta
razon, se escogio el método de caracterizacién por HPLC para la caracterizacion
fisicoquimica del principio activo presente en los extractos de hoja de nim y los

formulados que con ellos se elaboraron.

4.2.5 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de
los extractos por aplicacion tépica. Enla Figura 15 se presentan los resultados
de la prueba de mortalidad del gorgojo del arroz por la aplicacion topica de los
tratamientos en la zona dorsal y ventral, con respecto al tiempo después de la
aplicacion. Se observa que la mortalidad en las primeras horas es muy baja para

todos los tratamientos, en ambas zonas de aplicacion, donde se evidencia que sélo
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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 distribucién normal (W=0,819, p=0,004), porlo que se aplica
el test de Kruskal-Wallis, que muestra que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos a las diferentes horas.

Los resultados muestran que por aplicacion tépicalos compuestos insecticidas
tienen una baja actividad, lo cual se puede deber principalmente a que la cuticula
en estas zonas, en especial para el gorgojo del arroz, son gruesas y endurecidas
(muy esclerotizadas), ofreciendo una barrera fisica a la entrada de sustancias

guimicas que puedan afectar al insecto[90].

Figura 15. % M contra Tiempo después de la aplicacién (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
investigacion. Pungitoreet al. evaluaron la mortalidad en gorgojos del arroz,
provocada por triterpenos extraidos de una planta autdctona de la pampa argentina,
llamada rama blanca (Junelliaaspera), encontrando mortalidad por ingestion, mas
no por aplicacion topica [91]. Lo anterior confirma que por esta ruta existe una mayor
resistencia a la entrada de sustancias insecticidas, debido a barreras anatémicas
propias del insecto, lo que no permite evaluar de manera adecuada la actividad

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

4.2.6 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de
los extractos por impregnacion de superficie. La Figura 16 ilustra los resultados
de mortalidad del gorgojo del arroz porimpregnacion de superficie no porosa, contra

el tiempo después de la aplicacién de los tratamientos.
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Figura 16. % M contra Tiempo después de la aplicacion de los tratamientos por
impregnacion sobre la superficie no porosa. T=25°C y HR= 94%.
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Fuente: Guerrero, 2016.

En la Figura 16 se observa que todos los tratamientos presentan mortalidad,
obteniéndose la mayor a 144 h para el extractoetanélico con un 83,3% + 4,1. Para
los insecticidas comerciales se ve que el tiempo de respuesta inicial es corto, pues
alas 72 h ya se ha alcanzado casi el total de la mortalidad (MAL= 52,7% + 6,1y
DEL=63,8% + 4,8); en cambio los extractos comienzan a tener una actividad
insecticida significativa después de las 96 h de aplicacion. Este tiempo de respuesta
se puede deber al modo de accion de los mismos, pues los insecticidas
convencionales sonmoléculas mas volatiles que los limonoides del nim y presentan
un efecto fumigante, por lo que es posible que ademas de la absorcién por las
extremidades, también estén ingresando por la respiraciéon, cuyo efecto es mucho

mas rapido que la absorcion.
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El test de Shapiro-Wilk revela que los datos no presentan distribucion normal
(W=0,8899, p=0,055), por lo que se aplica el test de Kruskal-Wallis, mostrando que
s6lo hay diferencias significativas entre el % M del extractoetanolico a 144 h con el
gue se da a 72 h (p=0,0178), lo cual indica que para utilizar este método para
caracterizar la actividad toxica de los bioinsecticidas producidos a partir del nim, el

tiempo de la prueba debe ser como minimo de 144 h.

4.2.7 Evaluacion del método de caracterizacion de la actividad insecticida de
los extractos por impreghacién de alimento. En la Figura 17 se observan los
resultados para la prueba de mortalidad del gorgojo del arroz por impregnacién de
alimento (pellet de harina de trigo), contra el tiempo después de la aplicacion de los
tratamientos. Para este método los extractos presentan alas 114 h una mortalidad
del 19,4% 2,4 para el extractoetandlico 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%
gue alcanzé en ese mismo periodo una mortalidad del 72% + 13,4. Sin embargo la
dispersionde los datos es bastante grande, debido al mismo disefio de prueba, pues
ésta permite que la mortalidad de los individuos pueda ser provocada por efectos
antialimentarios, de contacto, por ingestién y hasta fumigantes, los cuales se dan
de forma simultanea. Es posible incluso que debido a los efectos antialimentarioslos
gorgojos no consumieran la harina del pellet, lo cual significaria que el extracto

protegi6 al pellet de la accion destructiva del insecto.
El test de Shapiro-Wilk muestra que los datos no presentan distribucién normal (W

=0,8159, p =0,004), por lo que se aplica el test de Kruskal-Wallis, mostrando no se

presentan diferencias estadisticamente significativas entre las variables.
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Figura 17. % M contra Tiempo después de la aplicacion de los tratamientos en el
pellet de harina. T=25°C y HR= 94%.
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Fuente: Guerrero[38].

4.2.8 Eleccion del protocolo de caracterizacion de la actividad biolégica. En la
Tabla 5 se observa la comparacién entre los métodos de caracterizacion biolégica
por aplicacién topica, impregnacién de superficie y de alimento. A partir de los
resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se selecciona como método de
caracterizacion de la actividad biol6gica en cuanto a mortalidad de los extractos y
formulados elaborados a partir del nim, la impregnacién de superficie no porosa.
Este método permite evaluar el efecto en el organismo de los insectos, sin tener
falsos negativos, por interaccién de los compuestos con barreras anatémicas del
gorgojo del arroz. Ademas, la desviacion estandar es mas baja en comparacion con

el método de impregnacion de alimento, por lo que se pueden tener datos mas
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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.Comparacion de los métodos de caracterizacion de la actividad biolégica
por aplicacion tépica, impregnacioén de superficie y de alimento, de los extractos

etandlicos y hexanoicos.

% Mcon los Desviacion estdndar  Tiempo de

Método
extractos del % M lectura
Aplicacion tépica 8,5% +4,5% 144 h
Impregnacion de
- 83,3% +4,1% 144 h
superficie
Impregnacion de
19,44% + 13,5% 144 h

alimento

4.3 CONCLUSIONES

Se establecié como protocolo para la caracterizacion fisicoquimica de los extractos
y formulados elaborados a partir de la hoja del arbol de nim, la metodologia por
HPLC empleando como estandar interno a-terpineol, pues permite la
cuantificaciondel contenido de AZA en un intervalo de concentraciones de 0,5% a
2,5% plp.

De los protocolos probados para la caracterizacion de la actividad biologica en
cuanto a mortalidad en el gorgojo del arroz de los extractos y formulados de nim, se
seleccionod la impregnacién 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. EVALUACION DE METODOS Y SOLVENTES DE EXTRACCION DE LOS
COMPUESTOS PRESENTES EN LAS HOJAS DEL NIM A DIFERENTES
CONDICIONES DE OPERACION

5.1 METODOLOGIA

Figura 18. Metodologia general para la evaluacion de métodos y solventes de

extraccion de los compuestos presentes en las hojas del nim.

Caracterizacion de la hoja |

de nim Evzt’ae%?;‘c%?é?:é?do Caracterizacion
* Analisis préximo maceracién fisicoquimica por HPLC

Evaluaclondalimstods Caracterizacion actividad

Caracterizacion % insecticida por
fisicoquimica por HPLC de exér;i:ﬁgn por impregnacion de
superficie
Caracterizacion actividad Eleccién del mejor
insecticida por solvente y método de
impregnacion de extraccion para la hoja
superficie de nim

5.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizd 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 moévilagua (tipo I (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado HPLC,
Sigma Aldrich), y como estandar interno a-terpineol (> 97%, Sigma Aldrich). Las
hojas y las semillas delnim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A,
provenientes de arboles con mas de tres afios de haber sido plantados en la zona

del Magdalena Medio (Santander, Colombia).
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5.1.2 Caracterizaciéon de la hoja de nim. Las hojas del nim fueron caracterizadas
mediante andlisis proximo con el fin de establecer su contenido de humedad (ASTM
D4442-07), cenizas (ASTM D1102-84), extractivos acuosos (ASTM D1110-84),
extractivos organicos (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 dias.
Posteriormente se molieron hasta obtener un tamafio de particula de 1 mm en
molino de cuchillas. Finalmente, el polvo resultante fue almacenado en botellas

ambar a temperatura ambiente.

5.1.4 Produccién delos extractos de hoja de nim por el método de maceracion.
Para maceracion se evaluaron el efecto dela polaridad del solvente (agua destilada
(A), etanol (ET), acetato de etilo (AE) y hexano (H)), la agitacion (0 y 500 rpm) y
relaciéon solido solvente (10% y 30% peso de hoja/volumen de solvente), empleando
un disefio de experimentos 2% con una repeticion. Los extractos se prepararon
mezclando el polvo de nim con cada uno de los solventes por separado, en
recipientes ambar de 25 mL en las relaciones establecidas por el disefio. El tiempo
de extraccion fue de 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente los extractos
fueron filtrados utilizando papel filtro de 0,45 um con el fin de retirar el material

vegetal.

Debido a que algunos de los solventes utilizados pueden por si solos generar
mortalidad (como el hexano o el acetato de etilo) en las pruebas de actividad
biolégica, los extractos crudos se llevaron a sequedad mediante rotoevaporacion,
guedado un solido oscuro al cual se le denomina extracto (E), para luego ser
rediluido hasta una concentracion de 3% p/v, en agua destilada (parael extracto

acuoso EA) o etanol al 96% (paraextracto etandlicoEE, extracto acetato de etilo EAE
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y extracto hexanoicoEH). La caracterizacion fisicoquimica se realizé por HPLC y la
de actividad insecticida por impregnacién de superficie, segun los protocolos
establecidos en el capitulo 1. El calculo del porcentaje de rendimiento (% R)de

extracto se realiz6 mediante el uso de la ecuacién 4.

Ecuacion 4. Porcentaje de rendimiento de los E con respecto al peso de hoja seca.

gdeE
g de hoja seca

*

%R=

5.1.5 Produccién de los extractos de hojade nim por el método Soxhlet. Para
la extraccidn por Soxhletse evalud 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 diametro de poro 0,45 pum y fueron sometidas a
extraccion por 5 h. Al finalizar fueron rotoevaporados hasta sequedad y rediluidos
hasta una concentracién del 3% p/v tal como se muestra en el numeral anterior. La
caracterizacion fisicoquimica se realizd por HPLC y la actividad insecticida por
impregnacion de superficie, segun los protocolos establecidos en el capitulo 1. El %

R se calculé con la ecuacion 4.

5.1.6 Produccién de los extractos a partir de la semilla de nim. Con el fin de
comparar los resultados en cuanto a concentracion 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

maceracion y Soxhlet en los numerales anteriores.

5.1.7 Andlisis estadistico de los datos. Para la realizacion de las pruebas de
significancia de cada uno de los tratamientos, se analizaron las premisas de
normalidad y homogeneidad de varianza (Test de Shapiro-Wilk) mediante el
programa estadistico STATISTIC 8. De acuerdo al valor p se infirid un nivel de

confianza del 95% sobre las variables de respuesta. Para el estudio de los datos
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obtenidos por maceracion se utilizd un analisis de varianza anidado (ANOVA
anidado), pues se tiene una variable medida (AZA o % M) y grupos de variables
(agitacion y relacion solido/solvente) anidadas a una variable nominal de mas alto
nivel (solvente). El disefio y los analisis se hicieron empleando el programa
estadistico STATGRAPHICS Centurion.

5.1.8 Eleccion del método y el solvente de extraccion de los compuestos de la
hoja del nim. A partir de los datos obtenidos de la evaluacion de los diferentes
métodos de extraccion, teniendo en cuenta los solventes y condiciones de
operacién, se construyeron tablas comparativas para cada uno. Las variables que
se presentan en las tablas fueron tomadas como criterios de seleccion del método

y solvente de extraccion.

5.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.2.1 Caracterizacién de la hoja de nim. La informacion obtenida del analisis
proximo de la hoja de nim se presenta en la Tabla 6. Como puede observarse, las
hojas presentan un alto contenido en compuestos volatiles y un bajo contenido en
carbon fijo, lo cual es comun para el material vegetal de este tipo, siendo en esta
fraccion 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. Andlisis proximo de la hoja del nim

% p/p
Humedad 11,6 + 0,06
Volatiles 81,69 +£0,1
Carboén 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 Produccién de los extractos de hoja de nim por el método de maceracion.
En la Figura 19 se observa el rendimiento de los extractos con respecto al solvente
de extraccion, la agitacion (0 y 500 rpm) y la relacién hoja/solvente de extraccion
(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 relacion del 30%

p/v (hoja solvente).
Figura 19. % R de extraccion por maceracion de hoja de nim con respecto al

solvente, la agitacién (0 y 500 rpm) y relacién hoja/solvente de extraccion (10% y
30% pN).
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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
agitacion (0 y 500 rpm) y la relacién hoja/solvente de extraccion (10% y 30% p/v),
se observa que la mayor concentracion de AZA se obtiene para el EE conun 1,28%

+ 0,37 a0 rpm y una relacion de 30%.

Figura 20. % AZA obtenido por extraccién por maceracion de hoja de nim con

respecto al solvente, la agitacion (0 y 500 rpm) y relacidn hoja/solvente de extraccion

(10% y 30% p/v).

% AZA plp

-

Etanol Agua Acetato de Etilo Hexano

Solvente
E10%aOrpm ®10%a500rpm ®30%aOrpm ®30% a 500 rpm

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 concentracion 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 sdlo 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 extraidos de semilla u hoja[54].

Con referencia a las condiciones de operacion, 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

relacién del 30% plv, sin agitacion (0 rpm).

Mediante un analisis de varianza ANOVA anidado, se determin6 el grado de
significancia de las variables independientes en la concentracion de AZA. El andlisis
estadistico muestra que el solvente y la relacion 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

concentracion de AZA, en especial la relacidon hoja/ solvente.

La Figura 21 muestra la actividad insecticida obtenida en el gorgojo del arroz por
impregnacion de superficie de los extractosrediluidos (ER) al 3% p/v en etanol, con
respecto al solvente de extraccion, la agitacion y la relacion hoja/solvente de
extraccion (10% y 30% p/v).
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Figura 21. % M del gorgojo del arroz por impregnacion de superficie de los ER al
3% plv, extraidos por maceracion con respecto al solvente de extraccion, la
agitacion (0 y 500 rpm) y la relacion hoja/solvente de extraccion (10% y 30% p/v).
T=25°C HR=70%
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Fuente: Guerrero[38].

Se observa que la mayor mortalidad fue del 87,5% de los individuos cuando se
utilizé etanol como solvente de extraccion, auna relacion del 10% hoja/solvente, sin
agitacion. Por otro lado, para los EAE el mayor efecto insecticida fue del 18%,
mientras que para los EH fue del 33,3% a una relaciéon 30% hoja/solvente sin
agitacion. Ningun extracto acuoso presenté 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 andlisis de varianza ANOVA anidado muestra que para el % M, las variables que
tienen mayor efecto son la agitacion y la relacion hoja/solvente con un valor p de
0,000 y 0,001, respectivamente. Sin embargo, no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los EE obtenidos a una relacion de 10% y 30%(p=1,00), a

diferencia de lo que sucede con la agitacién, 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 concentracion del compuesto, por lo que es posible que esta
diferencia en la mortalidad entre los extractos etandlicos con agitacion y sin
agitacion, es que a 500 rpm se rompan algunas estructuras celulares, liberando
compuestos que podrian generar interferencia en la absorcidn o efecto insecticida

en el gorgojo del arroz.

5.2.3 Produccién 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 extraccion por maceracion el
mayor % R es para los EA, no obstante, su valor es de 5,9% que es un 4% inferior
al valor mas alto que se obtiene por maceracion. Esta disminucion 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 maceracién para estos extractos. Debido a que la
extraccion por Soxhlet opera a la temperatura de saturacién del solvente, esta
disminucion en el rendimiento de los EA y EE puede estar relacionada con su
temperatura de ebullicion, la cual para el agua es de 100°C y para el etanol de 80°C,

lo que podria generar la degradacion y volatilizacion de algunos compuestos.
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Figura 22. % R de los extractos obtenidos de la hoja de nim por extraccion Soxhlet

con respecto al solvente de extraccion.

10

% R

Solvente de extraccioén

u Etanol ® Agua ® Acetato de etilo ® Hexano

Fuente: Guerrero[88].

Este efecto de la temperatura también se observa para el caso de los EAEyY EH
pero de forma inversa, pues sus rendimientos aumentan durante la extraccion
Soxhlet en comparacion con la maceracion, donde para EAE es de 3,8% (2,4%
mayor al obtenido por maceracion), y para EH es 1,78% (1% mayor que el obtenido

por maceracion).

En la Figura 23, se observan el % AZA obtenido por Soxhlet para cada uno de los
solventes de extraccion. Para este método de extraccion el mayor contenido de AZA
fue del 0,82% en los extractos obtenidos con hexano. Este porcentaje es mayor que
el gue se obtuvo con el mismo solvente por maceracién, sin embargo, para los otros
solventes se presenta una disminucion en la concentracion de AZA. La mayor
disminucion se presenta para los EE, quienes por Soxhlet obtuvieron una
concentracion del 0,74%, que fue 0,54% menor a la obtenida por maceracion. Los

resultados muestran que utilizar temperaturas mayores a 70°C podria generar la
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degradacion de la AZA, mientras que temperaturas mayores a 80°C se produce la

degradacién y volatilizacion de otros compuestos.

Figura 23. % AZA extraccion por Soxhlet de hoja de nim con respecto al solvente

de extraccion.
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Fuente: Guerrero[38].

En la Figura 24 se observa la actividad insecticida producida en el gorgojo del arroz
por impregnacion de superficie de los extractos obtenidos por Soxhlet rediluidos al
3% plv, contra el solvente de extraccidén. La mayor actividad insecticida la tiene el
EE, con un 33% + 4,1. Cuando se comparan estos resultados con el método de
extraccion por maceracion, se aprecia una disminucién en la actividad insecticida,
lo cual es congruente con los resultados que se reportaron de % AZA, lo cual estaria
relacionado con las temperaturas de operacion 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 mostro actividad insecticida.
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Figura 24. % M del gorgojo del arroz por impregnacion de superficie de los ER al
3% plv, extraidos por Soxhlet de la hoja de nim con respecto al solvente de
extraccion. T=25°C HR=70%.
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Fuente: Guerrero[38].

5.2.4 Produccion de los extractos a partir de la semilla del nim. Para la
elaboracion de los extractos a partir de la semilla del nim, se siguié en general el
mismo protocolo que para las hojas. Para la extraccién por maceracion se utilizo
como solvente de extraccion etanol, a una relacién del 30% semilla/solvente, un
tiempo de 24 h de extraccion y sin agitacion. Para la extraccion por Soxhlet se tomd
como solvente hexano a un tiempo de extraccion 5 h. Para los extractos obtenidos

por maceracion 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 maceracion 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 maceracion

con etanol a una relacion 30% p/v y extraccion de Soxhlet con hexano
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En la Tabla 7 se hace un analisis de costos solamente con relacién 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.Ay de otros productores pequefios 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 parametro mas rentable la produccion 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 maceracién a una relacion 30% p/v utilizando etanol como

solvente de extraccion

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 plp 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 Eleccion del método y solvente de extraccién de los compuestos de la
hoja del nim. A partir de los resultados obtenidos se elaboré la Tabla 8, donde se
comparan los mejores resultados para cada uno de los métodos de extraccion.
Como se observa el método de extraccion que permite obtener una mayor
concentraciéon de AZA vy actividad insecticida es la maceracion, utilizando etanol
como solvente. Para el caso de Soxhlet el mejor solvente de extraccidn fue hexano,
pero la cantidad de AZA y por ende la capacidad insecticida, no supera lo obtenido

con etanol.

Tabla 8. Comparacion de los métodos y solventes de extraccion para la hoja de nim

Método de extracciobn  Mayor %AZA Solvente de extraccion % M

Maceracion 1,28% Etanol 87.,5%

Soxhlet 0,82% Hexano 41.,6%
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5.3 CONCLUSIONES

El método mas adecuado para la extraccion de los compuestos insecticidas de la
hoja del nim es la maceracion utilizando como solvente etanol, pues tuvo una
concentracion de AZA de 1,28% p/p y un % M de 87,5%.

Para la extraccion por maceracion se determiné que para el % AZA el efecto del
solvente era significativo, mientras que para el % M era la agitacion. Mientras que
para las dos variables de respuesta fue significativo el aporte de la relacion

hoja/solvente.
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6. MAXIMIZACION DE LA AZADIRACTINA PRESENTE EN LOS EXTRACTOS
DE HOJA DE NIM MEDIANTE LA MODIFICACION DE LOS PARAMETROS DE
EXTRACCION POR MACERACION

6.1 METODOLOGIA

Figura 26. Metodologia general para la maximizacion de la azadiractina presente en
los extractos de hoja de nim

Caracterizacion de los

Establecimiento del Elaboracion de los
disefio experimental extractos a partir de la hoja extractos
del nim * % AZA por HPLC
Validacion del modelo Maximizacion del % AZA Andlisis de los datos y
matematico en los extractos planteamiento del

modelo matematico

6.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizd etanol
industrial (= 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por
HPLC, se usaron como fase movil agua (tipo | (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo
(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estandar interno a-terpineol (> 97%, Sigma
Aldrich) de acuerdo al protocolo determinado en el capitulo 1. Las hojas del nim
fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A, provenientes de arboles con

mas de tres afios de haber sido plantados en la zona del Magdalena Medio
(Santander, Colombia).

6.1.2 Disefio experimental tipo Box-Behnken. A partir de los resultados obtenidos

en el capitulo anterior, se escogieron como parametros la relacién hoja/solvente (%

p/v), agitacién (rpm) y el tiempo de extraccion (h), con el fin de conocer su influencia
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sobre la concentracion de azadiractina (% AZA). El disefio Box-Behnken consiste
enun conjunto de experimentos donde cada par de parametros es variado entre sus
niveles bajo y alto, mientras los demas parametros 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 pardmetros del disefio de experimentos tipo Box-Behnken.

Bajo Medio Alto

Agitacion (rpm) 0 250 500
Relacién hoja/solvente(% p/v) 10 30 50
Tiempo de extraccion (h) 12 30 48

El disefio fue completamente aleatorio y consistié en 15 combinaciones, incluyendo

tres repeticiones del punto central.

6.1.3 Produccion y cuantificacion de la AZA en los extractos de hoja de nim.
Las extracciones se realizaron por maceracion utilizando etanol como solvente, tal
como se establecio en el capitulo 2. Los extractos se prepararon mezclando el polvo
de hoja de nim con el solvente en recipientes ambar de 25 mL en las relaciones
establecidas por el disefio. El proceso de extraccion se realizO a temperatura
ambiente. Posteriormente los extractos fueron filtrados utilizando papel filtro de 0,45
um con el fin de retirar el material vegetal. A continuacion, los extractos crudos se
llevaron a sequedad mediante rotoevaporacion, quedado un sélido oscuro al cual
se le denomina extracto (E), para luego ser rediluido hasta una concentracién de
3% p/v en etanol al 96%. La cuantificacion de la AZA se realiz6 por HPLC, segun

los protocolos establecidos en el capitulo 1.
6.1.4 Maximizaciéon del % AZA y validacion del modelo matematico. El analisis

de los resultados experimentales, se realizd por medio de la metodologia de
superficie de respuesta mediante el software estadistico Minitab 17. Las superficies
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de respuesta se graficaron utilizando el software MATLAB 8.2.A partir del modelo
mateméatico, empleando el software estadistico, se encontraron los valores de las
variables de operacion, en las cuales se maximiza el % AZA. Con los puntos que se
establecieron se prepar6 una muestra, se analizd la concentracion de AZA por

HPLC y los resultados se compararon con los valores predichos por el modelo.

6.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.2.1 Efecto de los parametros de extraccion en el % AZA. La Tabla 10 muestra
el % AZA recuperada en los extractos a las condiciones establecidas en el disefio
Box-Behnken con respecto al tiempo de extraccion (h), agitacion (rpm) y relacion

hoja/solvente (% p/v).

Tabla 10. Resultados del % AZA a partir de un disefio Box-Behnken variando la

agitacion, la relacién hoja/solvente y tiempo de extraccion

Relacién

Tiempo de Agitacion hojalsolvente % AZA  Desviacién
extraccion (h) (rpm) (% p/p) estandar
(% p/v)
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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Relacion

Tiempo de Agitacion _ % AZA  Desviacion
» hoja/solvente i
extraccion (h) (rpm) (% p/p) estandar
(% p/iv)
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 relacion hoja/solvente de 30% p/v. Para determinar
los efectos que tienen las variables sobre el % AZA, se realizO un analisis de
varianza ANOVA, con un intervalo de confianza del 95%, donde el nivel de
significancia (a) es 0,05, el cual se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Analisis de varianza ANOVA para el tiempo de extraccion (X1), agitacion

(X2) y relacion hoja/solvente (X3)

Parametro Grados de Sumade Valor F Valor p
libertad cuadrados
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
Cuadratico
X1? 1 0,00056 0,02 0,897
X22 1 0,15422 6,17 0,022*
X3? 1 0,04943 1,83 0,192
Interaccion
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Grados de Sumade

Parametro Valor F Valor p
libertad cuadrados
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 determin6 que el tiempo de extraccion muestra un efecto lineal muy significativo
(p=0,000). Al analizar los efectos de la agitacion en el proceso de extraccion de la
AZA, se aprecia que también tiene un efecto lineal (p=0,066), sin embargo, el efecto
mas significativo es cuadratico (p= 0,022).La relacion 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
gue la relacién semilla/solvente es muy significativa. Esta diferencia podria estar
relacionada con la materia prima, mostrando que a pesar de que la hoja y la semilla
contienen compuestos activos en comun, como es el caso de la AZA, la morfologia
de las mismas podria tener una influencia significativa en las condiciones de
extraccion. A partir del analisis ANOVA se genera un modelo matematico de

segundo orden (Ecuacién 5) con un R? de 85,48%.
Ecuacion 5. Modelo matematico de segundo orden del % AZA en los extractos de
hoja de nim, teniendo en cuenta la agitacion, el % hoja/solvente y el tiempo de

extraccion, como variables de operacion

% 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 extraccion (h)

X2 = Agitacion (rpm)

X3 = Relacién hoja/solvente (% p/v)

A partir de la Ecuacién 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 extraccion y
la relacion hoja/solvente cercana al 30% manteniendo la agitacién constante a 250

rpm, aumenta la cantidad de AZA extraida.

Figura 27. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extraccion vs %

relacién hoja/solvente a 250 rpm para el % de AZA recuperado de la hoja de nim
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Para el caso de la relacién hoja/solvente y la agitacion a 30 h de extracciéon, que se
aprecia en la Figura 28, se observa que a mayor velocidad de agitacion y relacion
hoja/solvente por encima del 30% p/v, aumenta el % AZA. La agitacion facilita el
contacto entre el solvente y la hoja, disminuyendo los efectos disfuncionales
externos, lo que mejora la extraccion de la AZA. Lo anterior se corrobora cuando se
observa el comportamiento sin agitacion, en el cual si se aumenta la cantidad de
hoja se llega a un valor maximo del % AZA, pero si se aumenta ain mas disminuye,

lo cual no sucede a velocidades de agitacidn cercanas a 500 rpm.

Figura 28. Superficie de respuesta relacionando el % relacion hoja/solvente vs

agitacion a 30 h de extraccion para el % de AZA recuperado de la hoja de nim.

1.65

En la Figura 29se presenta el efecto de la agitacion contra el tiempo de extraccion
a una relacion hoja/solvente del 30% p/v, donde se muestra que los valores de AZA
aumentan a tiempos largos y velocidades de agitacion entre 300 y 500 rpm. Se

observa que la maxima concentraciéon de AZA se obtiene al aumentar los tiempos
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de extraccion. Diversos autores han reportado incluso tiempos superiores a una
semana, sin embargo, alas 48 h ya se ha extraido la mayor parte de la AZA, ademas
si este proceso se desea llevar a escala industrial tiempos de extraccion mayores

no serian viables [45].

Figura 29. Superficie de respuesta relacionando el tiempo de extraccion vs agitacion

a 30% p/vpara el % de AZA recuperado de la hoja de nim.

200
Agitacion

6.2.2 Maximizacion del % AZA de la hoja del nim. En la Figura 30se exponen los
resultados obtenidos de la maximizacion de las variables en los intervalos
establecidos, utilizando el software estadistico. La figura muestra el efecto de cada
uno de los parametros (tiempo de extraccién, agitaciony relacion hoja/solvente) en
el % AZA. Los puntos en los cuales las lineas verticales y horizontales se cortan en
la curva, representan el valor maximo. Los nimeros que aparecen en la parte
superior muestran el intervalo que se tomé para cada una de las variables y el

nimero en rojo muestra el valor del parametro, para el cual se maximiza el % AZA.
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Segun estos analisis los valores para maximizar la cantidad de AZA se necesita un
tiempo de 48 h, una relacién hoja/solvente de 32,6% p/v y una velocidad de
agitacion de 363 rpm. Bajo estas condiciones el maximo tedrico de %AZA obtenido
sera del 1,82% p/p.

Figura 30. Valores de las variables de proceso para maximizar el % AZA.

Anti Tiempo Agitacio % sol/sl
Optfl)mo ﬁ\ltct) [33’8] [36530%’3064] [325%’2063]
C r I /
0,00607 ajo 12,0 0,0 10,0
% AZA
Maximo
y = 1,8207
d = 0,00607

6.2.3 Validacion de los resultados obtenidos por el modelo mateméatico. Para
la validacién se realizé la extraccion de la hoja de nim a las condiciones que
maximizan el % AZA en los intervalos establecidos, los resultados se presentan en

la Figura 31 comparandolos con el resultado teorico.

Tal como se observa en la Figura 31, el valor experimental y el predicho por el
modelo estan muy cercanos, donde la desviacion estdndar entre los dos resultados
es de £ 0,008. A partir de esto se puede afirmar que el modelo matematico predice
de forma adecuada la influencia de las variables en el proceso de extraccion de la

AZA de las hojas del arbol de nim.
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Figura 31. Comparacion del resultado experimental del % AZA con el predicho por

la maximizacion del modelo mateméatico
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6.3 CONCLUSIONES

Las condiciones de operacion que permiten maximizar el contenido de azadiractina
en los extractos etandlicos de la hoja de nim son un tiempo de extraccion de 48 h,

una relacién hoja/solvente del 32,6% p/v y una velocidad de agitacién 363 rpm.

La desviacion entre los datos tedricos de % AZA, con los obtenidos por la
experimentaciéon es de + 0,008, con lo que se comprueba que el modelo matematico
predice de forma adecuada en los intervalos establecidos, la influencia de las

variables escogidas en el proceso de extraccion de la hoja del nim.
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7. EVALUACION DE TECNICAS DE PURIFICACION DE LA AZADIRACTINA
PRESENTE ENLOS EXTRACTOS DE LAS HOJAS DEL NIM

7.1 METODOLOGIA

Figura 32. Metodologia general utilizada para la evaluacion de técnicas de

purificacion de la azadiractina presente en los extractos de las hojas del nim.

Elaboracién de los Fraccionamiento de los Caracterizacion de las
extractos a partir de la hoja extractos de hoja de nim fracciones
| del nim por solventes * % AZA por HPLC
Caracterizacion de las Fraccionamiento de los
fracciones extractos de hoja de nim
« % AZA por HPLC por cromatografia en

columna

7.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizd etanol
industrial (= 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por
HPLC, se usaron como fase movil agua (tipo | (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo
(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estandar interno a-terpineol (> 97%, Sigma
Aldrich). Las hojas del nim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A,
de arboles con méas de tres afios 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 petréleo (> 99,9%, Merck) metanol (>
99,9%, Merck) y agua destilada. Para la cromatografia en columna se utiliz6 como
fase estacionaria silica gel (60 G Merk, tamafio de grano 0,063-0,200 mm) y como
fase movil fueron usados acetato de etilo (> 99,9%, Merck), éter de petréleo (>
99,9%, Merck) y metanol (> 99,9%, Merck).
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7.1.2 Produccionde los extractos de hoja de nim. Las extracciones se realizaron
por maceracion, utilizando etanol como solvente, a las condiciones que se
establecieron en el capitulo 3. Los extractos se prepararon mezclando el polvo de
nim con etanol al 96% a una relacién de 32,6% p/v, en recipientes &mbar de 25 mL.
El proceso de extraccion se llevd a cabo a temperatura ambiente, utilizando una
velocidad de agitacion de 363 rpm por 48 h. Posteriormente los extractos fueron

filtrados utilizando papelfiltro de 0,45 um 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 division del extracto en un nimero de fracciones fisicamente
discretas, por medio de separaciones liquido-liquido. 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

sigui6 la metodologia modificada propuesta por Schroeder y Nakanishi[61].

Para todas las particiones la relacion entre solventes fue 1:1. El extracto etandlico
crudo de la hoja de nim se rotoevaporé hasta sequedad y se sometié a una particion
con éter de petroleo y metanol al 95% vlv, con el fin de eliminar los lipidos, grasas
y ceras que puedan estar presentes. La mezcla se dejo decantar por XXX hs, en
un embudo de decantacién con llave con capacidad de 250 mL. A continuacion, la
fase metandlica se llevd de nuevo a sequedad por rotoevaporacion, para realizar
una segunda particiébn con agua y acetato de etilo, con el fin de en esta etapa
eliminar los azucares y proteinas solubles en agua. La mezcla se dej6 decantar por
XXX hs. Por ultimo, la fase obtenida con el acetato de etilo se rotoevapor6é hasta
sequedad, se agrego el a-terpineol como estandar interno a una concentracion del
2% p/p y se rediluyé en etanol hasta una concentracién del 3% p/v, para realizar la
cuantificacion de la AZA por HPLC mediante el protocolo establecido en el capitulo
1.
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7.1.4 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim por cromatografia en
columna. Para la evaluacién de esta técnica de purificacion se empled la
metodologia planteada por Jarviset al. [60]. El extracto etandlico crudo se
rotoevapord hasta sequedad. Se tomaron 2 g de extracto y se rediluyd en un
volumen pequefio de metanol (5 mL), se le adiciond 3 gramos de silica gel y se seco
en un horno convectivo a 50°C por 24 h; A esta mezcla se la denomina cabeza.
Para el fraccionamiento se emple6 una columna de 45 cm de longitud por 1,5 cm
de didmetro interior rellena con 20 g de silica gel, activada por 24 h en una estufa a
140°C. Sobre el lecho de silica se agreg6 una pequefia cantidad de arena lavada,
se llend con éter de petréleo y se agrego la cabeza,tal como se muestra en la Figura
33. A continuacién, la columna se presurizd a 10 psi con nitrdgeno y se llevé acabo
la elucién secuencialmente con 7 volimenes de disolventes de menor a mayor
polaridad de la siguiente manera: éter de petréleo (100 mL), las mezclas éter de
petroleo-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 ultimo se lavé con metanol (250 mL).

Figura 33. Esquema columna de fraccionamiento

Corriente de N,
Cabeza (silica + extracto)

| Arena lavada

Lecho de silica gel

tamafio de grano
-+ 0,063-0,200 mm
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Por ultimo, las fracciones fueron recolectadas por separado y rotoevaporadas hasta
sequedad, a las cuales se agregd el a-terpineol como estandar interno a una
concentracion del 2% p/p y se rediluyd en etanol hasta una concentracion del 3%
plv, para realizar la cuantificacion de la AZA por HPLC mediante el protocolo

establecido en el capitulo 1.

7.2 ANALISIS Y DISCUSION 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)
| I
Torta de hoja de nim .
62 ) Extracto etanolico (2,1 g)
I .- s I Ja Ll
Fraccion éter de petréleo Fraccion metanolica
(0,35 9) (1,75 9)

| Fraccion acuosa
(1,07 g)

| Fraccion acetato de etilo
(0,67 g)
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En la Figura 34 se aprecia que para el caso de la fraccion del éter de petréleo la
recuperacion es de 0,35. Esta fraccidn esta compuesta por los compuestos de mas
baja polaridad, para este caso los aceites o ceras presentes en la hoja del nim. Esta
cantidad es baja en comparacion a los reportados en extracciones similares en la
literatura con semilla. Las semillas estan compuestas principalmente por aceites,
por lo que en estos trabajos se recomienda hacer una extraccién previa con un
solvente de baja polaridad como el hexano o el éter de petréleo, para mejorar el
proceso de extraccién, mientras que para el caso de la hoja esta cantidad es
minima, por lo que una extraccion preliminar con un solvente muy apolar, no tendria

un efecto significativo en el proceso [53][60][61].

Por otro lado, para el caso de la fraccion acuosa el peso recuperado fue mucho
mayor que el obtenido incluso en la fraccion de acetato de etilo, en la cual se espera
se encuentren los limonoides. Como se observé en el capitulo 2, la solubilidad de
los limonoides y de la AZA en el agua es muy baja, por lo que se esperaria que ésta
fraccion contuviera principalmente azlcares y proteinas 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.

Fracciéon % AZA plp
Extracto inicial 1,80 £0,01
Eter de petréleo 0,03 + 0,00
Agua 0,00 £ 0,00
Acetato de etilo 5, 64 +0,01

Los analisis por HPLC muestran que la mayor parte de la AZA se encuentra en la

fraccion obtenida con acetato de etilo, alcanzando una concentracion del 5,64% +
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0,01 p/p. Sise 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 sélo 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 conlos 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 dificil poder separarlos en fracciones por este método [48].
Por otro lado, los compuestos mayoritarios en la semilla del nim son lipidos, que
tienen polaridades muy diferentes a los compuestos de interés, siendo posible

obtener una mayor selectividad hacia la AZA mediante su extraccion con solventes.

7.2.2 Fraccionamiento de los extractos de hoja de nim utilizando
cromatografia en columna. En la Figura 35 se presenta el diagrama general del
fraccionamiento por columna de cromatografia y las cantidades obtenidas de cada

fraccion en las diferentes etapas.
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Figura 35. Diagrama general del fraccionamiento en columna de cromatografia, a

diferentes relaciones de éter de petrdleo (A), acetato de etilo (B) y metanol

_ Fraccion (A:B) 10:0
(0,38 g)

|_Fraccion (A:B) 7:3
(0,24 g)

|_Fraccion (A:B) 6:4
(0,05 g)

Hoja de nim __ Extracto etandlico _| Fraccion (A:B) 5:5
(64 g) (2.1 9) (0,10 g)

| Fraccion (A:B) 3:7

(0,09 9)

| Fraccion (A:B) 2:8
(0,14 9)

| Fraccion metanol
(0,90 g)

Tal como se observa, la fraccién que contiene mayor cantidad de extracto es la
obtenida con metanol, la cual esta compuesta por sustancias de mayor polaridad,
entre las cuales se encuentran principalmente compuestos de alto peso molecular
como son azUcares Yy proteinas. Por otro lado, cuando se analizan los resultados de
% AZA presentados en la Tabla 13, se observa que la fraccién con mayor cantidad
de %AZA (4,2% pl/p)es la que se obtuvo con 5:5. Sin embargo, en total la cantidad
de AZA recuperada en esta fraccion fue de 100 mg, 4,2 mg menos que la que se
obtiene en la fraccion de metanol. En esta fraccion, 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 petroleo/acetato de etilo (A:B) y

metanol, por medio de cromatografia en columna
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Fraccion Peso de la fracciéon (mg) % AZA Peso dela AZA (mg)

10:0 380 + 15,3 0,0+0,0 0,0+0,0
7:3 240+164 1,8+0,1 44 +0,3
6:4 50+25 0,6 £0,0 0,3+0,0
55 100+ 6,6 42 +0,3 42 +0,6
37 9043 1,7+0,1 15+0,3
2:8 140+9,8 15+0,0 21+0,1
Metanol 900+ 31,5 19+0,2 171 +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 cromatografia 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 purificacion.
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8. FORMULACION DE UN BIOINSECTICIDA PARA EL CONTROL DE
SITOPHILUS ORYZAE (GORGOJO DEL ARROZ) A PARTIR DE LOS
EXTRACTOS DE LA HOJA DEL NIM

8.1 METODOLOGIA

Figura 36. Metodologia general para la formulacion un bioinsecticida para el control

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

Evaluacion de la
estabilidad y efecto
insecticida del formulado
desarrollado

Determinacion de las dosis
letales (DL) de los
extractos de la hoja del nim

Evaluacion del efecto del
pH, concentracion del
conservante y agua en la
estabilidad de los
formulados insecticidas

Dilucidacion del mecanismo de
accién insecticida por inhibicion
de la enzima acetilcolinesterasa

(AChE)

Evaluacion del uso de
tensoactivos no ionicos en
formulaciones insecticida

con extractos de hoja de
nim

8.1.1 Reactivos, mariales y solventes. Para las extracciones se utilizd etanol
industrial (= 96%) suministrado por Zumotec S.A. Para las caracterizaciones por
HPLC, se usaron como fase movil agua (tipo | (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo
(grado HPLC, Sigma Aldrich), y como estandar interno a-terpineol (> 97%, Sigma
Aldrich). Las hojas del nim fueron recolectadas y suministradas por Zumotec S.A,
de arboles con més de tres afios de haber sido plantados en la zona del Magdalena
Medio (Santander, Colombia). Para la cuantificacion del % AZA por HPLC, se utilizd

como fase movil agua (tipo | (ultrapura) Milli-Q) y acetonitrilo (grado HPLC, Sigma
Aldrich).

Para los ensayos de inhibicibn de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se

prepararon Buffers de fosfato de sodioy PBS. Para la preparacion del Buffer de
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fosfato pH=7,0 y pH=7,8 se emplearon NaH2POs4 monobasico (> 98%, Sigma
Aldrich) y Na2HPOa4 bibasico (> 98%, Sigma Aldrich). Para la preparacion del Buffer
PBS pH 7,6 se emplearon K2HPOa4 (> 98%, Sigma Aldrich), NaH2POa (> 98%, Sigma
Aldrich), NaCl (= 99.5 %, Merck) y Tween 20 (grado biologia molecular, Sigma
Aldrich). Se utilizo la enzima Acetilcolinesterasa AChE (=260% biuret, Sigma Aldrich)
y un sustrato compuesto por NazHPO4 (>98%, Sigma Aldrich), &cido 5,5-ditiobis-[2-
nitrobenzdico] (DTNB) (=98%, Sigma Aldrich) y ioduro de acetilcolina (ACTI) (=298%,
Sigma Aldrich).

Para la elaboracion de los prototipos de las formulaciones se utilizaron como
conservantesKoraloneBio-Clean™ (principio  activo  Metilisotiazolinona vy
Clorometilisotiazolinona 1,5%, Rohm and Haas - Dow Chemicals), y soluciones de
NaOH 0,1M vy acido citrico 0,1M para ajustar el pH. Como tensoactivosse utilizaron
Tween® 80 (grado USP, SigmaAldrich) y ECOSURF™ SA-9 (Dow Chemicals). Para
las pruebas microbiolégicas se emplearon como medios de cultivo para bacterias

Agar nutritivo y para hongos y levaduras Sabouraudcon cloranfenicol (antibiético).

8.1.2 Determinacion 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. Asi la DLso hace referencia a la
concentracién necesaria para generar la muerte del 50% de los insectos en el
ensayo, por lo que es una manera de medir el potencial toéxico a corto plazo de un
insecticida. Para medir las DL se emplearon ensayos de impregnacion de superficie
tal como se establecieron en el capitulo 1. Se utilizaron tubos de ensayo de vidrio
de 4 mL alos cuales se les aplic6 100 L de solucién a 5 concentraciones subletales
aleatorias de los extractos en etanol al 96% viv (3%, 2,6%, 1,9%, 1,2% y 0,8%

p/v).Como control negativo se empled solamente etanol al 96% viv.

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

continuacion, fueron introducidos 8 gorgojos por tarro, con 0,08 g de alimento (arroz)
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y se cerraron con una malla que permitia 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 realizd por triplicado en
dias diferentes. El registro de mortalidad se realizd6 a las 144 h pos tratamiento. El
% M se obtuvo con la ecuacion de Abbott (Ecuacion 2).Los resultados se sometieron
a un analisis estadistico Probit con el programa computacional MINITAB,
obteniéndose las dosis subletales (DL90 y DLso) de los extractos de hoja de nim para

el gorgojo del arroz.

8.1.3 Dilucidacion del mecanismo de accién insecticida por inhibicion de la
enzimaacetilcolinesterasa (AChE). Para la determinacién de la AChE se utilizé la
metodologia modificada de Ellman, que se basa en un ensayo colorimétrico, donde
en lugar de utilizar acetilcolina (compuesto que no presenta propiedades
espectroscopicas caracteristicas), se utliza la acetiltiocolina como sustrato

alternativo (Figura 37)[92].

Figura 37. Mecanismo de inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa.

H20 + (CHy)sNCH,CHoSCOCH; —2"E = (CH,),NCH,CH,S- + CHyCOO™ + 2H*

Acetiltiocolina Tiocolina Acetato

ac
Qs‘s CcoO
O,N DTNB

coor
\J
S.g~N(CHy)3 s
.
O,N O,N
CoOr Ccoo

Anién del acido tionitrobenzoico (TNB)
(Color amarillo)

Fuente: Loépez et al. [92]
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En dicho mecanismo, para permitir su deteccién por medio de espectrofotometria
se acopla una reaccion a la conversion. La acetiltiocolina se hidroliza por medio de
la AChE produciendo sus respectivos compuestos tiol. Este es interceptado por el
acido 5,5 ditiobis [2-nitrobenzbico] (DTNB) formando un enlace bisulfuro y liberando

el anién TNB de color amatrillo.

Para medir la actividad enzimatica se emple6 el método de Ellman modificado por
Lépez et al. [93][92]. Las absorbancias se midieron a 412 nm en un lector de
microplacas (espectrofotometro 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 enzimatica de los extractos de hoja de nim, se efectud 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 afiadié a cada pocillo una solucion
de sustrato (0,1 M Na2HPOa4, 0,5 M acido 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 inhibicién enzimatica se calculé con la Ecuacion 6.

Ecuacion 6. Porcentaje de inhibicion

0 o U/ml con inhibidor
% de inhibicion = { 1 - 5 hibidor ) X 100

Donde U es la unidad de actividad enzimatica.

8.1.4 Evaluacion del uso de tensoactivos no ionicos en formulaciones
insecticidas con extractos de hoja de nim. Entre las formulaciones mas
empleadas se encuentran los concentrados emulsionables, sin embargo, éstos
utilizan disolventes organicos 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 capitulos anteriores se ha demostrado la baja miscibilidad
gque 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 hidrofilo-lipéfilo (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 hidréfilos, no iénicos, buena capacidad de dispersion
y baja toxicidad [95].

Para la preparacion de las muestras se tomaron volimenes iguales de los extractos,
los cuales fueron rotoevaporados hasta sequedad. Para las muestras con
tensoactivos se rediluyeron en diferentes relaciones de estos. A continuacién, se
agreg0 agua hasta obtener cinco mezclas con una concentracién constante de
extracto, correspondiente a la dosis letal 50 (DLso) en el gorgojo del arroz, pero con

diferente concentracion de tensoactivo asi: 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
realiz6 una inspeccién visual para ser evaluada la ocurrencia de sedimentacion o
cremado. A continuacion, se escogieron para cada uno de los tensoactivos la menor
concentracion a la cual los formulados presentaron estabilidad en la prueba anterior.
A los formulados seleccionados se les evalué su actividad insecticida en el gorgojo
del arroz por impregnacién de superficie, segun la metodologia establecida en el
capitulo 1. Como controles se tomé el extracto al 2,6% p/v diluido en etanol (DL5o)
y soluciones de los tensoactivos sin extracto a las mismas concentraciones

establecidas para los formulados.

8.1.5 Evaluacion del efecto del pH, concentracion del conservante y agua en
la estabilidad de los formulados insecticidas. Para establecer los valores
Optimos del pH, la concentracion de conservante (%C) y de agua (%A), que
permitieran maximizar la estabilidad fisicoquimica y microbiolégica de los
formulados insecticidas a partir de los extractos de hoja de nim, se realizaron
pruebas de estabilidad aceleradas y se escogié un disefio de superficie de
respuesta tipoBox-Behnken. En la Tabla 14se presentan los niveles para cada una

de las variables.

Tabla 14. Niveles de los parametros del disefio de experimentos tipo Box-Behnken

Bajo Medio Alto
pH 3 6 9

%A (% V) 80 875 95
%C (%vv) O 015 0,30
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El disefio fue completamente aleatorio y consistio en 15 combinaciones, incluyendo
tres repeticiones del punto central y se realizd por duplicado. Para la preparacion de
las muestras, se establecié que el volumen total fue de 25 mL. Los extractos se
rotoevaporaron hasta sequedad y se agregdé el porcentaje de tensoactivo
establecido en el numeral anterior. A continuacion, se agrego el conservante y el
agua destilada en las proporciones establecidas en el disefio experimental. Luego
se ajusto el pH, utilizando soluciones de hidréxido de sodio 0,1 M y acido citrico 0,1
M con un phmetro digital (Schott Instruments). Por Ultimo, las muestras se aforaron
a 25 mL con alcohol etilico 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 util del producto. Para las pruebas
de estabilidad, realizadas siguiendo el protocolo establecido por el Ministerio de la
Proteccion Social de Colombia, las muestras se almacenaron por dos meses en una
incubadora a 40+£2°C y una humedad relativa del 75£5%][97].Las condiciones
empleadas permiten aumentar la cinética de degradacion del principio activo y el
desarrollo de microorganismos, por lo que, en dos meses, se puede simular el
comportamiento que el producto tendria en dos afios de almacenamiento en

anaquel.

Para probar la estabilidad de la AZA, se empled el método de caracterizacion por
HPLC que se establecié en el capitulo 1. Para la cuantificacion del porcentaje de
degradacioén de la AZA (DAZA), se utiliz6 la Ecuacién 7.

Ecuacion 7. Porcentaje de degradacion de AZA (%DAZA)

AZAiniciaI - AZAfinaI
AZA.

inicial

%DAZA = ( )x1oo
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Para la medicion de la generaciéon de microorganismos en los formulados, se
empled la metodologia de cuantificacion de biomasa por peso seco. Las muestras
fueron filtradas al vacio, utilizando un filtro de papel punto azul, que permite la
retencion de particulas de entre 2 y 3 um. Previamente los filtros se depositaron en
cajas de Petri, sesecarn en una estufa a 120°C por 24 h y se registré su peso.
Después de ser filtradas las muestras se pusieron a secar a las mismas condiciones
por 24 h y se registré el peso. La produccion de biomasa (PB) se calcul6 con la

Ecuacion 8.

Ecuacioén 8. Produccion de biomasa

PB(g) = (Peso de filtro + biomasa seca)(g) - Peso del filtro(g)

Fuente:Farras y Giménez [98]

Para la generacion del disefio de experimentos y el analisis estadistico, se utilizd 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 matematico por superficie de respuesta, se prepar6 el
formulado con los valores Optimos encontrados, le realizaron los estudios de
estabilidad acelerada por 20 dias a 40°C y se caracterizaron las muestras en cuanto
a PBy % DAZA. Los valores de los resultados experimentales se compararon con
los predichos por el modelo minimizado. Con estas mismas muestras se encontro
el tiempo de vida Util del producto insecticida, utilizando la metodologia del Ministerio

de la Proteccion Social (Anexo 1) [97].

8.1.6. Evaluacién de la actividad insecticida del producto formulado en el
gorgojo del arroz. Con los resultados obtenidos se establecié la formula cuali-
cuantitativa del insecticida a partir de los extractos de hoja del nim. Se preparé el

formulado insecticida y utilizando los protocolos establecidos en Capitulo 1, se
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evalu6 la mortalidad en el gorgojo del arroz por impregnacion de superficie, a

tiempos de exposicion de 12, 24, 48, 72 y 144 h de exposicion por contacto.

8.2 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

8.2.1 Determinacion de las dosis letales de los extractos de hoja de nim en el
gorgojo del arroz. La curva de concentracion de extracto (% p/v) contra el
porcentaje de mortalidad (%M) del gorgojo del arroz por impregnacion de superficie
no porosa a las 144 h de exposicion, , se presenta en la Figura 39. En esta figura
se muestra que el efecto insecticida aumenta de forma cuadratica a medida que
aumenta la cantidad del extracto etandlico de las hojas del arbol de nim. Tal como
se muestra en la figura en el control, cuando no hay presencia del extracto, no se

presenté mortalidad.

Figura 39. Concentracién de los extractos de hoja de nim diluidos en etanol al 96%
viv contra el porcentaje de mortalidad en el gorgojo del arroz por impregnacion de

superficie a las 144 h de exposicion

100%
90% y =0,0975x? - 0,0736x + 0,018
80% R2 =0,9907
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A partir de los datos de mortalidad del gorgojo del arroz por impregnacién de
superficie, utilizando un andlisis Probit, se encontraron las DLso y DLeoque se
presentan en la Tabla 15.Los resultados muestran que la DLsodespués de 144h de
exposicion, fue de 2,6% + 0,13 p/v y la DL9o fue de 3,9% + 0,31 p/v.

Tabla 15. DLsoy DLoo de los extractos etanolicos de hoja de nim diluidos en etanol
al 96% v/v en el gorgojo del arroz por impregnacion de superficie a las 144 h (Chi
cuadrado X?= 2,364).

% phv . IC 95% .
(indice de confianza)
DLso 2,6 +0,13 2,37 2,94
DLgo 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 comparacion con un piretroide comercial (Coopex)
en el gorgojo del arroz por impregnacion de superficie. Los resultados obtenidos
mostraron que mientras con el piretroide obtenian una DLso de 6,128 pg/cm?, para
el extracto de nim no se evidencié mortalidad a ninguna concentracion [99]. Estos
resultados difieren de los obtenidos en este trabajo, pues en esta investigacion los
resultados obtenidos, muestran que los extractos de hoja de nimain a bajas

concentraciones poseen un efecto toxico 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 concentracion
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 concertacién de 50 ppm[33].
En esta investigacion, la concentracion necesaria de AZA fue de 468 ppm para

obtenerla DLso, 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 humectacion y la
penetracion del producto en los tejidos del insecto, por lo que se necesitaria una

menor concentraciéon de AZA para conseguir el mismo efecto.

8.2.2 Dilucidacion del mecanismo de accidn insecticida por inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE). Existen muchos mecanismos de accién 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 accion de ciertas hormonas como la de la muda
(ecdisona), generando que los insectos no puedan pasar de las etapas inmaduras
o0 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 investigacion.

Cuando se observan al microscopio los gorgojos del arroz muertos por la exposicion
a los extractos de hoja de nim, se aprecia que sus exiremidades generalmente se
encuentran extendidas, algo que también se evidencia cuando se exponen a
insecticidas neurotoxicos como el malation, tal como se expuso en el capitulo 1.
Estos efectos generalmente se producen por la inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), lo cual provoca una sobre estimulacion de los musculos,
generando conwulsiones y paralisis, lo que al final provoca la muerte del insecto.
Teniendo en cuenta lo anterior se evalud la inhibicion in vitro de extractos de hoja

de nim en esta enzima vy los resultados se presentan en la Figura 40.
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Figura 40. Porcentaje de inhibicion de la enzima AChEin vitro a diferentes

concentraciones de los extractos de hoja de nim.
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Los resultados muestran que los compuestos presentes en los extractos de las
hojas del nim inhibieron la actividad de laAChE. Los porcentajes de inhibicion
aumentaron al aumentar la concentracion de extracto, sin embargo, incluso a la
concentracion mas baja de 2 ppm se observé un9,27% de inhibicion, mientras que
con la concentracion mas alta de 30 ppm se alcanzé el 100% de inhibicion de la
enzima AChE. Esto indica que la inhibicion de la enzima AChE podria 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 inhibicion de la AChE
por la aplicacion topica de la AZA en la Periplaneta americana (cucaracha
americana). Sus resultados mostraron que a 4 ppm de AZA no se presentd ninguna

alteracion significativa en la actividad de AChE[43]. No obstante, Nathanet al.

124



encontraron por aplicacion topica de AZA en Nilaparvatalugens (saltamontes
marrén) a una concentracién de 0,5 ppm, que se inhibia significativamente la
actividad de la AChE[42].

La diferencia entre los resultados obtenidos por los autores muestra que, aunque el
compuesto tenga accion inhibitoria en la AChE, su efecto in vivo, dependera en gran
medida de la especiey de la ruta de entrada. Como se mostré en el capitulo 1para
el caso del gorgojo del arroz, tanto por aplicacion tépica dorsal y ventral los
insecticidas no muestran ningln 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 mas esclerotizadas que

otras, lo que influird en la efectividad de la actividad insecticida del compuesto.

8.2.3 Evaluacién del uso de tensoactivos no ionicos en formulaciones
insecticidas con extractos de hoja de nim. En la Figura 41 se aprecian las
formulaciones insecticidas obtenidas a una concentracién de extracto de 2,6% p/v
(DLso) 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)

ECOSURF™ SA-9

- _—

15% viv 25%viv 35%viv 45% viv

) . Tween® 80
Sin tensoactivo

15%viv 25%Vviv 35%VN 45% vViv

En la figura se observa que cuando no se agrega tensoactivo, no se da una
dispersién homogénea de los extractos y se presenta la sedimentacion 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 utiliz6 ECOSURF™
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SA-9 como tensoactivo, a la menor concentracion (1,5% v/v) se observd que se
presenta sedimentacion 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 concentracion,

permanecieron homogéneos y no se evidencid la presencia de sedimentos.

A partir de los resultados obtenidos se seleccion6 la menor concentracién de
tensioactivo posible para evitar la precipitacion de los extractos: para el
ECOSURF™ SA-9 se escogi6 la concentracion del 2,5% viv y para el Tween® 80
se escogio la concentracion del 1,5% viv. En la Figura 42 se presentan los
resultados de las pruebas de actividad insecticida de los formulados en los gorgojos

del arroz por impregnacion de superficie después de 144 h de exposicion.

Figura 42. Efecto de la actividad insecticida en el gorgojo del arroz porimpregnacion
de superficie con los formulados: ECOSURF™ SA-9 a 2,5% viv (FE) y Tween® 80
a 1,5% viv (FT) con una concentracion de extracto (E) del 2,6% p/v después de 144
h de exposicion.

100 L L
90
80
70
60
50
40
30
20
10

O _
ECOSURF™ Tween® 80 FE FT E al 2,6% p/v
SA-9 en etanol

% M

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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concentracion (2,6% p/v) sin el agregado de tensioactivos,se observa que al agregar
lostensoactivos la mortalidad se duplica. Alevaluar el efecto toxico de la solucién de
tensoactivos en agua sin extracto, se aprecia que no se presenta mortalidad en el
gorgojo del arroz. Brariy Thakur probaron el efecto toxico del Tween 80 en el gorgojo
del arroz por contacto con superficie, encontrando que incluso a concentraciones
altas de 5 pL/cm? del tensoactivo la mortalidad fue de tan sélo el 12% + 2,1, similar
a los resultados obtenidos en esta investigacién[100]. Lo anterior confirma que los
tensoactivos empleados no tienen por si solos actividad insecticida, pero los mismos

funcionan como coadyuvantes en la formulacion 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 dispersion de los extractos cuando se
aplican sobre una superficie, pues al reducirse la tension 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 cuticula de los insectos esta cubierta por
una capa lipidica hidrofébica que sirve como una barrera natural para la adsorciéon
de compuestos por parte del insecto. Al agregar un tensoactivo, éste podria formar
una capa hidréfoba sobre los compuestos activos del nim, lo cual facilitaria la

adsorcion de los compuestos insecticidas [101].

Aunque los dos tensoactivos tienen un comportamiento similar como coadyuvantes
en cuanto a la accién insecticida, para el caso del Tween® 80 se necesita una
concentracion menor en la formulacion en comparacion con el ECOSURF™ SA-9.
Por lo anterior se establece como tensoactivo el Tween® 80 a una concentracion del
1,5% vivpara la formulacién final del insecticida a partir de los extractos de las hojas

del nim.
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8.2.4 Evaluacion del efecto del pH, concentracion 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 disefio, en cuanto al peso de biomasa
seca 'y %DAZA, obtenidos en colaboracion con Rodriguez. Los resultados muestran
gue la mayor cantidad de biomasa producto de la degradacion del extracto se
presenta a un pH de 9, a una % C del 0,30% v/v y una % A del 87,5% viv. La mayor
degradacién de la AZA se produjo a un pH de 6, una % C de 0,30 %y una % A del
95% Viv.

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£2°C y una humedad

relativa del 75+5%

PH % C(viv) % A (vIv) Peso Biomasa (g) % DAZA
3 0,30 87,5 2,9+0,0 413+23
3 0,15 95,5 1,9+0,1 46,4 3,7
3 0,15 80,0 40+0,1 37,2+0,9
3 0,00 87,5 2,3+0,0 37,4+22
6 0,15 87,5 2,7+0,1 54,3 +3,2
6 0,15 87,5 29+0,1 758 +24
6 0,00 95,0 35+0,2 857 +25
6 0,30 80,0 49+04 53,9 +2,0
6 0,15 87,5 21+0,1 65,5 + 0,6
6 0,00 80,0 35+0,2 829+26
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 50+0,2 86,0 +0,0
9 0,00 87,5 1,7+05 86,7 £0,2

Fuente: Rodriguez.

129



Con los puntos experimentales encontrados se establecieron los modelos
matematicos para evaluar la estabilidad de los formulados relacionando el peso
seco de biomasa generada (Ecuacion 9) y el % DAZA (Ecuacion 10), con los cuales

se generaron las respectivas superficies de respuesta (Figuras 43-45).

Ecuacion 9.Modelo matemético que describe la producciéon de biomasa (PB)
dependiendo del pH, concentracion de conservante (% C)y concentracion de agua
(% A). R2de 72,22%

PB =-10,8-0,74(pH)+63,32(%C)+0,37(%A)-0,04 (pH?)+19,70 (%C)?-0,002 (%A?)+
1,48(pH)(%C)+0,01(pH)(%A)-0,86(%C)(%A)

Ecuacion 10. Modelo matematico que muestra el porcentaje de degradacion del
AZA (% DAZA) dependiendo del pH, concentracién de conservante (% C) y

concentracion de agua (% A). R? de 92,82%

% DAZA = 804,14+19,41(pH)-817,50(%C)-18,60(%A)-0,71 (pH)? +633,01(%C)?+
0,11(%A)-2,58(pH)(%C)-0,05(% pH)(%A)+7,13(%C )(%A)

En la Figura 43 se observan las graficas de contorno para la PB y el % DAZA
generados con respecto al pHYy % C (% viv), 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% viv.
Por otro lado, a baja concentracién de conservante y un pH cercano a 9 disminuye
la PB.A su vez, en el centro de la grafica 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 &cido, cercano a 3 y una concentracion de

conservante de 0,15% viv.
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Figura 43. Graficas de contorno del % DAZA (A)y PB (B) con respecto al pH y el %
C, aun % A constante de 87,5 % vlv, después de 20 dias de almacenamiento a una
T de 40°C y HR de 70%.
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Fuente: Rodriguez.
El efecto del % C y el pH se puede explicar teniendo en cuenta que el conservante
KoraloneBio-Clean™ es un producto que actlia de forma éptima a pH neutro y acido

a valores cercanos a 0,15% v/v (ficha técnica Anexo 2).

131



En la Figura 44 se presentan los graficos de contorno para la PB y % DAZA con
respecto al pHYy % A (% v/v), manteniendo constante el % C en un valor de 0,15%
viv. En la Figura 44-A se aprecia que cuando aumenta el porcentaje de agua a pH
acido, disminuye la PB. En la Figura 44-B se observa que para el % DAZA, aumenta

conelpHyel% A.

Figura 44. Graficas 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 dias de almacenamiento a una
T de 40°C y HR de 70%.

Grafica de contorno de PB (g) vs. % A; pH

PE(g)
A) 94 4 < 15
15- 20
4 20 - 25
e o2s- 30
W30~ 35
90 [ ] > 35
Valores fijos
% C 0,15

B) Grafica de contorno de % DAZA vs. % A; pH

g
<

||

8

1
lesagssss

Fuente: Rodriguez
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La azadiractina es una molécula altamente oxigenada, por lo que, al aumentar el
contenido de agua, se favorece su hidrolisis. Szeto y Wan estudiaron la hidrolisis de
la AZA adiferentes pH, encontrando que a 35°C, la reaccion de hidrdlisis siguioé una
cinética de pseudo-primer siendo las constantes de velocidad mayores a pH alcalino

gque a pH acido [102].

En la Figura 45 se observan los resultados de la variacion de los parametros (pH,
%C y %A) que permiten la minimizacion de la PB y el % DAZA en los intervalos
establecidos, los cuales fueron obtenidos utilizando el software estadistico Minitab
11. Se observa que segun el modelo matematico los valores alos cuales el producto
es mas estable son un pH de 3, una %C del 0,16% v/iv y un % A del 87% V/v.

Figura 45. Valores de pH, % Cy % A, que permiten minimizar el % DAZAy la PB

Inicial pH % C Yo A
AAltct) [3’8] [001287] [879 %'7058]
C 4 7 {
0,75478 Bajo 3,0 0,0 80,0

Compuesto \ — T~ |

Deseabilidad
0,75478

PB () \ \
Minimo || ———— | ">~ | _—| _ _ N__ _ _
y = 2,4268
d = 0,84147 \

% DAZA
Minimo
y = 32,9754
d =0,67702

Fuente: Rodriguez
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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 oOptimas de pH (3,0), %C (0,16% Vv/iv) y % A (87,57% v/v), comparados
con los resultados minimos teoéricos (PBtesrico= 0,84 g y % DAZAtesrico= 32,97%) que

arroja el modelo matematico.

Figura 46. Comparacion de los datos tedricos 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. Comparacion de los datos tedricos y experimentales de PB, después de

dos meses de almacenamiento a una T de 40°C y una HR 70% (p=1,00).

2.9

7

1,5

q de biomasa

0,5

M PB tedrico W PB Experimental

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 exiractos de
hoja denim en almacenamiento. Con estos resultados y utilizando la metodologia
del Ministerio de la Proteccion Social para estudios de estabilidad, se calculé que el

tiempo de vida util del producto es de 24 meses.
8.2.5 Evaluacion 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 formula

cuali-cuantitativa del formulado insecticida a partir de los extractos de hoja de nim.
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Tabla 17. Formula cuali-cuantitativa del formulado insecticida a partir de los

extractos de arbol de nim para el control del gorgojo del arroz.

Compuesto Funcién Concentracion
. . : Principio activo 0
Extracto de hoja de hoja de nim insecticida 2,6% viv
Tween 20 Coadyuva_mte 1,5% viv
tensoactivo
Agua Diluyente 87,5% viv
Etanol Diluyente 8,1% viv
Koralone Conservante 0,30% viv
Acido citrico Regulador del pH Hasta pH 3
Total 100%

Con esta formulacion se prepard el insecticida y se probo 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 impregnacion de
superficie obtenidos con el insecticida formulado a partir de los extractos de hoja de
nim, comparandolos 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 impregnacion
de superficie del formulado, el extracto de hojas del nimal 2,6 % viv, y DEL al 2,6%

Viv.
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Los resultados de la prueba muestran que el formulado logra la misma mortalidad
gue 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 ningun aditivo. Lo anterior se debe
a gue, a pesar de que los aditivos por si 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 ademds puedan adsorberse mejor por el insecto.
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8.3 CONCLUSIONES

Se encontr6 que para los extractos de la hoja del nim la DLso fue 2,6% p/v y la DLgo
fue 4% p/v. Se encontré 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
podria ser el mecanismo de accion insecticida de los compuestos presentes en la

hoja del nim.

Se determiné que para aumentar la estabilidad del formulado y su actividad
insecticida se debe agregar el tensoactivoTween 80 a una concentracion de 1,5%
viv. A su vez, en pruebas de estabilidad acelerada se establecieron el valor del pH
de 3, la concentracion de conservante de 0,3% v/v y agua de 87,5% viv, lo que
permite minimizar la degradacién del formulado. Finalmente, el producto formulado
permitié alcanzar el 100% de mortalidad en aplicacion en superficie, siendo
igualmente efectivo que el insecticida comercial para el tratamiento de la plaga del

gorgojo del arroz.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Se establecié un proceso para la extraccion por maceracion de los compuestos
insecticidas a partir de las hojas del &rbol de nim que permite maximizar el contenido
de AZA, empleando como solvente de extraccion etanol, a una relacion
hoja/solvente del 32,6% p/v, un tiempo de extraccion de 48 h y una velocidad de
agitacion de 363 rpm. Ademas, se pudieron establecer protocolos para la
caracterizacion de los extractos en cuanto al contenido de AZA por HPLC utilizando
un estandar interno de a-terpineol y evaluando su actividad insecticida en el gorgojo

del arroz.

Con los extractos de la hoja de nim se formul6 un bioinsecticida que presentd
mortalidad por contacto en el gorgojo del arroz, con resultados comparables a la del
tametrina, insecticida quimico perteneciente a la familia de los piretroides
ampliamente empleados en el control de plagas en el sector agroindustrial. Se
determind que los tensoactivos no iénicos empleados en la formulaciéon tienen una
funcion como coadyuvantes mejorando la estabilidad de la solucién y aumentando
la actividad insecticida del formulado. El formulado insecticida tiene un tiempo de
vida Util de 18 meses a un valor de pH de 3, una concentracion de conservante de

0,3% v/v y una concentracion de agua del 87,5% V/v.

Por Ultimo, 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 dafios al medio ambiente y en la salud

humana.
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10. RECOMENDACIONES

Para complementar los resultados obtenidos en la inhibicion 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 accidn de estos compuestos en el organismo
del insecto.

Con el fin de dar continuidad a esta investigacion 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 podrian afectar

su desempefio.
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ANEXO A. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADOS (ENVEJECIMIENTO
ACELERADO)

Forman parte de los estudios formales de estabilidad y son estudios disefiados para
incrementar la velocidad de la degradacion quimica y los cambios fisicos de un
producto empleando condiciones extremas de almacenamiento, como parte del
programa de evaluacion de estabilidad. El objetivo de estos estudios es predecir la

vida Util tentativa del producto en condiciones normales de almacenamiento.

Disefio 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 minimo de 7°C y apropiadas a la estabilidad fisica 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 efectla la comparacion
estadistica, para establecer que no se detecta una diferencia estadisticamente
significativa entre ellos. Cuando no se detecta una diferencia estadisticamente
significativa entre los lotes analizados, se efectia el célculo 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 limites de confianza del 95%, incluyendo

todos los datos.
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4. El promedio obtenido a cada temperatura, con los limites de confianza del 95%
se ubica en la grafica de la Figura A.

Figura A. Estabilidad acelerada.

——Ea 10000/36

Zonac

~#- Ea 20000/36
Ea 20000/33

10

Porcentaje degradado en 6 meses

1
0,00295 0,003 0,00305 00031 000315 00032 000325 00033 000335

Inverso Temperatura absoluta (1/°K)

5. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacion (a), o si un resultado
cae dentro de la zona de aceptacién (a) y otro dentro de la zona de aceptacion (b)
se le puede asignar al producto una vida Util de 36 meses contados a partir de la

fecha de fabricacion del lote.

6. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacion (b) o (c) o uno en la
zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida Util de 33 meses,
contados a partir de la fecha de fabricacion del lote.

7. Siun resultado cae en la zona de aceptacion (c) y otro en la zona de rechazo (d)
0 ambos caen en la zona de rechazo (d), se debe utilizar ahora la grafica de la
Figura B.
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Figura B. Estabilidad acelerada

Zonac e £ 10000}"33
== Ea 20000/33
Ea 20000/30

Porcentaje degradado en 6 meses

T T T T T T 11
0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315 00032 0,00325 0,0033 0,00335

Inverso Temperatura absoluta (1/°K)

8. Una vez ubicados los dos puntos en la grafica de la Figura B, si ambos resultados
caen dentro de la zona de aceptacion (a), o si un resultado cae dentro de la zona
de aceptacion (a) y otro dentro de la zona de aceptacién (b) se le puede asignar al
producto una vida util de 33 meses contados a partir de la fecha de fabricacién del

lote.

9. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacion (b) o (c) o uno en la
zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida Util de 30 meses,

contados a partir de la fecha de fabricacion del lote.

10. Si un resultado cae en la zona de aceptacién (c) y otro en la zona de rechazo
(d) o ambos caen en la zona de rechazo (d), se debe utilizar ahora la grafica de la
Figura C. 11. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacion (a), o si un

resultado cae dentro de la zona de aceptacion (a) y otro dentro de la zona de
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aceptacion (b) se le puede asignar al producto una vida util de 30 meses contados
a partir de la fecha de fabricacién del lote.

Figura C. Estabilidad acelerada

Zonac

=#=Ea 10000/30
== Ea 20000/30
Ea 20000/24

Porcentaje degradado en 6 meses

1
0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 00033 0,00335

Inverso Temperatura absoluta (1/°K)

11. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacion (a), o si un resultado
cae dentro de la zona de aceptacion (a) y otro dentro de la zona de aceptacion (b)
se le puede asignar al producto una vida Util de 30 meses contados a patrtir de la

fecha de fabricacion del lote.

12. Si ambos resultados caen dentro de la zona de aceptacién (b) o (c) ouno en la
zona (b) y el otro en la (c), al producto se le puede asignar una vida Util de 24 meses,

contados a partir de la fecha de fabricacion del lote.

13. Si un resultado cae en la zona de aceptacion (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 Util superior de 24 meses y mucho menos por esta modalidad.
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ANEXO B. FICHA TECNICA DEL PRESERVANTE KORALONE

@ Microbial Control

KORALONE™ B-120 Preservative

In-can Preservative for Household and Industrial &
Institutional Products

CAS No. 2634-33-5

EINECS: 220-120-9

General KORALONE™ B-120 Preservative is an effective antimicrobial agent recommended and
widely used in preservation of household products. It is a clear 20% glycolic solution
of 1,2-benzisothiazolin-3-one. KORALONE B-120 Preservative is a formaldehyde-free
preservative and does not contain any halogen that accumulate in the environment.

Benefits Highly effective against bacteria, yeasts and moulds.

Non specific mode of action, resulting in reduced microbial resistance potential.
Formaldehyde and formaldehyde releasers free.

Readily incorporated in household formulations due to its liquid form.

High purity active ingredient, made evident by its clear light color.

Compatible and effective with anionic, ester quaternary surfactants, non ionic surfactants
and commonly used household product ingredients.

Stable over a wide range of pH (4 to 12) and temperature conditions up to 50°C.
Safe to use at recommended use levels.

Environmentally acceptable: rapidly degrades, does not bioaccumulate and is non
persistent in the environment.
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Structure

Formulation and
Properties

Physical Properties

Appearance of KORALONE B-120 Preservative
compared with equivalent industry grade

Industry Standard KORALONE B-120

Preservative
(0]
: :s" “H

C,H,NO,

Chemical Composition
I,2-benzisothiazolinon-3-one (BIT) ..o, 20% active ingredient

Inert Ingredients
Propylene glycol and Water ..o, DAlANCE

The following are typical physical properties of KORALONE™ B-120 Preservative; they are
not to be considered product specifications.

ADPPEATANCE........oocooreverereeear e ceeeesviereee e eseeess st ernsns s ssnasssenseeneeenenenee GlEAT @MbET liquid

BOIIING POIN. ... oot e e 100°C
Viscosity at 25°C.... 250 mPA.s
Freezing point.........cccoonne. minus 10°C
Solubility ......cocoveirciieinaans .. miscible in water at any ratio
pH at 25°C (@10% in WaALET).......couveeeie ettt e 12.5
DenSity 8t 20°C ..o et 1.14 g/ml
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Microbiological

Efficacy

KORALONE B-120 Preservative exhibits outstanding antimicrobial activity, inhibiting a

wide variety of gram positive and gram negative bacteria, yeast and moulds. The following
tables give for bacteria and fungi the minimum inhibitory concentration (MIC) in ppm

active ingredient and in % product as supplied, which inhibited the growth of various micro
organisms in MIG Mineral salt media and the minimum bactericidal concentration (MBC)
which killed bacteria in MG Mineral salt media. As shown, KORALONE B-120 Preservative
inhibits and killed a wide variety of bacteria at low active ingredient levels.

MIC & MBC Efficacy on Bacteria
M9G media pH 7.0
MIC VALUES MBC VALUES
24 hours contact time 5 days contact time
Bacteria Strains ATCC No. ppm a.i. % product ppma.i. % product
Burkholderia cepacia 25416 15 0.0075 31 0.0155
Citorbacter freundii 8090 9 0.0045 37 0.0185
Escherichia coli 8739 45 0.0022 10.5 0.0052
Enterobacter cloacae 13047 9 0.0045 33 00.16
Klebsiella pneumoniae 10031 B 0.003 19 0.0095
Pseudomonas aeruginosa 9027 32 0.015 89 0.044
Pseudomonas fluorescens 17397 13 0.0065 15 0.0075
Pseudomonas putida 12633 17 0.0085 51 0.0255
Efficacy on Mould and Yeast
M9G media pH 5.5
MIC VALUES
7 days contact time
Mould ATCC No. ppma.i. % product
Alternaria alfernata 11680 80 0.004
Aspergillus niger 16404 89 0.044
Chaetomium globosum 6205 10.5 0.005
MIC VALUES
5 days contact time
Yeast ATCC No. ppma.i. % product
Rhodoforula rubra 9449 25 0.0125
Candida albicans 2091 51 0.025

Bacteriostatic and fungistatic tests performed by serially diluting test compounds in Mineral
salts media (M9G)+1% yeast extract and1:100 inoculation with 24-hour broth cultures of
test bacterium. Fungistatic tests performed by serially diluting test compounds in potatoes
dextrose broth and 1:100 inoculation with 24-hour broth yeast, or mould spore suspension
prepared from 7- to 14-daymalt culture slants. Minimum inhibitory concentration levels
determined visually after 1-day incubation at 30°C for bacteria, 5 days at 25°C for yeast and

7 days for moulds.
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Recommended
Use Levels

Safety & Labeling

Shelf Life

Storage

KORALONE B-120 Preservative should be dosed in the range of 0.05% to 0.15% as
supplied, which is equivalent to 100 ppm to 300 ppm active ingredient. Since the components
of household formulations could vary considerably and may have impact on the effect

of preservatives, we advise each manufacturer to confirm the efficacy and stability of
KORALONE B-120 Preservative in use. KORALONE B-120 Preservative exhibits excellent
performance with cobiocides like MCI/MI, bronopol, glutaraldehyde etc.

Please refer to the Safety Data Sheet and product label.

The processing and use of industrial chemicals requires adequate technical and
professional knowledge. In general, avoid eye and skin contact, wear safety goggles, gloves
and protective clothing. In case of eye or skin contact, despite precautionary measures,
wash immediately and thoroughly with plenty of warm water and obtain medical attention.

KORALONE B-120 Preservative in original containers under appropriate storage conditions
will have a shelf life of 24 months.

KORALONE B-120 Preservative should be stored at room temperature in tightly sealed

original containers. Protect from frost and heat. Any supplies which do freeze must be mixed
thoroughly after thawing before they can be used without any loss in efficacy.
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