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RESUMEN

La aplicacion indiscriminada de agroquimicos en comunidades agricolas a través del
tiempo ha repercutido de manera adversa en el ecosistema. Este proyecto se trabajé en
colaboracion con la comunidad de Paipayales, en busca del aprovechamiento de las
propiedades insecticidas del componente activo Azadirachta indica A. Juss presente en
los extractos acuosos obtenidos de las hojas del arbol de Neem. Los objetivos de esta
investigacion son detectar la presencia de Azadiractina en las hojas de Neem mediante
un andlisis instrumental cualitativo por espectrofotometria UV-Vis y analizar las curvas
de secado empleando un prototipo de secador casero para la definicion del tiempo de

secado.

La investigacion se desarrollé en las siguientes etapas experimentales: 1) Tratamiento
de la materia prima, 2) Extraccion Soélido-Liquido, 3) Caracterizacion UV-Vis y 4)
Tratamiento estadistico de los datos. El tratamiento de las hojas consistio en la
recoleccion, limpieza, secado y molienda. La extraccion de Azadiractina utilizando como
solvente agua y etanol al 96% v/v se realizd mediante maceracion y se utilizaron
relaciones de polvo de hojas de Neem/solvente de 20g/200mL, 35g/200mL y 50g/200mL.
Se determinaron los espectros para cada relacion para longitudes de onda entre 190 y
600 nm a través de un espectrofotometro UV-Vis. Los resultados se analizaron en el
software estadistico IBM SPSS®, mediante un analisis de varianza ANOVA se obtuvo la
diferencia significativa entre las diferentes relaciones masa/solvente con un intervalo de

confianza del 95%.

Palabras Clave: Azadiractina, Neem, Extraccion, Espectrofotometria UV-Vis



ABSTRACT

The indiscriminate application of agrochemicals in agricultural communities over time has
adversely affected the ecosystem. This project was carried out in collaboration with the
community of Paipayales, in search of the use of the insecticidal properties of the active
component Azadirachta indica A. Juss present in the aqueous extracts obtained from the
leaves of the Neem tree. The objectives of this research are to detect the presence of
Azadirachtin in Neem leaves through a qualitative instrumental analysis by UV-Vis
spectrophotometry and to analyze the drying curves using a prototype of a homemade
dryer to define the drying time.

The research was developed in the following experimental stages: 1) Raw material
treatment, 2) Solid-Liquid Extraction, 3) UV-Vis characterization and 4) Statistical data
treatment. The treatment of the leaves consisted of the collection, cleaning, drying and
grinding. Azadirachtin extraction using water and 96% v/v ethanol as solvent was
performed by maceration and Neem leaf powder/solvent ratios of 20g/200mL, 359/200mL
and 50g9/200mL were used. Spectra for each ratio were determined for wavelengths
between 190 and 600 nm using a UV-Vis spectrophotometer. The results were analyzed
in the statistical software IBM SPSS®, by means of an ANOVA analysis of variance, the
significant difference between the different mass/solvent ratios was obtained with a

confidence interval of 95%.

Keywords: Azadirachtin, Neem, Extraction, UV-Vis Spectrophotometry
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

El uso de plaguicidas sintéticos tiene su origen en el siglo XIX buscando contrarrestar el
efecto negativo de las plagas sobre el rendimiento de cultivos agricolas (Antonio &
Campos, 2018). En la actualidad, son muy variadas las estructuras quimicas a las que
pertenecen los diferentes plaguicidas sintéticos, existen mas de 1500 principios activos,
gue, en diferentes concentraciones, generan mas de 50 000 productos registrados en el
mundo como plaguicidas.(Lepori et al., 2013)

En Ecuador el consumo de plaguicidas sintéticos se ha incrementado desde el afio 2000,
la aplicacion indiscriminada de estos plaguicidas a través del tiempo ha repercutido de
manera adversa en el ecosistema. Segun Ramirez & Lacasarfia, 2001 el 47% del plaguicida
aplicado en el cultivo se dispersa en el ambiente (atmdsfera, suelo o agua) produciendo
efectos contaminantes al ecosistema. Los plaguicidas no alteran unicamente el balance
de la naturaleza, ademas su uso excesivo en las actividades diarias de los agricultores
plantea riesgos severos a la salud ocupacional de los operarios y la seguridad alimentaria

de los consumidores.

En este proyecto se trabajara en colaboracion con la comunidad de Paipayales, la cual
estd ubicada en el cantdn Santa Lucia, provincia del Guayas. Entre sus principales
fuentes de ingreso estad el sembrio de arroz (Oryza Sativa L.); las caracteristicas
climatoldgicas del canton se encuentran en un rango de temperatura de 25 °C a 35°C,
puesto que, al ser un clima humedo las plagas prosperan rapidamente y dafian los
sembrios (Delgado-Plaza & Peralta-Jaramillo, 2020). Dentro de la comunidad existe la
Asociacion de Agricultores Arroceros “Dios con nosotros” en la cual los habitantes
debaten problemas existentes en el sector. Ante la amenaza de las plagas en los cultivos
de arroz, los agricultores han optado por el uso de pesticidas, como medida de
prevencion. Se identificd que siete de diez agricultores combinan agroquimicos con al
menos un insumo organico y no emplean equipo de proteccion al aplicar quimicos
(Delgado-Plaza & Peralta-Jaramillo, 2020)



Entre las plagas que mayor afectacion provocan al cultivo de arroz se encuentran
Cigarrata del arroz (Tagosodes orizicolus Muir.) conocida cominmente como Sogata, en
el aflo 2015 se produjeron afectaciones generadas por el ataque de la Sogata en Santa
Lucia y otras zonas arroceras de las provincias de Guayas y Los Rios, donde causo6
reducciones en la produccion hasta en un 50%. Asi también, el Gusano Cogollero
(Spodoptera frugiperda J. E Smith) causa dafos considerables en el cogollo de
plantaciones jovenes de arroz. Por otro lado, otros patégenos provocan enfermedades
en el arroz como Quemazoén o brusone, Pudricién de la vaina, Tizén de la vaina,

Manchado de grano, entre otros.(Pérez et al., 2018)

1.2 Justificacion del problema

De acuerdo con el INEC, en Ecuador existen 81.248,36 hectareas que emplean
plaguicidas organicos, las cuales corresponden al 4.23% de la superficie de cultivos
permanentes, y al 1.26% del total de la superficie de cultivos transitorios. Por lo tanto,
menos del 20% de agroindustrias implementan en sus cultivos un sistema MIP (Manejo
Integral de Plagas) y MIV (Manejo Integrado de Vectores). (INEC, 2014)

El aprovechamiento de la Azadiractina como insecticida en Ecuador, representa una
alternativa factible y economica para el MIP (Manejo Integral de Plagas) y MIV (Manejo
integrado de vectores) en comunidades rurales de bajo nivel tecnolégico como
Paipayales. Actualmente, las especies vegetales y sus componentes fitoquimicos se
consideran de alta importancia, ya que, nos permiten la formulacion de nuevos
productos. La Azadiractina es un compuesto activo del arbol de Neem que tiene efectos
en las plagas: interrumpe el crecimiento, bloquea la sintesis y liberacion de hormonas
provocando una muda incompleta en los insectos, interfiere en la fertilidad e inhibicién
de alimentacion en los insectos. Ademas, este compuesto activo no es téxico para

ninguna especie animal y es biodegradable.(Benavides et al., 2001)

Nuestra propuesta aborda la comparacién y analisis de las variables influyentes en el
proceso de extraccion de Azadiractina y su caracterizacion cualitativa del extracto de las

hojas y frutos del Neem, para la determinacién de la parte vegetal con mayor



concentracion de Azadiractina. Por esto, esta investigacion puede extenderse hacia la
produccién de un biopesticida que al ser un producto amigable con el ambiente tendria
un gran impacto comercial beneficiando a agricultores, microempresas rurales o para el

desarrollo de otras industrias como farmacéutica, cosmética o textil.

Es asi como se busca tratar de reemplazar parcialmente el uso de agroquimicos dafiinos
para la salud y medio ambiente generando un consumo de alimentos saludables y
evitando que los usuarios adquieran enfermedades ocupacionales a largo plazo.
Apuntando hacia lo que plantean los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que
nombra la ONU que son: 2) Poner fin al hambre, conseguir la seguridad alimentaria y
una mejor nutricion y promover la agricultura sostenible. 12) Garantizar las pautas de

consumo Yy produccion sostenible.(ONU, 2017)

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Analizar estadisticamente diferentes condiciones de operacion en la extraccion
acuosa de azadiractina para la definicion de una metodologia replicable en

recintos agricolas.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Interpretar las curvas de secado del fruto y de las hojas de Neem utilizando

un prototipo de secador casero, para la definicién del tiempo de secado.

e Caracterizar cualitativamente el extracto de las hojas y de los frutos del Neem,

mediante espectrofotometria UV-VIS.

e Determinar las diferencias significativas entre los efectos de las variables de
operacion del proceso de extraccién acuosa, mediante el software estadistico
IBM SPSS®.



1.4 Marco teérico
1.4.1 Generalidades del Neem

El término Neem proviene del sanscrito Nimba que significa curador de todas las
enfermedades. Este arbol es conocido popularmente como Nim, Neem, Margosa,
Paraiso, Caoba Criolla y Caoba Haitiana (Orozco-Sanchez & Rodriguez-Monroy, 2017).
Su nombre cientifico es Azadirachta indica A. Juss, y presenta como sinénimos Melia
Azadirachta L. o Melia Indica (A. Juss) Bradis; pertenece a la familia Meliaceae segun

(Biswas et al., 2018) como se observa en la Tabla 1.1

Tabla 1.1 Clasificacion Taxon6mica del Neem (Biswas et al., 2018)

Orden Suborden Familia Subfamilia Tribu Género Especie

Rutales Rutinae Meliaceae Melioideae Melieae | Azaridachta | A. Indica

El Neem es un arbol originario de la India donde se ha cultivado desde hace mas de
2000 afios, y se ha distribuido geograficamente por Asia, Africa, el Caribe y América
del Sur. (Orozco-Sanchez & Rodriguez-Monroy, 2017) EI Neem crece en distintas
condiciones climaticas; puede resistir temperaturas de 0 °C a 49 °C, por lo que tolera
sequias en periodos de 6 a 9 meses. Sin embargo, crece de manera éptima en zonas
semiaridas y secas con precipitaciones pluviales de 200 a 1200mm y con temperatura

gue va de 20 °C a 27 °C. (Maria & Restrepo, 2020)

En Ecuador, en el recinto Paipayales que pertenece al cantdén Santa Lucia provincia
del Guayas, posee caracteristicas climatologicas tales que permite el cultivo y
crecimiento del arbol de Neem. El cantdn posee un rango de temperatura de 25 °C a
35 °C con precipitaciones que oscilan entre 1000 y 1400mm. (Delgado-Plaza & Peralta-
Jaramillo, 2020)

El Neem es un arbol de crecimiento rapido, robusto, de hoja perenne, siempre verde

y frondoso. Sus caracteristicas se describen en la Tabla 1.2



Tabla 1.2 Caracteristicas del &rbol de Neem (Parrotta & Chaturvedi, 1994)

Especificaciones Caracteristicas

Altura 30 [m]
Hojas Anchas, pH 8.2

Tronco 2.5 [m] de circunferencia
Fruto Liso, elipsoidal, 2 [cm] largo
Flores Pequefas blancas y bisexuales

Semillas Oleaginosa, 1.4 [cm] largo

Tiempo de vida 200 afios

Las hojas objeto de estudio se encuentran agrupadas en la extremidad de las ramas
del arbol compuestas por 9 a 7 foliolos alargados con bordes dentados; son
pecioladas de forma aserradas y miden alrededor de 7 a 10cm de largo, y 3 a 4cm
de ancho. Cuando las hojas son retofios (hoja joven) poseen un color rojo cobrizo, al

madurar cambian de coloracion a verde brillante. (Jennifer Mordue & Nisbet, 2020)

El arbol de Neem posee alrededor de 30 metabolitos insecticidas; entre ellos, el mas
importante y que le da la propiedad insecticida es la sustancia identificada como
Azadiractina.(Majano |, 2017) La actividad insecticida de la Azadiractina afecta de
manera significativa el comportamiento, crecimiento, desarrollo y fisiologia de las
plagas. Los efectos del Neem son combinados, su grado de accion depende de la

especie de plaga y del estado de desarrollo.(Benavides et al., 2001)

1.4.2 Azadiractina

1.4.2.1 Estructura quimica de la Azadiractina
La azadiractina es una clase de limonoide con férmula quimica CzsH44O18 y peso
molecular de 720,71 g/mol. Este compuesto es complejo debido a que posee
varios grupos funcionales tales como: cuatro ésteres, un epoxido, un hemiacetal,
dos grupos hidroxilo y enlaces de hidrégeno intramoleculares. La azadiractina es
un compuesto polar, posee alta solubilidad en solventes polares organicos y una
solubilidad parcial en agua. Esta sustancia presenta inestabilidad ante

condiciones basicas, acidas y posee fotosensibilidad. (Fernandes et al., 2019)



1.4.3

llustracion 1.1 Estructura quimica Azadiractina (Fernandes et al., 2019)

1.4.2.2 Propiedades de la Azadiractina
La Azadiractina posee propiedades antivirales, antiinflamatorias, insecticidas y
larvicidas. Los biopesticidas de este compuesto son eficaces contra plagas
presentes en arroz, legumbres, maiz, trigo, etc. En Africa se realizaron estudios
del potencial de la Azadiractina como insecticida contra el gusano cogollero. La
metodologia empleada consta de extraccion, caracterizacion y evaluacion de
toxicidad empleando extractos de hojas y semillas. La tasa de mortalidad de las
larvas es alta entre 15 a 100% después de 12 horas de exposicion a los extractos

alcohdlicos.(Tulashie et al., 2021)

Hon-Yul realizé un estudio de los efectos del pesticida de Neem aplicados en el
arroz para evitar la presencia del saltamontes marrén, resultando que la tasa de
mortalidad de los insectos es de mas del 80% después de la aplicacion del
plaguicida. De esta manera, se lo considera altamente eficaz para el control de

plagas en arroz. (Senthil-Nathan et al., 2009)

Proceso de extraccion de la Azadiractina

El proceso para extraer Azadiractina se divide en: pretratamiento de las hojas de

Neem y extraccion.



1.4.3.1 Pretratamiento de las hojas de Neem

La extraccion de Azadiractina requiere de un pretratamiento que inicia con la
recoleccion de hojas del arbol de Neem y el lavado de estas con agua destilada
(Hossain et al., 2013). Después de esto, se secan las hojas a temperatura
ambiente por un determinado nimero de dias hasta tener un peso constante. Por
otro lado, existen tres etapas en el secado. En base a la ilustracién 1.2,
inicialmente la velocidad de secado posee pendiente positiva, luego la velocidad
de secado se vuelve decreciente y lineal hasta obtener una menor cantidad de
humedad en un tiempo determinado. (McCabe et al., 2007)

S

Velocidad de secado Contenido total

de humedad

ws)

X7, contenido total de humedad, o R,
velocidad de secado

f, tiempo

llustracion 1.2 Curvas de secado (McCabe et al., 2007)

Las hojas son molidas empleando un instrumento mecanico o eléctrico que
facilite la obtencion de un tamafio de particula inferior a 700 ym, el polvo es

almacenado en un recipiente hermético.(Subramanian et al., 2019a)

1.4.3.2 Técnicas de extraccién
Para la extraccibn de Azadiractina existen diversas técnicas, entre las mas
utilizadas para extractos acuosos estan: extraccion soxhlet, maceracion y

fermentacion.

e Extraccién Soxhlet



La extraccion soxhlet requiere de la seleccién de solventes adecuados
basandose en propiedades fisicoquimicas como la estabilidad térmica y la
polaridad. Esta extraccion es de reflujo continuo y se usa para andlisis
alimentarios, biolégicos, farmacéuticos, etc. (Yue et al., 2018)

e Maceracion

La maceracion es un método convencional empleado para la extraccion de
compuestos bioactivos. Esta metodologia consiste en el contacto entre un
compuesto solido de caracter biolégico (polvo) con un solvente organico
(hexano), alcohdlico (etanol, metanol) o agua por un periodo de tiempo. Uno
de los solventes mas utilizados es el agua debido a sus propiedades quimicas

como polaridad, asi como la facilidad de adquisicion de este.

La eficiencia del método depende de los parametros de operacion, la
naturaleza y la estructura quimica del compuesto bioactivo. En base a
estudios preliminares de la influencia de variables como: tiempo de
maceracion, tamafo de particula y frecuencia de agitacion, se encontro que
esta Ultima variable afecta de forma significativa a la eficiencia del método.
(Duarte-Truijillo et al., 2020)

e Fermentacion

La fermentacién es un proceso empleado para transformar la materia prima y
elaborar alimentos o medicina natural. Esta técnica se da por la accion de
microorganismos en solidos biolégicos, aprovechando su actividad

metabdlica para obtener un producto. (Parzanese, 2019)

1.4.4 Caracterizacion de la Azadiractina

Entre las técnicas de caracterizacion para la determinacion de contenido de
Azadiractina se encuentran, cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Giraldo
et al., 2015), cromatografia de capa fina (TLC) (Vega-Jarquin, 2018), cromatografia
de fluido supercritico (Escalante et al., 2019), cromatografia de gases (Flores

Ramirez, 2016), espectrofotometria UV-visible (Perez & Macias, 2021).



La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica empleada para la
caracterizacion cualitativa y cuantitativa de una sustancia. Usada debido a su rapidez,
sencillez y aplicabilidad a una gran cantidad de componentes activos y sus derivados.
(Sala et al., 2016) El andlisis se basa en la cuantificacion de la luz absorbida por las
moléculas al promocionar el electron de un estado basal a un estado excitado. La
Azadiractina presenta una maxima absorcion a valores bajos de longitud de onda (<

220 nm) debido a su croméforo de carbonilo a, § insaturado.(Arias, 2020)

Lailustracion 1.3 muestra el espectro de absorcion estandar (diluidos en metanol) de
azadiractina y salanina respectivamente. A una longitud de onda de 215 nm se
observa un maximo absoluto de absorbancia correspondiente a la molécula de
Azadiractina. (Agrawal, 2005)(Baidal & Baque, 2021)

- ([ 1w
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AZADIRACHTIN

SALANNIN

llustracion 1.3 Espectros UV - vis de los estandares de Azadiractinay Salanina (Agrawal,
2005)

1.4.5 Técnicas estadisticas para la determinacion de diferencias significativas en

las variables del proceso.

Existen diversas técnicas estadisticas para el tratamiento de datos experimentales

entre las mas utilizadas para evaluar asociacién entre variables estan: Prueba de



Normalidad, Prueba Anova F, Kruskal-Wallis y Prueba de hipétesis de Tukey.

1.4.5.1 Pruebade normalidad.
La distribucién normal, tanto en el caso univariante como en el multivariante, es la
mas importante de las distribuciones. (Ferreira, 2011), (Evans et al., 2010)
Atribuyen esta importancia al teorema del limite central, que muestra que la
distribucién normal es la forma limite de otras distribuciones. La mayoria de los
analisis de datos se realizan utilizando métodos inferenciales, que se basan en el
supuesto de normalidad. De esta forma, la evaluacion de la normalidad se vuelve

necesaria para la calidad de la inferencia.

Se han propuesto muchas pruebas y procedimientos para verificar la normalidad
univariante y multivariante. Segun (Angelo CIRILLO & Furtado FERREIRA, 2003),
las pruebas de normalidad multivariante son extensiones del caso univariante. De
esta forma, las mas utilizadas son, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov.(Shapiro
& Wilk, 1965)

1.4.5.2 Prueba Anova F (analisis de varianzas) y prueba de Kruskal-
Wallis

La F de Anova es una prueba paramétrica utilizada para comparar medias y
verificar si existe alguna diferencia entre las medias poblacionales, es decir, bajo
la hipétesis nula de media y varianza estadisticamente iguales en cada grupo. Un
valor alto de F indica que al menos una de las medias analizadas es diferente a
las deméas. El valor p indica la probabilidad de que las medias de la serie sean
iguales. Sin embargo (Siegel et al., 2010) sefiala que la prueba F no indica qué
medias son diferentes de las demas. Para efectos de este trabajo, el p-valor se

evaluara de acuerdo con un nivel de significancia del 5%.

La prueba de Kruskal-Wallis, es una prueba no paramétrica, que se basa en un
ranking de observaciones para verificar si dos 0 mas muestras pertenecen a la
misma poblacion, verificando la hipétesis nula de que las k muestras provienen de

la misma poblacion o de poblaciones idénticas con la misma mediana. El



estadistico de prueba tiene una distribucion de 2 con k-1 grados de libertad, es
decir, el valor p indica la posibilidad de que la serie sea igual. (McClave, 2014)

1.4.5.3 Prueba de hipotesis de Tukey
El método propuesto por (Tukey, 2014) utiliza un algoritmo basado en la obtencion
de un Unico valor a calcular y su aplicacién se restringe al resultado del analisis
de varianza (ANOVA) que detectara la existencia o no de una diferencia entre las

medias de los tratamientos probados por F.

Segun (Montgomery, 2003), el algoritmo de proceso para realizar la prueba de
Tukey es inflexible y requiere la mayor diferencia posible entre las medias
observadas en el contraste. La determinacion del valor de Tukey D se utiliza para
todas las comparaciones de pares de medias dentro de los contrastes ya que el

valor de D Tukey limita el analisis entre pares de medias.



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA
2.1 Materiales, equipos y reactivos
2.1.1 Materiales
e Bolsas plasticas, marca ziploc.
e Botellas color &mbar
e Probeta de 200 ml
e Papel filtro
e Kitasato
e Embudo buchner
e Celdas de cuarzo de 4 cm
e Micropipetas, marca Thermo Fisher Scientific (100-1000 ul)
2.1.2 Equipos
e Bomba de vacio
e Licuadora, marca Osterizer
e Procesador de alimentos, marca
e Estufa, marca memmert

e Balanza analitica, con capacidad de 150 g y precision de 0.1 mg, marca

Sartorius
e Equipo para analisis granulométrico con tamices, marca Ele International.
Tamiz N° 18, abertura 1000 pm.
Tamiz N° 25, abertura 710 ym
Tamiz N° 35, abertura 500 ym.

Tamiz N° 230, abertura 63 pm



Tamiz N° 400, abertura 38 pm

e Espectrofotometro UV-Vis, marca Thermo Fisher Scientific, modelo
Genesys 10S

e Secador solar
2.1.3 Reactivos
e FEtanol al 96% v/v

2.2 Diagrama de flujo del proceso de obtencion de Azadiractina

Pretratamiento de Extraccién
materia prima . L Caracterizacion
Ny sdlido- liquido UV
- Recolecciony M L
limpieza - Maceracién
_ Secado - Filtracién
- Molienda

Diagrama 2.1 Etapas experimentales del proceso.

2.3 Etapas experimentales
2.3.1 Pretratamiento de las hojas de Neem

2.3.1.1 Recoleccion y limpieza
Las hojas de Neem fueron recolectadas de cuatro arboles diferentes en el sector de

Paipayales y un arbol del sector de Monte Oscuro. Los arboles se encontraban a

diferentes distancias y presentaban una antigiedad distinta entre ellos.

Tabla 2.1 Coordenadas de los arboles de Neem.

Arboles de
1 2 3 4 5
Neem
Coordenadas 714947.95 614931.03 615012.55 614890.46 606148.69
UTM 9806284.69 9806367.99 9806462.72 9806683.12 9807959.28

Se recolecto las hojas con sus ramas y se coloco en bolsas de plastico, las cuales
fueron enumeradas para diferenciarlas. Posterior a esto, se realiz6 el lavado de las

hojas con agua de grifo y agua destilada para la remocién de impurezas.



A continuacién, se secaron las hojas con papel absorbente y se procedié a
desprender las hojas de las ramas para almacenarlas en fundas ziploc previo a las
etapas posteriores. (Hossain et al., 2013)

llustracion 2.2 Limpieza de las hojas de Neem.



llustracion 2.3 Secado y almacenamiento de las hojas de Neem.

2.3.1.2 Secado

El proceso de secado se realizé en dos ensayos, siendo el primer ensayo del dia 04

al 12 de julio, el segundo ensayo del dia 25 de julio al 4 de agosto, y el tercer ensayo

del dia 16 de agosto al 25 de agosto del afio 2022. El proceso de secado de los

ensayos se llevo a cabo con una humedad relativa de 67% y maxima de 70%, y

temperatura promedio minima de 26 °C y maxima de 30 °C.

Para el secado se utilizé un prototipo de secador solar, las especificaciones se

presentan en la siguiente tabla.

Tabla 2.2 Caracteristicas y dimensiones del prototipo de secador solar.

Descripcion Material Dimensiones
Estructura Madera 147 cm x 64 cm
Cobertura Polietileno transparente 84 cm x 64 cm
Bandejas Madera, lienzo 57x31%x4 cm
Distancia entre bandeja 25 cm




A
25cm
LOTE #1

|250m
1.47 m LOTE #2
25cm
LOTE #3
25cm
LOTE #4

llustracion 2.4 Especificaciones de disefio del prototipo de secador solar.

El prototipo se ubicé en un area especifica despejada donde recibié la luz solar.
Luego, se colocaron las hojas de forma homogénea cubriendo toda el area de las
bandejas. Al prototipo de secador solar se le realiz6 un corte diagonal a un costado
con la finalidad de apilar las bandejas en forma de estante, y permitir el ingreso del
flujo de aire al prototipo para evitar el crecimiento de hongos o bacterias en las hojas

de Neem.



llustracion 2.5 Pesado de hojas y prototipo de secador solar.

2.3.1.2.1 Humedad de las hojas
Inicialmente se identificd las bandejas enumerandolas secuencialmente del lote #1
al lote #4 y se registro el peso inicial de las mismas, presentados en la siguiente

tabla.
Tabla 2.3 Peso total (bandejas y hojas) empleadas en el secador.
Ensayo #1 Ensayo #2 Ensayo #3
Lote #1 1190g 1305g 1270g
Lote #2 1372¢g 1509¢g 14149
Lote #3 3569 4419 388g
Lote #4 2799 459¢g 4219

En la primera etapa del proceso de secado se controlo la variacion del contenido de
agua eliminada con una frecuencia de 30 minutos por 6 horas consecutivas. Luego
se realiz6 el seguimiento diariamente verificando la reduccion del peso de las hojas
de Neem, con el objetivo de obtener las curvas de humedad. El proceso de secado
para los tres ensayos tuvo un periodo de 09 dias, hasta que el peso de los lotes se

mantuvo constantes.

2.3.1.3 Molienda
En la ilustracion 2.6 se evidencia el proceso de trituracion de las hojas de Neem,
utilizando una licuadora y un procesador de alimentos. Tratamiento que se realizo
para los cuatro lotes de los tres ensayos.



llustracion 2.6 Molienda de hojas de Neem.

En la ilustracion 2.7 se muestra las hojas de Neem almacenadas en un contenedor

cubierto con papel aluminio para evitar el traspase de la luz.

llustracion 2.7 Hojas de Neem en polvo y su contenedor.

2.3.1.3.1 Determinacion del diametro caracteristico
Se realizé un analisis granulométrico de las hojas de Neem, por tamizado en el
laboratorio de Aguas de Espol, siguiendo las especificaciones de la norma U.S.A.
estandar para tamices de prueba ASTM E-11 .Se utilizé el equipo tamizador durante
10 minutos para agitar 256,4 g de muestra correspondiente al primer ensayo; luego
se agitd 340,4 g de muestra del segundo ensayo con el fin de conocer la masa de
las particulas que quedan retenidas en cada nivel del tamizador. Los tamices que se



utilizaron fueron los siguientes N°18, N°25, N°35, N°230 y N°400 con aberturas de 1
mm, 710 pym, 500 ym, 63 um, y 38 um respectivamente. Se determiné el diametro
caracteristico con el tamafio de particula que pasa al 80% mas conocido como Dso,

los datos que se obtuvieron se presentan en la curva granulométrica como un

porcentaje acumulado pasante vs el didmetro de particulas de la muestra.

llustracion 2.8 Pesado de muestra inicial y proceso de tamizacion.

2.3.2 Extraccion solido-liquido de la Azadiractina de las hojas del arbol de Neem

2.3.2.1 Maceracion
Después del proceso de secado y molienda de la muestra, se realiz6 la maceracion
en la cual se efectud dos experimentos, en el primero se utiliz6 como solvente agua
y en el segundo etanol al 96% v/v. Se empled las relaciones masa/solvente de 20
g/200 ml, 35 g/200 ml y 50 g/200 ml para cada caso, se triplicé cada relacion para
comparar posteriormente los resultados.(Tulashie et al., 2021) . La muestra en polvo
fue pesada y colocada en frascos color &mbar debido a que la azadiractina se
caracteriza por ser fotosensible, posterior a esto se agregd el agua (primer
experimento) y en el otro caso se agregd etanol (segundo experimento). Las
muestras se dejaron macerando por un periodo de 3 dias y se agito los frascos por
5 minutos haciendo pausas hasta completar una hora cada mafiana, de forma que

la muestra se homogenice.



llustracién 2.9 Maceracién de la muestra.

2.3.2.1.1 Disefio experimental de la investigacién

Para la identificacion de la presencia de Azadiractina se propuso un disefio factorial
(ANOVA), fijando la variable independiente con un tratamiento representado por las
concentraciones masa/solvente de la maceracion, y con dos tipos de extractos:
acuosos Yy alcohdlicos. Se comparé la absorbancia con respecto a las variables
independientes para cada longitud de onda, dando un total de 410 pruebas de

ANOVA.

Tabla 2.4 Disefio ANOVA factorial.

Descripcion

Variable dependiente

Absorbancia de azadiractina

Variable

independiente

Tratamiento: relacién de concentracion: 20 g/ml, 35 g/ml, 50

g/ml.

Bloque: extractos acuosos, extractos alcohdlicos.

2.3.2.2 Filtracion

Continuando con el proceso de extraccion, se filtr6 la muestra de los frascos
haciendo uso de una bomba al vacio. Para esta etapa, se coloco el papel filtro en el
embudo, se agregd la muestra por partes y se filtr6 para obtener la parte liquida que
posee el principio activo. El extracto obtenido se almacen6 en frascos de ambar

identificados con la relacidbn masa/solvente correspondiente.




llustracion 2.10 Filtracién de Azadiractina.

2.3.2.3 Caracterizacion

Como fase final de la experimentacion se caracterizd los extractos acuosos y
alcohdlicos obtenidos. Para esto, se hizo uso de un espectofotémetro UV-Vis Thermo
Scientific modelo GENESYS 10 S con un rango espectral de 190 nm a 600 nm.
Inicialmente se efectud la prueba con la linea base, es decir con solvente agua para
los extractos acuosos y etanol al 96% para los extractos alcohdlicos. Luego, se
obtuvieron los espectros de todos los extractos tal como se detalla en el diagrama
2.2.



Extractos acuosos Extractos alcoholicos

Solvente: Agua destilada Solvente: Etanol al 96% v/v
Muestra: Extractos acuosos de hojas Muestra: Extractos alcoholicos de
de Neem. hojas de Neem.
Solucion de trabajo: Solucién de trabajo:
300 ul de muestra y 3000 ul de 300 ul de muestra y 3000 ul de etanol al
agua destilada. 96% V/v.

Obtencion de espectros e Obtencidn de espectros e identificaciéon

identificacion de los picos de : S
S de los picos de azadiractina en un
azadiractina en un rango de 212-215 rango de 212-215 nm.

nm.

Diagrama 2.2 Caracterizacion de extractos acuosos y alcohélicos.

llustracién 2.11 Caracterizacion de la Azadiractina.



2.4 Tratamiento estadistico
Se aplicé un andlisis estadistico mediante ANOVA y comparativa multiples de pares de
TUKEY a los datos obtenidos de concentracion de Azadiractina en hojas y frutos de
Neem usando el software IBM SPSS®. Antes de realizar el analisis estadistico se
comprobd que los datos cumplan los siguientes supuestos:

» Los datos siguen una distribucion normal

= Homocedasticidad, los datos poseen igual varianza
Se establecié como hipétesis nula (Ho) y como hipétesis alterna (H1), las técnicas de
ANOVA y TUKEY nos permitié la aceptacion o rechazo de la hipétesis nula lo que
permitio concluir cuales son las diferencias significativas entre los efectos de las variables
de operacion del proceso de extraccion acuosa y alcohdlica. Tanto para el analisis
ANOVA y la comparativa TUKEY se utilizo una significancia del 95%.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Secado
3.1.1 Humedad de las muestras

En el Apéndice B se muestran los datos de humedad del lote #1 al lote #4
obtenidos del seguimiento diario a las hojas de Neem para los tres ensayos. El
proceso de secado para los ensayos tuvo un periodo de nueve dias, hasta que el

peso de los lotes se mantuvo constantes.
3.1.2 Curvas de humedad

Se observa en la ilustracion 3.1 las curvas de secado que describe el
comportamiento de la humedad en funcién del tiempo del lote #1 al lote #4 de los
tres ensayos realizados. En la primera etapa del proceso es donde ocurre el
calentamiento de la muestra, se controlo la variacion del contenido de agua
eliminada con una frecuencia de 30 minutos por 6 horas consecutivas. En la
segunda etapa se produce el secado a velocidad constante, se elimina la
humedad libre y se moviliza la humedad ligada hacia la superficie de las hojas de
Neem. Para el ensayo 1 la segunda etapa empieza desde el dia 1 y termina en el
dia 4; asi mismo para el ensayo 2 esta etapa empieza desde el dia 1 y termina en
el dia 8; y para el ensayo 3 la segunda etapa empieza desde el dia 1 y termina en
el dia 7.
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llustracion 3.1 Curva de humedad de ensayo 1,2y 3
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La dltima etapa es la de velocidad decreciente, en donde se elimina la humedad

ligada dando fin al proceso de secado. Los porcentajes de humedad final para

cada lote de los tres ensayos realizados se muestran en la tabla 3.1

Tabla 3.1 Porcentaje de humedad final de hojas de Neem

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Tiempo Lote %Humedad Lote %Humedad Lote %Humedad
1 8.81 1 7.78 1 6.64
2 11.52 2 4.46 2 10.98
9 dias
3 5.13 3 10.71 3 5.29
4 4.78 4 10.53 4 5.41

De acuerdo (Carrera Romero L.G., 2019) el porcentaje de humedad para un
proceso de secado es de 8% al 14%, como se puede observar en la tabla 3.1 los
porcentajes se encuentran dentro de especificacion, lo que indica que el proceso
de secado transcurrié en un periodo de 9 dias, asegurando poder avanzar a las
siguientes etapas de la metodologia y asi poder evitar posibles apariciones de
hongos sobrepasando este periodo. Al tener menor cantidad de humedad en las

hojas de Neem se benefician procesos posteriores, como la molienda.

Mediante un andlisis estadistico se evaluaron las variables de humedad y posiciéon
de los lotes en el prototipo de secador solar a fin de obtener si existe diferencia
significativa entre las curvas de humedad de los cuatro lotes para los tres ensayos,
ver llustracion 3.1. A partir de un analisis ANOVA con un intervalo de confianza
del 95%, se establecid como hipotesis nula (Ho) la igualdad de media para la
humedad respecto a los tres ensayos de secado. Se observa en la llustracion 3.2
aquellos “valores p” que son mayor a la significancia del 0.05 (puntos por arriba
de la linea discontinua roja) no se rechaza la hipétesis nula (Ho), por tanto, sus
medias de humedad en cada tiempo de las muestras de cada secado son
estadisticamente iguales. Lo que me indica que no existe diferencia significativa

entre las curvas.
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llustracion 3.2 Prueba de hipétesis de igualdad de medias con una confianza del 95%.

Asi también, se analizo si la posicion de los lotes en el prototipo del secador solar.
A fin de analizar si tuvo incidencia en el comportamiento de las curvas de secado
de la ilustracion 3.1. A partir de un analisis ANOVA con un intervalo de confianza
del 95%, se establecio como hipdtesis nula (Ho) la igualdad de media para la
humedad respecto a cada lote. Se observa en la llustracion 3.3 aquellos “valores
p” que son mayor a la significancia del 0.05 (puntos por arriba de la linea
discontinua roja) no se rechaza la hipétesis nula (Ho), por tanto, sus medias de
humedad en cada tiempo de las muestras de cada lote son estadisticamente
iguales. Lo que me indica que la posicidon de los lotes en el prototipo de secador

solar no es una variable significativa durante el proceso de secado.
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llustracion 3.3 Prueba de hipétesis de igualdad de medias con una confianza del 95%



3.2 Analisis granulométrico

Con los datos obtenidos de la tamizacion de las muestras 1y 2 se determind el tamafo
de particula al pasar el 80% de cada muestra. Para esto, se empled el software Excel
con el cual se obtuvo los porcentajes retenidos y acumulados para cada tamafio de tamiz
empleado. En la tabla 3.2 se muestra los resultados obtenidos del diametro de particula
en mm al pasar el 80% de cada muestra.

Tabla 3.2 Diametros de particula de cada muestra.

NUumero de muestra Diametro de particula Dgg (mm)
1 0.50
2 0.53

En lailustracion 3.4 se corrobora que pasa el 80% de la muestra para diametros menores
a 1 mm, pero mayores a 0.5 mm, es decir el tamiz N° 35. En base a literatura, se tiene
gue los diametros obtenidos se encuentran dentro del rango de 0.425 mm y 0.710
mm.(Subramanian et al., 2019). El diametro de particula es fundamental en el proceso
de extraccion de Azadiractina debido a que en base a dicho valor se obtendra un mayor
0 menor porcentaje de principio activo. En este caso, el tamafio de particula se
encontraba dentro del rango para la realizacion de los procesos de maceracion y
filtracion, de forma que se disolvié parcialmente en agua y etanol. La etapa previa de
secado influyo en el proceso de molienda debido a que una mayor humedad no permite
la reduccion adecuada del diametro de particula de hojas de Neem, lo cual afecta a las

etapas posteriores de maceracion, filtracion y caracterizacion de Azadiractina.
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llustracion 3.4 Curvas granulométricas de los ensayos 1y 2.

3.3 Caracterizacion de Azadiractina

Para este proyecto se empled 18 unidades experimentales divididas en extracto
acuosos Yy extractos alcohdlicos. Se realizd barridos espectrales por

espectrofotometria UV-Vis.



Absorbancia

Espectros UV de cada tratamiento

——m1_20g/ml-300 ul
——m2_20 g/ml-300 ul
———m3_20 g/ml-300 ul
m1_35g/ml-300ul
——— m2_35g/ml-300ul
——— m3_35g/ml-300ul
——m1_50 g/ml-100 ul
——m2_50g/ml-100 ul
——m3_50 g/ml-100 ul
——E-m1 20 g/ml-300 ul
——E-m2 20 g/ml-300 ul
———E-m3 20 g/ml-300 ul
———E-m1 35 g/ml-300 ul
—— E-m2 35 g/ml-300 ul
——E-m3 35 g/ml-300 ul
E-m1 50 g/ml-300 ul
——— E-m2 50 g/ml-300 ul
——E-m3 50 g/ml-300 ul
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290 310 330 350 370 390 410 430 450 470
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llustracion 3.5 Espectros de las 18 unidades experimentales
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En la ilustracion 3.5 se observa los espectros para los tratamientos realizados con agua
y etanol a diferentes concentraciones tal como se mencion6 en la seccion de disefio
experimental del capitulo 2. En la gréfica se visualiza que a una concentracién de 20
g/ml los extractos acuosos y alcohdlicos presentan una tendencia similar en el rango de
200 a 230 nm, los espectros se solapan en dicha area y presenta picos de 212 a 215 nm
lo cual indica la presencia de azadiractina (ver circulo rojo). En el caso de la
concentracion de 35 g/ml, los espectros de cada caso (acuosos y alcohdlicos) presentan
una absorbancia maxima a una longitud de onda entre 200 y 215 nm lo cual muestra que
existe componente activo. Por otro lado, para la concentracién de 50 g/ml los espectros
para los dos tipos de extractos (acuosos y alcohodlicos) se comportan de forma similar
hasta una longitud de onda 250 nm (ver circulo color negro).

Los espectros en todos los tratamientos presentan semejanzas y picos en el rango de
interés lo cual indica que podria existir el compuesto organico. Sin embargo, en todos
los tratamientos para el caso de los extractos que se us6 como solvente etanol al 96%
se identifico picos adicionales en el rango de 230 a 380 nm, los cuales corresponderian
a los compuestos de metabolismo primario (lipidos y ceras), compuestos fendlicos
(antraquinonas), compuestos del metabolismo secundario (alcaloides y flavonoides),
limonoides (nimbolidas, salanina, nimbinas, melantriol), los mismos que poseen
propiedades terapéuticas y biologicas tales como: antioxidantes, antiinflamatorias,
antivirales y antimicrobianas (espectros de neem, caracterizaciones) fitoquimicas
(Chaudhary et al., 2017).

Al comparar los espectros se evidencio que la azadiractina y los demas componentes
activos del Neem son parcialmente solubles en agua. Por otro lado, al emplear etanol
como solvente se obtiene un extracto concentrado con los demas constituyentes puesto
gue los limonoides son altamente solubles en alcoholes. En base a estudios, se ha
demostrado que los extractos alcoholicos poseen un rendimiento del 50% mas

concentrado que en el caso de emplear agua como solvente (Chaudhary et al., 2017).
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3.4 Anélisis estadistico

Se realiz6 31 pruebas de hipétesis en cada longitud de onda, para probar si las medias
de poblaciones de las absorbancias en agua en cada muestra de 20g/ml, 35g/ml, y
50g/ml son todas iguales, o caso contrario existe al menos una que sea diferente.

Se evidencia en la ilustraciéon derecha 3.6 que el 100% de las comparaciones en cada
longitud de onda da como resultado que las medias de absorbancia son iguales en todo
el rango de 190mm a 220mm, es decir que al utilizar cualquiera de las tres

concentraciones de extracto acuoso se obtendra una absorbancia similar.
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llustracion 3.6 Prueba de hipdtesis para extractos acuosos (20 g/ml, 35 g/ml, 50 g/ml)

Por otro lado, se probo si las medias de poblaciones de las absorbancias en etanol en
cada muestra de 20g/ml 35g/ml, y 50g/ml son todas iguales, o caso contrario existe al
menos una que sea diferente. Se observa en la ilustracion 3.7 que solo en 3 longitudes
de onda las medias de absorbancias son iguales en las longitudes de onda de 213mm,
214mm, y 217mm (ver lineas verticales azules de la ilustracion). Es decir, que emplear

un extracto alcohdlico a diferentes concentraciones si presenta diferencias significativas.
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llustracion 3.7 Prueba de hipétesis para extractos alcohdélicos (20 g/ml, 35 g/ml, 50 g/ml)

También se comparo si las medias de poblaciones de las absorbancias en etanol de las
muestras de 20g/ml y 35g/ml son todas iguales, o si existe al menos una que sea
diferente. Se evidencia que solo en 6 longitudes de onda las medias de absorbancias
son iguales para 213mm, 214mm, 217mm, 218mm, 219mm, 220mm (ver ilustracion 3.8,
lineas azules verticales). En este caso, al usar los extractos alcohdlicos en alguna de las

dos concentraciones se obtendra resultados similares dentro del rango de interés de

212nm- 215nm.

oy concentracion
209
R == 350

Absorbancia

130 200 210 220
longitud de onda

llustracion 3.8 Prueba de hipbétesis para extractos alcohélicos ( 20 g/ml, 35 g/ml)

Asi mismo se probo si las medias de poblaciones de las absorbancias de etanol en cada
muestra de 20g/ml y 50g/ml son todas iguales, o si existe al menos una que sea diferente.
Se visualiza en la ilustracién 3.9 (lineas azules) que solo en 12 longitudes de onda, las

medias de absorbancias son iguales para los intervalos: [191-194]mm, 196mm, [199-



201]mm, 203mm, 205mm, y [213-214] mm. Basandose en los resultados, al utilizar un

extracto alcohdlico a una concentracion de 20 g/ml o 50 g/ml se obtendra una tendencia

similar en el rango de interés.
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llustracion 3.9 Prueba de hipétesis para extractos alcohélicos (20 g/ml, 35 g/ml)

También se comparo los tratamientos realizados con alcohol y agua para probar si las
medias de poblaciones de las absorbancias en agua y etanol en las concentraciones de
20g/ml, 35 g/ml y 50 g/ml son todas iguales. En base a la ilustracion 3.10 se evidencia

gue solo en la longitud de onda de 206mm, las medias de absorbancias son iguales. Es

decir, existe diferencia significativa entre los dos tratamientos.

gra.sust
agua 20ar
agua 35qgr

agua 50qgr

etanol 20gr

Absorbancia

etanol 35gr
etanal 50gr

=]
ra
[=1

190 200 210
longitud de onda

llustracion 3.10 Prueba para extractos acuosos y alcohélicos (20 g/ml, 35 g/ml, 50 g/ml)



Por otro lado, se realizd6 una comparacion entre las muestras individuales de agua y
etanol probando si las medias de las absorbancias en agua y etanol a las
concentraciones de 20g/ml, 35 g/ml y 50 g/ml son iguales o al menos una de ellas es
diferente. Para una concentracién de 20 g/ml se observa que en el intervalo de longitud
de onda entre [205-220lmm, las medias de absorbancias son iguales (ver ilustracion
3.11). Se realizo la prueba con una concentracion de 35 g/ml donde se visualiza que en
ninguna longitud de onda las medias son iguales (ilustracion 3.12). Al probar si las
medias son iguales para agua y etanol a una concentracién de 50 g/ml se evidencia que
el intervalo de longitud de onda entre [201-220]mm, las medias de absorbancias son
iguales (ver ilustracion 3.13). Es decir, a esa concentracion se podria realizar el

tratamiento en agua o etanol.

gra.sust
agua 20gr

== gtanol 20gr

Absorbancia

190 200 210 220
longitud de onda

llustracion 3.11 Prueba para extractos acuosos y alcohdlicos (20 g/ml)
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llustracion 3.12 Prueba para extractos acuosos y alcohdlicos ( 35 g/ml)
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llustracion 3.13 Prueba para extractos acuosos y alcohélicos (50 g/ml)

3.5 Analisis econdmico

Para la obtencion de Azadiractina a partir del arbol de Neem se requiere una inversion
inicial de $270.31, este valor considerando el pretratamiento y extracciéon del principio
activo. Los materiales y equipos se utilizaran nuevamente en cada lote de extracto
producido, y la materia prima se encontraria en la comunidad de Paipayales. En la tabla

3.3 se detalla la inversion inicial.

Tabla 3.3 Detalle de inversion inicial

Parametro Valor
Equipos (ver apéndice C.1) $152.24
Materia prima $19.87
Materiales (ver apéndice C.1) $98.20
Total $270.31

Considerando estos datos se realiz6 un flujo de caja con proyeccion a 5 afios
considerando los ingresos y egresos (ver Apéndice C.2). Se obtuvo un VAN de $468. 68
y un TIR del 57% con una tasa de descuento del 8.68%, la inversion se recupera al

segundo afio por lo que el proyecto es viable econémicamente.

El extracto de Neem a nivel nacional se encuentra a la venta con un precio variable en
un rango de $30-$50, también se puede adquirir polvo de hojas de Neem en un valor de

$36. A nivel internacional, el precio del extracto acuoso posee un valor de $9.98/fl onz



por lo que mediante este proyecto se garantiza una produccion segura, sostenible y de

bajo costo para los agricultores.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Con el fin de poder reducir el impacto ambiental que causa el uso de los agroquimicos

en las comunidades agricolas, se ejecut6 el proceso de tratamiento de las hojas de Neem

con su componente activo Azadiractina. Luego de poder culminar todas las etapas que

requeria el proyecto podemos concluir que:

Se realiz6 la caracterizacion de los tratamientos de extractos acuosos y
alcohdlicos empleando espectrofotometria UV-Vis con lo cual se identificd picos
en el rango de 212 a 215 nm, demostrando la posible presencia de principio activo

(Azadiractina) en los dos extractos.

A partir del andlisis estadistico se compard las concentraciones de 20 g/ml, 35
g/mly 50 g/ml de extractos acuosos y extractos alcoholicos, con lo cual se obtuvo
tendencias similares de absorbancias en las tres concentraciones para el caso del
extracto acuoso, por lo que la relacion de 20 g/ml es adecuada para la extraccion
de azadiractina debido a que se emplea menor cantidad de hojas de Neem. En el
caso de los frutos de Neem la relacion de 30 g/ml es apropiada debido a que

presenta picos en el rango de interés de longitud de onda de 212-215nm.

Se utilizé un prototipo de secador solar para la etapa de secado, con el cual se
registro los pesos de las hojas de Neem y se determind que el tiempo de secado
para dicha parte vegetal del arbol fue de 9 dias para los diferentes ensayos debido
a que el peso de la muestra se mantuvo constante a partir del noveno dia.
Teniendo en cuenta la literatura (Perez Henry, 2021) menciona que el tiempo de
secado para los frutos de Neem fue de 17 dias, en comparacién con las hojas

toma mas tiempo el proceso de secado de los frutos.



4.2 Recomendaciones

Con este proyecto se evidencié que existen varios componentes tales como:
limonoides, lipidos, flavonoides en las hojas del arbol de Neem por lo que se
recomienda determinar de forma cuantitativa la concentracion de principio activo
de interés (azadiractina) que poseen dichas hojas considerando todas las etapas

del pretratamiento y extraccion de azadiractina.

Se recomienda realizar la etapa de tamizacion previo a la maceracion de forma
gue se haga uso de un solo diametro de particula de 0.5 mm para obtener un

extracto homogéneo.

En la etapa de pretratamiento de la materia prima es fundamental una limpieza
con agua destilada para evitar interferencias de otro tipo de particulas al momento

de realizar la maceracion con el solvente.

Es necesario realizar un estudio en el que se compare la concentracion de
principio activo (azadiractina) en los extractos de hojas y de frutos de Neem previo

a la elaboracion de un biopesticida.
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APENDICES



APENDICE A

Ecuacion para determinar el porcentaje de humedad de la muestra

100

%H = (mg — my) *
o

%H = Porcentaje de humedad
m,; = masa de la muestra por dia en gramos
m; = masa de la muestra seca en gramos

m, = masa de la muestra inicial en gramos

Ecuaciones empleadas en granulometria

%Ri = P_rl
T
%Ra = %Rl + %Rai_l

%Ra
%Raf

%Pasante =

%R; = Porcentaje retenido en el tamiz i.

P,; = Pesoretenido en el tamizi

Pr = Peso total de muestra

%Ra = Porcentaje retenido acumulado
%Pasante = Porcentaje que pasa de muestra

%Ra; = Porcentaje retenido acumulado final



Humedad de los lotes

Apéndice B.1 Datos de humedad de los lotes #1 al #4 del primer ensayo

APENDICE B

T(igg 2)0 Lo(tg)#l %Humedad Lo(tg)#z %Humedad Lo(tge)#s %Humedad Lo(tg)#4 %Humedad
0.00 140 67.74 217 67.74 226 67.74 148.5 67.74
0.021 138.5 66.67 215 66.82 225 67.30 146 66.06
0.042 138 66.31 214 66.36 223.5 66.63 143 64.04
0.062 137.5 65.95 213 65.90 222 65.97 142 63.36
0.083 137 65.60 211 64.98 220.5 65.31 140 62.02
0.104 136.5 65.24 210 64.51 219.5 64.86 139.5 61.68
0.125 136.5 65.24 209 64.05 218.5 64.42 139 61.34

1 119.5 53.10 184.5 52.76 190 51.81 123.5 50.90
2 102.5 40.95 159.5 41.24 162 39.42 108 40.47
3 82.5 26.67 137 30.87 134 27.03 93 30.37
4 72.5 19.53 114.5 20.50 118 19.95 77 19.59
5 61 11.31 105.5 16.36 102 12.87 60.5 8.48
6 60.5 10.95 100.5 14.05 91.5 8.23 60 8.14
7 59.5 10.24 97.5 12.67 87.5 6.46 58.5 7.13
8 57.5 8.81 95 11.52 84.5 5.13 55 4,78
9 57.5 8.81 95 11.52 84.5 5.13 55 4,78
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Apéndice B.2 Datos de humedad de los lotes #1 al #4 del segundo ensayo

T(igg g)o Lo(tge)#l %Humedad Lo(tg)#z %Humedad Lo(tge)#s %Humedad Lo(tge)#4 %Humedad
0.00 253.5 67.74 354 67.74 309.5 67.74 326 67.74
0.021 252.5 67.35 353 67.46 307 66.93 325 67.43
0.042 251.5 66.95 351 66.89 306.5 66.77 324 67.13
0.062 249.5 66.16 350 66.61 305 66.29 323.5 66.97
0.083 247.5 65.37 349 66.33 303 65.64 322 66.51
0.104 246.5 64.98 348.5 66.19 302 65.32 321 66.21
0.125 246.5 64.98 347 65.76 300 64.67 320 65.90

1 192.5 43.68 288 49.10 239.5 45.12 277 52.71
2 179.5 38.55 266 42.88 223 39.79 259.5 47.34
3 169.5 34.60 251 38.64 207 34.62 239 41.05
4 156.5 29.48 226 31.58 197.5 31.55 221.5 35.68
5 143.5 24.35 204 25.37 181 26.22 203 30.01
6 133.5 20.40 182 19.15 165 21.05 188 25.41
7 120.5 15.27 157 12.09 149 15.88 168.5 19.43
8 101.5 7.78 130 4.46 133 10.71 139 10.38
9 101.5 7.78 130 4.46 133 10.71 139.5 10.53




Apéndice B.3 Datos de humedad de los lotes #1 al #4 del tercer ensayo

T(igg g)o Lo(tge)#l %Humedad Lo(tg)#z %Humedad Lo(tge)#s %Humedad Lo(tge)#4 %Humedad
0.00 218.5 67.74 259 67.74 257 67.74 288 67.74
0.021 217.5 67.28 258 67.35 256 67.35 287 67.39
0.042 216.5 66.82 257 66.97 255 66.96 286 67.05
0.062 215.5 66.37 256 66.58 254 66.57 285 66.70
0.083 214.5 65.91 255 66.20 253 66.18 284 66.35
0.104 213.5 65.45 254 65.81 252 65.79 283 66.00
0.125 212.5 64.99 253 65.42 251 65.41 282 65.66
1 158.5 40.28 199 44.57 193 42.84 228 46.91
2 145.5 34.33 186 39.55 168 33.11 200 37.18
3 132.5 28.38 173 34.54 140 22.21 184.5 31.80
4 119.5 22.43 160 29.52 124 15.99 156.5 22.08
5 106.5 16.48 147 24.50 117 13.27 141 16.70
6 93.5 10.53 134 19.48 108 9.76 125.5 11.32
7 85.5 6.87 113 11.37 97 5.48 110 5.93
8 84.5 6.41 112 10.98 96 5.09 109 5.59
9 85 6.64 112 10.98 96.5 5.29 108.5 541




Apéndice B.4 Datos y resultados de granulometria

o ., Peso Peso . . %Retenido | %Retenido
N d_e Diametro retenido 1 retenido 2 %Retenido | %Retenido acumulado | acumulado | %Pasa 1l %Pasa 2
tamiz (mm) 1 2
(9) 9) 1 2
18 1 0 0 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
25 0.71 0 0 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 100.0%
35 0.5 48.6 80.3 19.1% 23.7% 19.1% 23.7% 80.9% 76.3%
230 0.063 197.1 250.2 77.3% 73.7% 96.4% 97.3% 3.6% 2.7%
400 0.038 8.2 8.7 3.2% 2.6% 99.6% 99.9% 0.4% 0.1%
Base 0.038 1.1 0.3 0.4% 0.1% 100.0% 100.0% 0.0% 0.0%
Total 255 339.5 100% 100.0%




Barrido de longitudes de onda en un rango de 210 a 250 nm para los extractos acuosos y alcohdlicos

Apéndice B.5 Valores de absorbancia de los espectros de extractos acuosos.

. Extractos acuosos
Long't”r?n?e onda E1: 20 g/200m!| E2: 35 g/200ml E3: 50 g/200ml

(nm) R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
210 3.838 | 3884 | 3961 | 3.838 | 3.796 | 3845 | 4.177 | 3.996 | 3.874
211 3824 | 3868 | 3963 | 394 | 3975 | 3927 | 422 | 4006 | 3871
212 3.852 | 3903 | 4043 | 3808 | 381 | 3825 | 4255 | 3.997 | 3.876
213 3875 | 3876 | 3.993 | 3.804 | 3.83 383 | 4276 | 399 | 3.871
214 3.9 3973 | 4033 | 3891 | 3.859 | 3.877 | 4277 | 4048 | 3.944
215 392 | 3926 | 4012 | 387 | 3.863 | 3822 | 4266 | 4027 | 3.918
216 3.8908 | 3.954 | 4.049 | 3.88 3.88 | 3844 | 4298 | 4.06 3.9
217 3.92 393 | 4073 3.9 3.854 | 3.848 | 4274 | 4.104 | 3.944
218 3953 | 404 | 4054 | 3923 | 3927 | 3.899 | 4451 | 4129 | 3.98
219 4006 | 4015 | 4134 | 3903 | 3929 | 3.909 | 4245 | 4117 | 3.987
220 4012 | 3982 | 4128 | 3.929 | 3929 | 3885 | 4295 | 4.143 4
221 3976 | 4037 | 4114 | 3942 | 3913 | 3914 | 4402 | 4098 | 3.977
222 3974 | 407 | 4126 | 3955 | 3.942 | 3.924 | 4416 | 4139 | 3.985
223 4192 | 4318 | 4514 | 3974 | 397 | 3922 | 4494 | 4171 | 4.024
224 3.987 | 4038 | 4085 | 4004 | 4002 | 3965 | 4346 | 4162 | 3.975
225 4106 | 4053 | 4252 | 4003 | 4011 | 4031 | 4633 | 4278 | 4.124
226 4138 | 4121 | 4253 | 4055 | 403 | 4043 | 4664 | 425 | 4166
227 4178 | 4212 | 4254 | 412 | 4117 | 4136 | 4621 | 4307 | 4.154
228 4208 | 423 | 4371 | 4164 | 4188 | 4204 | 4684 | 4389 | 4274
229 4291 | 4201 | 4327 | 4215 | 4201 | 4166 | 4493 | 4356 | 4301




230 4.293 4.278 4.344 4.223 4.209 4.258 4.559 4.406 4.273
231 4.274 4.251 4.396 4.161 4.197 4.193 4.62 4.37 4.304
232 4.223 4.239 4.354 4.088 4.132 4.183 4.648 4.37 4.216
233 4.188 4.147 4.299 4.054 4.11 4.115 4.669 4.355 4.229
234 4.182 4.204 4.315 4.044 4.09 4.064 4.708 4.365 4.232
235 4172 4.203 4.266 4.014 4.038 4.059 4.644 4.366 4.256
236 4.211 4.236 4.279 3.953 4.03 4.036 4.745 4.41 4.235
237 4.194 4.225 4.328 3.958 3.953 3.972 4.856 4.36 4.259
238 4.208 4.205 4.312 3.904 3.918 3.927 4.904 4.334 4.281
239 4.153 4.231 4.317 3.845 3.898 3.889 4.822 4.386 4.234
240 4.245 4.263 4.322 3.78 3.821 3.841 4.873 4.335 4.246
241 4.335 4.279 4.418 3.697 3.798 3.792 4.618 4.41 4.263
242 4.325 4.386 4.388 3.661 3.744 3.748 4.61 4.421 4.298
243 4.404 4.354 4.462 3.608 3.692 3.696 4.758 4.395 4.27
244 4.339 4.359 4.488 3.538 3.63 3.635 4.627 4.334 4.18
245 4.27 4277 4.461 3.463 3.539 3.551 4.564 4.29 4.116
246 4371 4.322 4.471 3.401 3.474 3.485 4.539 4.237 4.072
247 4421 4.375 4.527 3.354 3.418 3.437 4.439 4192 4.076
248 4.395 4.353 4.506 3.317 3.375 3.404 4.468 4.135 4.017
249 4.377 4.305 4.44 3.277 3.328 3.352 4.386 4.057 3.968
250 4.245 4.3 4.364 3.234 3.272 3.304 4.394 3.963 3.877
251 4.213 4.224 4.307 3.197 3.219 3.267 4.381 3.885 3.798
252 4.216 4.236 4.427 3.174 3.189 3.235 4.334 3.806 3.72
253 4.142 4.198 4.281 3.153 3.162 3.217 4211 3.76 3.681
254 4114 4177 4.297 3.13 3.139 3.197 4.141 3.697 3.623
255 4.123 4.137 4.277 3.104 3.108 3.167 4.06 3.639 3.567
256 4.093 4.138 4.262 3.089 3.084 3.157 4.042 3.59 3.512




Apéndice B.6 Valores de absorbancia de los espectros de extractos acuosos.

) Extractos alcohdlicos
Long't“rf’nfe onda E1: 20 g/200m!| E2: 35 g/200ml E3: 50 g/200ml

(nm) R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

210 3844 | 3916 | 3866 | 416 | 4053 | 4185 | 3993 | 4077 | 4.254
211 391 | 3998 | 3998 | 4445 | 439 | 4647 | 413 | 4121 | 4276
212 3885 | 3849 | 398 | 4175 | 4015 | 4152 | 4135 | 4.078 42

213 3921 | 3975 | 404 | 4109 | 4006 | 4134 | 4156 | 4100 | 4.445
214 3.971 4 4141 | 4231 | 4083 | 4235 | 4153 | 4066 | 4307
215 3957 | 3997 | 4032 | 4246 | 4123 | 4213 | 4173 | 4133 | 4.264
216 3.968 | 3.945 | 4063 | 4221 | 4067 | 4171 | 4203 | 4083 | 4.236
217 396 | 4025 | 4068 | 4291 | 4066 | 4177 | 4272 | 4103 | 4.246
218 4000 | 4094 | 4074 | 4245 | 4103 | 4241 | 4307 | 4255 | 4.225
219 4107 | 4086 | 4196 | 4225 | 4106 | 4221 | 443 | 4316 | 4.349
220 4089 | 4072 | 4124 | 4237 | 412 | 4251 | 4383 | 4364 | 4.283
221 4052 | 4119 | 416 | 4264 | 4152 | 4202 | 4308 | 4314 | 436
222 4154 | 4.108 | 4198 | 4227 | 4112 | 4.26 426 | 4278 | 4473
223 4144 | 4152 | 4.186 | 4285 | 4182 | 433 | 4533 | 4404 | 4.306
224 4184 | 4122 | 4181 | 4267 | 4147 | 4262 | 4276 | 4303 | 4511
225 4143 | 4072 | 4181 | 4271 | 4204 | 4323 | 4263 | 4213 | 4.387
226 4215 | 4222 | 4338 | 434 | 4209 | 4312 | 437 | 4297 43

227 4271 | 4286 | 4369 | 4373 | 4284 | 4367 | 4474 | 4407 | 4411
228 4374 | 4423 | 4397 | 4436 | 4318 | 4425 | 4593 | 4526 | 4511
229 4367 | 4408 | 447 | 4427 | 4446 | 4479 | 4592 | 4682 | 4.656
230 4365 | 4400 | 4463 | 446 | 4407 | 4449 | 462 | 4614 | 4703
231 4426 | 4449 | 4442 | 4407 | 4313 | 4411 | 467 | 4631 | 4592
232 4437 | 4494 | 438 | 4421 | 4277 | 44le | 4638 | 4522 | 4528




233 4.3 4.495 4.37 4.35 4.235 4.336 4.55 4.608 4.472
234 4.3 4.498 4.316 4.37 4.284 4.309 4.553 4.494 4.441
235 4.341 4.456 4.388 4.353 4.311 4.336 4.682 4.473 4.516
236 4.332 4.415 4.406 4.329 4.263 4.303 4.496 4.472 4.506
237 4.34 4.519 4.372 4.321 4.253 4.366 4.498 4.504 4.491
238 4.295 4.344 4.358 4.288 4.265 4.364 4.565 4517 4.564
239 4.274 4.432 4.379 4.277 4.191 4.359 4.389 4.496 4.544
240 4.331 4.416 4.42 4.29 4.237 4.353 4.426 4.486 4.467
241 4.346 4.407 4.383 4.286 4.228 4.313 4.567 4.606 4.527
242 4.421 4.455 4.425 4.348 4.289 4.364 4.592 4.6 4.577
243 4.358 4.431 4.434 4.415 4.266 4.381 4.559 4.557 4.637
244 4.425 4.426 4.322 4.328 4.235 4.361 4.615 4.56 4.498
245 4.409 4.385 4.334 4.335 4.198 4.336 4.452 4.558 4.496
246 4.423 4.387 4.343 4.284 4.231 4.375 4.557 4.52 4.531
247 4.346 4.377 4.417 4.384 4.206 4.337 4.486 4.547 4.733
248 4.395 4.374 4.394 4.339 4.226 4.363 4.558 4.596 4.661
249 4.374 4.367 4.392 4.374 4.173 4.313 4.559 4.543 4.668
250 4411 4.4 4.298 4.331 4.12 4.313 4.515 4.482 4.529




APENDICE C

Detalle del andlisis econédmico

Apéndice C.1 Inversién inicial detallada.

| Cantidad | Valor | Total
Materia prima
Hojas de Neem 1 $2.00 $2.00
Etanol al 96% 1 $9.87 $9.87
Agua destilada 4 $2.00 $8.00
Materiales
Licuadora 1 $49.00 $49.00
Balanza 1 $20.00 $20.00
Recipiente 1 $1.00 $1.00
Botellas color &mbar 18 $1.00 $18.00
Papel filtro 1 $1.20 $1.20
Papel absorbente 9 $1.00 $9.00
Equipo
Prototipo de secador
solar
Clavos 1 $1.24 $1.24
Madera 1 $11.00 $11.00
Plastico 1 $10.00 $10.00
Malla fina 1 $5.00 $5.00
Bomba de vacio 1 $125.00 | $125.00

Total $270.31

Apéndice C.2 Flujo de caja proyectado a 5 afios.

Inversion inicial | $270.31 | Tasa de descuento 9%

Periodo (afios) | Ingresos Egresos Flujo Neto | Valor actual
0 -$270.31 | -$ 270.31
1 $260 $117 $143 $ 131.58
2 $299.00 $135 $164 $ 139.23
3 $343.85 $155 $189 $ 147.33
4 $395.43 $178 $217 $ 155.89
5 $454.74 $205 $250 $ 164.96

Valor presente de flujos actuales $ 738.99

Valor presente Neto (VPN) $ 468.68

Tasa Interna de Retorno (TIR) 57%

Rentabilidad Beneficio/Costo $2.73 2.73386669
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