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Resumen: El motivo de este estudio se debe a que el aceite esencial de esta planta
contiene gran cantidad de compuestos importantes para el desarrollo de productos
insecticidas; asi como, productos farmaceuticos. Estos productos son ampliamente
desarrollados en muchos de los paises donde crece la planta y existe muy poco
estudio en Venezuela.

Esta investigacion se llevé a cabo en los modulos |y 111 de la escuela de Ingenieria
Quimica de la Universidad Central de Venezuela, tuvo como objetivo principal
determinar las condiciones dptimas de operacion para la extraccién del aceite esencial
de Neem mediante el proceso de extraccion supercritica usando CO, y ETANOL
como solventes para luego compararlo con el de extraccién convencional. Se usaron
semillas provenientes de una planta ubicada en la Facultad de Agronomia en el
Nucleo de la Universidad Central de Venezuela en el estado Aragua.

En la extraccién convencional se uso un extractor tipo Soxhlet, empleando agua y
Etanol como solventes, en el cual se reportd el mayor rendimiento con el uso de
Etanol, una vez realizados estos experimentos se conocian dos importantes datos
como lo son el tipo de solvente a utilizar y el valor de rendimiento para ser
comparado con el de la extraccidn supercritica en donde se observd la influencia del
uso de un cosolvente que favorece la extraccion supercritica, sequido por la variacion
de la presion y la temperatura sobre este método de extraccién y asi se determinaron
los valores Optimos de operacion. Dando como resultado que el método en el cual se
obtuvo el mayor rendimiento fue el método convencional (57,12 %) pero a su vez el
método de extraccion supercritica que arrojo un resultado muy cercano al otro
método (51,52%) es muy viable su uso debido al corto tiempo empleado para la
extraccion ya que es de dos (2) horas en comparacion con el método convencional
que son necesarias veinticuatro (24) horas.
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Introduccion

INTRODUCCION.

El arbol de Neem (Azadirachta indica) es un &rbol originario de la India y se
encuentra en otros paises surorientales de Asia. En la India, el Neem se conoce como
“la farmacia de la aldea” debido a su flexibilidad curativa. Las semillas, la corteza y
las hojas contienen compuestos antisépticos, antipiréticos, antiinflamatorios,
antiulceras y aplicaciones antihongos. EI Neem viene de la palabra “nimba” término
que significa dar buena salud (Ma, 1999). Las primeras indicaciones del uso del
Neem como medicamento, se remonta hasta hace 4.500 afios. La cultura India estaba
en su apogeo, esta fue una de las grandes civilizaciones del mundo antiguo.
Excavaciones hechas en Harappa y Mohenjo-Daro en el oeste y noroeste de la India
que se identifican con ese periodo, encontraron algunos preparados terapéuticos

incluyendo hojas y semillas de Neem, entre las ruinas.

El método cléasico para la obtencion de aceite esencial de Neem es la extraccion con
agua o extraccién convencional, pero éste es un metodo rudimentario y antiguo.
También es conocida la extraccion convencional con solventes organicos. Su
principal inconveniente es el largo tiempo que toma este proceso de extraccion y
estos métodos aceleran el tiempo de descomposicion del aceite de Neem, por lo que

sus compuestos tienen pocos meses de vida Util.

Debido a la importancia de los compuestos, se buscan nuevos métodos de obtencion
como la extraccion supercritica con dioxido de carbono (CO,) y Etanol como
cosolvente, en donde se disminuye el tiempo de obtencidn y se mejora la calidad del

producto.

Por estas razones se plantea un estudio en el cual, se evaluard y comparara la
extraccion supercritica con CO, y Etanol con la extraccién convencional, para la
obtencion del aceite esencial de Neem a partir de las semillas del mismo, para asi en
base a datos experimentales que se obtendran de la aplicacion de estos métodos tomar

la decision ingenieril m&s acertada a la hora que se requiera una aplicacion industrial.

1 Martin 2010



Introduccion

Este Trabajo Especial de Grado pretende determinar las mejores condiciones de
extraccion con CO, supercritico como solvente junto con el Etanol como cosolvente,
por medio de la evaluacion de variables claves del proceso como temperatura y
presion, asi como comparar los resultados de dicha experiencia con la extraccion
convencional, mediante la cuantificacion de parametros comunes en ambas pruebas
como lo son la cantidad de extracto obtenido, el porcentaje de rendimiento y también
mediante la posterior caracterizacion que se realizard sobre cada una de las muestras
obtenidas tanto en la experiencia de extraccion supercritica con CO, y Etanol, como

en la experiencia de extraccion convencional con agua.

2 Martin 2010



Capitulo I Fundamentos de la investigacion

CAPITULO |
FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION.
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El estudio sobre el arbol de Neem se realiza debido a que el aceite esencial de esta
planta contiene gran cantidad de compuestos para el desarrollo de productos
farmacéuticos, productos insecticidas, combatir Ulceras, reducir la fiebre,
enfermedades de la piel, tiene un efecto antiparasitario y antiséptico, ayuda en la
disminucion de los niveles de azlcar en la sangre y hemorroides, de alli su
importancia. Estos productos son ampliamente desarrollados en todos los paises
donde crece la planta y actualmente no existe mucho estudio ni desarrollo de la

extraccion del aceite en VVenezuela.

Por las propiedades antes mencionadas del Neem llega a tierras americanas,
principalmente a las de los paises cercanos al Ecuador, motivando asi que sean
estudiados los métodos de extraccion del aceite esencial del mismo, ya que es

utilizado con fines farmacéuticos y en la formulacion de insecticidas.

El arbol de Neem es llamado también arbol milagroso, ya que es conocido por sus
inmejorables cualidades para combatir las plagas que afectan las plantas, mejorar la
alimentacion bovina y como medicamento para los humanos, entre otras propiedades,

por lo cual ha llamado la atencion de los investigadores.

Quizas la principal ventaja del Neem es que crece hasta seis metros de altura en zonas
muy aridas, donde otras especies no lo harian, y requiere cantidades minimas de
humedad y precipitacion para subsistir. Este arbol necesita una atencion minima y si
no se maltrata, sigue creciendo; ademas, es una de las pocas especies que mantiene su

follaje auin en épocas de sequia y puede crecer en la mayoria del territorio nacional.

Més de la mitad de los medicamentos modernos, desde la aspirina hasta los nuevos y

utiles para tratar el cancer de seno, tienen su origen en los ingredientes obtenidos de

3 Martin 2010



Capitulo I Fundamentos de la investigacion

las plantas. Los médicos del subcontinente Indio han desarrollado un extenso
conocimiento médico basado en las plantas medicinales que no tienen paralelo en el

mundo.

En la Facultad de Ingenieria de la UCV, se han venido realizando estudios referentes
a la extraccion supercritica en productos agricolas como el Cacao (Soledad, 2007),
Café (Gonzalez, 2007), Vetiver (Armas y Corredor, 2007) y Hojas de Neem (Rosas,
2009). Todos estos trabajos han sido pioneros al trabajar con cada una de las matrices
vegetales anteriormente mencionados. En Venezuela, en el area de Ingenieria
Quimica se ha estudiado poco éste arbol, del cual no se aprovecha casi ninguna de las
cualidades antes mencionadas. Este Trabajo Especial de Grado espera obtener los
mejores resultados con la extraccion de aceite esencial de las semillas de Neem
usando los métodos de extraccion supercritica con CO, y Etanol y de extraccion
convencional con agua, para asi estudiar la factibilidad de la aplicacion de alguno de

estos métodos a nivel industrial.
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1.2. OBJETIVOS.
1.2.1. Objetivo general

Establecer las condiciones Optimas de presion y temperatura de extraccion del aceite
esencial de la semilla de Neem, usando los métodos de extraccion supercritica con

CO2 y Etanol como solventes y extraccion convencional con agua.
1.2.2. Objetivos especificos

Realizar una revision bibliografica sobre la materia prima y de ambos procesos de
extraccion.

Determinar la presion Optima de operacion sobre usando el método de extraccion
supercritica con CO2 como solvente y Etanol como cosolvente.

Determinar la temperatura Optima de operacion usando el método de extraccion
supercritica con CO2 como solvente y Etanol como cosolvente.

Aplicar el método de extraccion convencional con Etanol mediante el equipo de
extraccion Soxhlet a semillas de Neem para determinar el porcentaje de recuperacion.
Comparar el método de extraccion supercritica con CO2 como solvente y Etanol

como cosolvente con el método de extraccion convencional con agua.

5 Martin 2010



Capitulo 11 Marco Referencial

CAPITULO Il
MARCO REFERENCIAL

En el siguiente capitulo se describen los conceptos mas importantes para la planta de
Neem y los aceites esenciales, en particular el aceite esencial de Neem a partir de la
semilla. Posteriormente, se definen los aspectos relacionados con la extraccion por el
método convencional y usando fluidos supercriticos. Finalmente se trata las técnicas

de caracterizacion del aceite esencial de Neem.

11.1 EL ARBOL DE NEEM

El arbol del Neem (Azadirachta Indica A. Juss) es un arbol de rapido crecimiento que
puede alcanzar 15 a 20 metros de altura, de abundante follaje todas las temporadas
del afio. El ramaje es amplio que puede alcanzar 20 m de didmetro. Originario de la

India y Birmania. Solo vive en regiones tropicales y subtropicales

El Neem taxondmicamente hablando, es del reino Plantae, division Magnolio Phyta,
orden Sapindales, pertenece a la familia Meliaceae, genero Azadirachta especie A.
indica. Entre los nombres méas conocidos se encuentran: Antalea Azadirachta, Melia
Azadirachta, Melia Indica. Los nombres mas comunmente usados son: Neem,

Margosa, Caoba criolla, Caoba haitiana, Arbol milagroso y Arbol farmacia.

En general el arbol de Neem comienza a producir frutos entre los tres y cinco afios de
edad, un arbol desarrollado podra dar hasta 50 kg. de fruto por afio. EI mismo es
suave y carnoso en forma elipsoidal, de 1.2 a 2 cm de largo, conteniendo usualmente
una semilla, el fruto es inicialmente verde y se vuelve amarillo conforme madura,

cerca de 12 semanas después de la floracion, como se observa en la Figura N° 1.
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Figura N° 1: Fruto en plena madurez y hojas de Neem.

11.2 LA SEMILLA DE NEEM Y SU COMPOSICION QUIMICA.

Las semillas deben de obtenerse solamente de &rboles cultivados organicamente o en
su hébitat natural, lo anterior asegura tener el total de los elementos naturales de las
semillas y asi mismo se reduce el riesgo de contaminacién por toxinas, es por esta
razon que se ha decidido tomar como materia prima las semillas de Neem
pertenecientes a la Facultad de Agronomia de la UCV, ciudad de Maracay en el

estado Aragua, como se muestra en la Figura N° 2.

Figura N° 2: Arbol de Neem pertenecientes a la Facultad de Agronomia UCV.
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Las concentraciones mayores de ingredientes activos se encuentran en la semilla, en
las hojas y en la corteza en menores proporciones. En la Tabla N° 1 se pueden

observar los compuestos que se encuentran en la cascara y semilla del arbol de Neem.

Tabla N° 1: Composicidn fisica de la cascara y semilla de Neem. (Romero y Vargas, 2005)

cascara Semilla
desviacion
Promedio Promedio Desviacidn estandar
estandar
% Humedad 11.9 0,2 9,5 0,1
%Extracto etéreo || No detectado - 28 1,7
%Cenizas 1,6 0,1 5,6 0,4
% Fibra cruda 55 1,4 24 2
% Proteinas 4,45 0,03 21,8 0,5
% Carbohidratos 27 1,4 11,1 2,7

Las semillas de Neem poseen muchos componentes quimicos, de especial interés son
los terpenos, constituidos por C, H y O; la presencia de oxigeno hace esos
compuestos mas solubles en agua, Metanol o Etanol que en hexano, gasolina u otros
solventes similares (Rosas 2008). Actualmente se conoce de la existencia de unos 100
terpenos. EI mas activo es la Azadiractina, de la que existen varios tipos que varian
desde la Azadiractina A hasta la Azadiractina K, de la cual posteriormente se hara

una explicacién mas extensa.
11.3 USOS DEL NEEM

El motivo principal por el cual se hizo esta investigacion se debe a los innumerables
usos de la planta y es por eso que a continuacion se mencionan los mas importantes

en distintas &reas de aplicacion.
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11.3.1 Plaguicida

Uno de los ingredientes mas efectivos como repelente de insectos es el DEET (n,n,-
dietmyl-m-toluamide) quimico usado mundialmente, del cual se sospecha puede
causar cancer en uso prolongado. Los extractos de Neem han sido aprobados por la
EPA (Agencia de Proteccion del Ambiente de los E.U.A) para su uso como
insecticida en cultivos alimenticios. Siendo no téxico para las aves, animales de
sangre caliente y humanos, puede proteger los cultivos de mas de 200 especies de

insectos.
11.3.2 Medicinales

Psoriasis: Los extractos de aceite de semilla de Neem son el remedio en el
tratamiento de los sintomas de la psoriasis. Alivian el dolor y la comezon, reduciendo
las escamas e inflamacion en las areas afectadas.

Diabetes: Las dosis orales de extracto de aceite de Neem redujeron la necesidad de
insulina entre un 30 y 50% para los pacientes con diabetes tipo I. Segin estudios
realizados en la Universidad Auténoma de Sinaloa.

Sida: Institutos de salud de varios paises han reportado resultados muy prometedores
de pruebas in vitro del Neem como agente anti viral contra el virus del Sida.

Cancer: Polisacéridos y Limonoides que se encuentran en la corteza, hojas y semillas
del Neem, reducen los tumores y el cancer sin efectos secundarios indeseables, lo
anterior se apoya en varios estudios.

Enfermedades del corazon: Los extractos de Neem tienen la capacidad de retardar
la formacion de coagulos en la sangre, combatir la arritmia, bajar los latidos del
corazén y la tensién arterial.

Herpes: Pruebas realizadas en Alemania mostraron que los extractos de Neem son
toxicos para el virus del Herpes y producen un rapido alivio en la cura de las llagas.
Problemas Dentales: Investigadores alemanes y americanos han afirmado que los
extractos de Neem previenen las enfermedades periodontales.
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Dermatologia: EI Neem es altamente efectivo en el tratamiento del acné, caspa y
verrugas.

Alergias: Las propiedades antihistaminicas del Neem ayudan a inhibir las reacciones
alérgicas, ya sea aplicado externamente o duodenales.

Ulceras: Los extractos de Neem son de gran ayuda para reducir las molestias y sanar
las ulceras gastricas y duodenales.

11.3.3 Fuente de madera

La porcion de madera del centro es entre rojo y rojo castafio, mientras que la madera
intermedia tiene un color amarillento-grisaceo o gris blanquecino. La madera es dura,
durable, de opaca a algo lustrosa, aromatica y resistente a los insectos y hongos. La
madera seca con solo un leve encogimiento, se aclimata bien y es facil de trabajar,
pero en la &spera y entrelazada fibra no coge un alto brillo. La madera aserrada de
Neem es usada en la construccion ligera y para hacer vigas, marcos de puertas y
ventanas, cajas, embalajes, carretas, ejes, yugos, estantes, paneles, botes, remos, cajas
de puros, esculturas, juguetes, tambores, e instrumentos de labranza. También es
usada para muebles, especialmente roperos, libreros y guardarropas, debido a que la

madera repele los insectos.

Los arboles de Neem a menudo son manejados con sistemas de aclareo y poda o tala
para producir pilares y postes. La madera redonda es también usada como lefia y da
muy buen carbon. A un contenido de humedad del 14%, la madera da un valor de
energia de 16.92 MJ/Kkg.

11.3.4 Mejoramiento del suelo

Después de extraer el aceite de las almendras, el material sobrante es llamado "Torta
de Neem". Este producto ha sido usado por siglos a través de la India como
mejorador de suelo. La experiencia ha ensefiado a los agricultores que si se incorpora
esta torta al suelo de cultivo, producird mejores y méas grandes plantas y a la vez

menos problemas con larvas.
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11.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se definen, segun la Organizacion Internacional de
Estandarizacion (ISO) y la Asociacion de Normativa Francesa (AFNOR) como,
“productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal, bien por arrastre con
vapor o agua, bien por procedimientos mecénicos a partir del epicarpio de las frutas
citricas, o bien por destilacion seca. El aceite esencial se separa posteriormente de la

fase acuosa por procedimientos fisicos”.

El término de aceite esencial fue acufiado en el siglo XVI por Paracelso, conocido
como el mejor alquimista, farmacéutico y quimico de la Edad Media, significando
con el término "esencia” una entidad inmaterial que impregnaba todo ser viviente e
inanimado y que se compararia con el alma y los cuerpos divinos. El aislamiento de

esa “esencia” debia de ser el fin ultimo de la ciencia farmacéutica (Mazzani, 1973).

Se les Ilama aceites por su apariencia fisica y consistencia que es bastante parecida a
los aceites grasos, pero se distinguen de ellos, porque al dejar caer unas gotas de
esencia sobre el papel, éstas se volatilizan facilmente sin dejar ninguna huella ni
mancha grasosa (Gil y Saez, 2005). ElI nombre que se le asigna al aceite esencial es

de acuerdo a la planta aromaética de la cual se obtiene (Leupin, 2003).

Los aceites se forman en las partes verdes (con clorofila) del vegetal y al crecer la
planta, éstos son transportados y se sitlan en los tejidos finos de la planta o en sacos,
células, glandulas o conductos especiales encontrados en varias partes tales como
flores, hojas, corteza, vastagos, semillas y raices. La mayoria de los aceites ya existen
mientras se extrae del material vegetal, pero algunos se forman Unicamente como
resultado de una reaccién enzimatica que se produce una vez que se hayan

machacado o se hayan tratado especialmente los tejidos finos de la planta.

Se conocen alrededor de tres mil especies de plantas que producen cantidades
significativas de aceites esenciales, incluso de algunas plantas se extrae mas de un
aceite esencial. Es posible sin embargo, que todas las plantas sean capaces de
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producir alguna cantidad de aceites esenciales (Mazzani, 1973). Los aceites
esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas
entre las cuales se pueden mencionar las Compuestas, Labiadas, Lauraceas,
Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas y las Gramineas. (Cardenaz,
1997).

11.5 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente y son
sustancias muy volatiles. Por lo general no presentan coloracion o son amarillo
palido, tienen una densidad inferior a la del agua y poseen un olor intenso
caracteristico, extraordinariamente variable que constituye su caracteristica mas
definida (Gil y Saez, 2005). En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen
algunos de olor relativamente desagradable como por ejemplo los componentes que
forman parte de la fraccion aromatica del ajo y la cebolla, los cuales contienen

compuestos azufrados.

Son sustancias facilmente alterables sensibles a la oxidacion y tienen tendencia a
polimerizarse dando lugar a la formacion de productos resinosos, especialmente
aquellas que contienen alcoholes terpénicos insaturados (auto oxidacién), variando su
olor, color y viscosidad. Presentan un indice de refraccion elevado y son solubles en
alcohol y en disolventes organicos habituales. Ademas son liposolubles, muy poco

solubles en agua, y arrastrables por el vapor de agua.

Las propiedades quimicas de los aceites esenciales varian de acuerdo a la presencia
de los principios activos de sus compuestos quimicos, como lo son los alcoholes que
tienen propiedades antisépticas y tonificantes; los aldehidos que tienen propiedades
sedantes y antisépticas; los ésteres con propiedades fungicidas y sedantes; las cetonas,
que ayudan a equilibrar la secrecién mucosa; y los terpenos, que tienen propiedades
antiinflamatorias y antisépticas. Por lo tanto, los aceites esenciales tienen algunas de

las siguientes propiedades terapéuticas: antisépticas, antibacterianas, diuréticas,
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antiespasmadicas, sedantes, tonificantes, reequilibrantes, depurativas, antirreumaticas

y afrodisiacas, entre otras.
11.6 COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son una compleja mezcla de sustancias quimicas que en
algunos casos puede superar los cien componentes. La mayor parte de éstos estan
compuestos de terpenos juntos con sustancias oxigenadas, aromaticos derivados del

fenilpropano y otros compuestos diversos.

Los terpenos estan formados por unidades isoprénicas que responden a la formula
(CsHg), cuyo nimero “n" sirve como criterio para la clasificacion de los terpenos:
monoterpenos (n = 2), sesquiterpenos (n = 3), diterpenos (n = 4) y triterpenos (n = 6).
Los compuestos terpenicos presentes en las esencias son principalmente mono y
sesquiterpenos 'y raramente diterpenos. Los terpenos pueden ser aciclicos,
monociclicos o biciclicos (Gil y Saez, 2005). En la Tabla N° 2 se presentan los
compuestos derivados de unidades isoprénicas que forman los terpenos, con su

respectivo nombre y el nimero de atomos de carbono que los conforman.

Tabla N° 2. Compuestos Terpénicos (Armas y Corredor, 2007)

unidades
Nombre isoméricas | N° de 4&tomos de carbono

Monoterpenos 2 Cuwo

Sesquiterpenos 3 Cis

Diterpenos 4 Cao

Sesteterpenos 5 Caxs

Triterpenos 6 Cao

Isopreno Carotenoides 8 Cao
2-metil-1,3-butadieno Resinoides N (Cs)n
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11.7 CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias organicas volatiles, pertenecientes a
diferentes clases de compuestos, como por ejemplo hidrocarburos, ésteres, alcoholes,
aldehidos, algunos é&cidos, fenoles, lactonas, etc. Todos, son productos de largas
cadenas de biosintesis vegetal, los llamados metabolitos secundarios de las plantas.
Por definicion, los aceites esenciales son productos de la destilacion con vapor o
hidrodestilacion de las plantas, o sea, corresponden a aquellas sustancias que pueden
ser “evaporadas” de las plantas por accion del vapor. Las esencias citricas pueden ser

obtenidas también por expresion y/o raspado de la cascara de fruta.

Las mezclas que se obtienen de las plantas por otras técnicas como la extraccion con
solventes volatiles, con alcohol etilico, con grasa animal o con fluido supercritico, se
[laman extractos, que segin el método de su aislamiento, se denominan concretos,
absolutos, pomadas, etc., pero “esencias” propiamente son aquellas destiladas por
accion del vapor sobre el material vegetal. Aceites esenciales se extraen de las
Ilamadas “plantas aromaticas”, las cuales en sus glandulas, células u otros depdsitos
especiales en la estructura vegetal, contienen aceites volatiles, en cantidades
apreciables, posibles de aislar por accion de vapor. Alrededor de 17.500 plantas
aromaticas han sido encontradas en el mundo, donde las familias mirtaceae,
laureaceae, rutaceae, labiatae, compositae, umbelliferae, pinaceae, poaceae,
verbenacea, zingiberaceae y piperaceae, representan las plantas con mayor contenido
de esencias. (Stashenko, 1998).

Desde el punto de vista quimico, a pesar de su composicion compleja los aceites
esenciales se pueden clasificar de acuerdo a los componentes mayoritarios presentes.
Los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpénicos, como el aceite de hierbabuena, albahaca y salvia. Los ricos en
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpénicos, como el aceite de copaiba,

pino, junipero y vetiver. Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales
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fenilpropanoides; por ejemplo el de clavo, canela y anis. Aunque esta clasificacion es
muy general resulta atil para estudiar algunos aspectos fisicoquimicos de los
monoterpenos, los sesquiterpenos y los fenilpropanos, sin embargo existen

clasificaciones mas complejas que tienen en cuenta otros aspectos quimicos.
11.8 COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE NEEM

El encontrar exactamente como actla una planta medicinal y cuales compuestos o0
combinacion de compuestos la hacen actuar, es una tarea dificil. Estando constituida
por cientos de ingredientes algunos activos otros no, las plantas son analizadas
generalmente por sus ingredientes activos més potentes. Esto demuestra a qué clase
de quimico pertenece y usualmente indica el tipo de efecto esperado en moléculas
complejas. (Ramos, 2004)

El aceite esencial de Neem dependiendo de la parte del arbol donde haya sido
extraido, tiene en mayor o en menor proporcion una gama de ingredientes activos los
cuales han sido identificados y otros no; los componentes mas importantes son los
Ilamados Triterpenos, estos compuestos segun su actividad y su concentracion en el

arbol, pertenecen a los 8 grupos basicos mostrados en la Tabla N° 3.

A continuacion se hace referencia a los compuestos mas importantes presentes en la

semilla del Neem.

Tabla N° 3: Grupos terpénicos que se encuentran en el aceite esencial de Neem y lugar de la planta

donde se encuentran en mayor proporcion. (Ramos, 2004)

Azadirona Se encuentra en el aceite que se extrae de las semillas
Amorastaititna Aparece en las hojas frescas de Neem.
Vepinina En el aceite de las semillas.
Vilasinina En las hojas de Neem.
Nimbina En las hojas y las semillas.
Nimbolina También presente en las semillas.
Salannina En las hojas y semillas.
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11.8.1 La Azadiractina.

Es un tetranotriterpenoide, cuya formula molecular es C3sHy4O16 Y representa el
principio activo méas importante del Neem. Este compuesto (Figura N° 3) no puede
ser sintetizado en el laboratorio de manera artificial. Esta constituido por al menos
nueve isdbmeros estrechamente relacionados. Los tipos A y B de la Azadiractina son
los que se presentan en mayor cuantia. Se piensa que el 83% de la Azadiractina
natural es tipo A 'y el 16 % es de tipo B. El resto lo constituyen las variaciones de la C
a la K. (Montariez 2005). La estructura molecular de la Azadiractina se observa en la
Figura N° 3.

Figura N° 3: Estructura quimica de la Azadiractina. (Nagasampagi, 1995)

La Azadiractina parece que actua blogueando la produccion de ecdisoma, de esta
forma altera el delicado equilibrio hormonal de los insectos, afectando a su
metamorfosis. Las malformaciones producidas en cualquiera de los dafos
morfogenéticos en adultos, como alas, aparato bucal mal desarrollado entre otros,
provoca que los dafios que puedan producir estos insectos se reduzcan ya que su
actividad alimentaria se ve afectada, a su vez no pueden volar y se vuelven estériles
muriendo rapidamente. Estos efectos se producen de forma combinada y con
diferente grado de accién, dependiendo de la especie de insecto, de su estado de
desarrollo, de la concentracion del preparado y del proceso de extraccion. (Guerra,
2001).
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Por tanto, la Azadiractina es una materia activa de origen natural que resulta bastante
eficaz, de hecho, es tan potente que una simple sefial de su presencia previene a
algunos insectos incluso de tocar las plantas. No obstante, se han mostrado algunas
limitaciones sobre todo debido a efectos de los rayos ultravioletas, los cuales aceleran

la degradacion de esta sustancia.
11.8.2 La Nimbina y Nimbidina.

Tiene actividad antiviral. Es el componente primario de los principios amargos
obtenidos cuando los gérmenes del Neem se extraen con alcohol. Causan efectos
repelentes y antialimentarios. Afectan el virus X de la patata, el virus del Vaccinia y
el virus del Pox de las aves. La estructura molecular de la Nimbina se puede observar

en la Figura N° 4.
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Figura N° 4: Estructura molecular de la Nimbina (a) y Nimbidina (b).

11.8.3 Meliantriol.

Fue aislado por primera vez por Lavie en 1967. Su estructura (figura N°5) es también
muy complicada al igual que la de la Azadiractina. Este compuesto actla también

como inhibidor de la alimentacion. Hace posible que en concentrados
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extremadamente bajos, los insectos cesen de comer. Ademas también actla sobre el

crecimiento de los insectos y afecta también a nematodos.

La demostracion de su habilidad para prevenir el mascado de las langostas en los
cultivos, fue la primera prueba cientifica del uso tradicional del Neem para el control
de insectos en los cultivos de La India.

HO
o

]
",

no~"

I

Figura N° 5: Estructura molecular de la Meliantriol.

11.8.4 Salannina.

Fue la tercera materia activa aislada del Neem. Estudios indican que este compuesto
inhibe también, poderosamente la alimentacion, pero no influye en los distintos

cambios hasta que los insectos no llegan a ser adultos.

Se prob6 su poder en laboratorio contra varios tipos de plagas, (langosta migratoria,
trepadora roja de California, el escarabajo rayado del pepino, el escarabajo japonés y
la mosca doméstica), en todos los casos se demostrd su alto poder inhibidor de la

alimentacion.
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Figura N° 6: Estructura molecular de la Salannina.

Los principales compuestos terpénicos que se encuentran en el aceite esencial de
Neem son lipidos, y a pesar de que como se mencion0 anteriormente actdan sobre el
sistema nervioso central no se pueden clasificar como alcaloides, ya que como se
observa en las estructuras moleculares de la Azadiractina (Figura N° 3) y la Nimbina
(Figura N° 4) las mismas carecen de grupos nitrogenados, que son los constituyentes
principales de estas sustancias derivadas de los aminoacidos. El aceite esencial de
Neem si posee algunos alcaloides aunque en muy poca cantidad, pero estos no

representan los compuestos activos mas importantes del mismo.

Entre los alcaloides méas importantes del aceite esencial de Neem se encuentran la

Margosina y la Azadarina.
11.9 METODOS DE EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES.

La extraccion de aceites esenciales modernamente requiere de procesos de separacion
que comunmente estudia la Ingenieria Quimica y la Bioguimica. La separacion se
realiza debido a la transferencia por difusién de uno o varios componentes cuando
dos fases se ponen en contacto. Por difusion se entiende el movimiento a escala
molecular de componentes quimicos dentro de una sustancia, de una regién de alta

concentracion a una de baja concentracion (Garmendia, 2004).

En el area de tecnologia de alimentos, la extraccion se define como la operacion

unitaria por la cual un componente de un alimento se separa o elimina mediante el
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contacto con otro material o fase que tiene mayor afinidad por él; mientras que el
resto de los componentes permanecen en el alimento. Esta separacion implica, por lo
tanto, la existencia de dos fases, siendo el disolvente aquella que se afiade al material
original. Las dos fases pueden ser un solido y un liquido, dos liquidos inmiscibles o
un solido o liquido y un gas; ésta es, ademas, la base de la clasificacion de las
operaciones de extraccion. La extraccidn requiere tres pasos sucesivos: la mezcla de
la materia prima con el disolvente, la separacion de las dos fases después del contacto
y la disminucion de la cantidad de soluto contenido en el disolvente. La eficacia de la
recuperacion del disolvente, si su costo es elevado, es uno de los factores a

considerar a la hora de determinar la viabilidad econémica de la operacion.

La seleccion de los métodos o técnicas de extraccion de los aceites esenciales
depende de las diferentes caracteristicas del aceite como la volatilidad, cantidad
presente del mismo, punto de ebullicién de sus componentes y parte de la planta de
procedencia; estos factores afectan la calidad y el rendimiento de la extraccion, asi
como la estabilidad de sus compuestos sin alteraciones, ya que la mayoria tienden a
degradarse cuando se someten a altas temperaturas 0 a otro tipo de tratamiento
intenso. Los principales métodos utilizados para obtener aceites esenciales a partir de
plantas arométicas son la destilacion, prensado, maceracion, extraccion con fluidos

supercriticos y extraccion con solventes organicos.
En la extraccion se han de considerar los siguientes fendmenos fisicos:

La difusion del compuesto de interés desde el interior de la materia prima hasta su
superficie y, de aqui, hacia el grueso de la fase del disolvente. Para ello es necesario
que, previamente, el disolvente penetre en el interior de la materia prima para
arrastrar dicho componente. Su velocidad de difusion determinara el tiempo necesario
para que se alcance el equilibrio entre las dos fases.

La solubilidad del soluto que se desea extraer en el disolvente utilizado. Dado que la

méaxima concentracion posible en el extracto final es la saturacion del soluto, cuanto
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mayor sea ésta, menor sera el numero de ciclos necesarios para lograr el grado de
separacién deseado.
El equilibrio de la concentracion del soluto en la materia prima y en el disolvente, que

requiere que ambos estén en contacto durante un tiempo adecuado.

El principal factor que controla la extraccion es la velocidad a la que un componente
(soluto) se transfiere desde la fase tratada (materia prima sélida o liquida) a la fase
disolvente. Esta velocidad depende del coeficiente de transferencia de masa, el cual

varia con las condiciones de la materia prima, del soluto en cuestion y del disolvente.
Otros factores que afectan a la velocidad de extraccién son:

El &rea de exposicion o grado de contacto de la materia prima con el disolvente y la
profundidad de penetracion de éste ultimo. La reduccion del tamafio de particula
facilita la extraccion, al aumentar el area de exposicion y también disminuir la
distancia que el soluto ha de migrar desde la materia prima hasta ponerse en contacto
con el disolvente. El tamafio de particula ha de controlarse, para que el flujo en el
extractor no se reduzca en exceso.

El gradiente de concentracion del soluto entre la materia prima y el disolvente, que es
la fuerza conductora de la extraccion.

La temperatura a la cual se realiza la operacion. En general, al aumentar la
temperatura se facilita la operacion.

La velocidad y las caracteristicas del flujo del disolvente. Para mejorar la extraccion
conviene aumentar la velocidad de flujo del disolvente y que éste sea turbulento.

La extraccion mas simple es la que se lleva a cabo en una etapa o contacto. Una
etapa es una unidad del equipo en la que una o mas fases se ponen en contacto, se
mantienen asi durante un periodo de tiempo en el que se produce la transferencia de
masa de una fase a otra hasta alcanzar un estado de equilibrio (no necesariamente

termodinamico) y se separan mecanicamente.

21 Martin 2010



Capitulo 11 Marco Referencial

Seguidamente, se procedera a explicar a detalle los métodos de extraccién que son de
interés para este Trabajo Especial de Grado, como lo son el método de extraccion

convencional con agua, y el método de extraccion supercritica.
11.9.1 Extraccion convencional

La destilacidn es un proceso convencional para la extraccion, y consiste en eliminar
uno o mas de los componentes de una mezcla volatil por medio de la transferencia
simultanea de calor y masa. Para llevar a cabo la operacion se aprovecha la diferencia
de volatilidad de los constituyentes de la mezcla, separando o fraccionando éstos en
funcién de su temperatura de ebullicidn. Se usa para concentrar mezclas alcohdlicas y
separar aceites esenciales asi como componentes de mezclas liquidas que se deseen

purificar.

La destilacion con agua o hidrodestilacion, es una de las técnicas mas antiguas y
simples usadas para la extraccion de los aceites y grasas. En este método el material
vegetal se pone en contacto con agua dentro de un recipiente o alambique, donde se
calienta directamente hasta ebullicion, permitiendo que la esencia contenida en la
planta se desprenda por el calentamiento y forme una mezcla junto con el agua que se
evapora. El vapor pasa a través de un conducto y llega a un sistema de enfriamiento,
en el cual se condensa la mezcla, y luego a otro recipiente donde se recolecta el aceite
liquido. La separacion de la grasa del agua liquida se realiza, bien sea aprovechando

la diferencia de volatilidad, o por diferencia de densidad entre las sustancias.

Los productos obtenidos mediante destilacion en agua, normalmente presentan olores
mas fuertes y un color mas oscuro con respecto a los producidos por otros métodos.
En general se puede decir que los aceites extraidos por destilacion en agua son de

menor calidad que los extraidos por otros métodos, debido a las siguientes razones:

Algunos componentes, como los ésteres, son sensibles a la hidrolisis, mientras que
otros componentes, tales como los hidrocarburos monoterpénicos aciclicos o los

aldehidos, son susceptibles de polimerizacion.
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Los compuestos oxigenados, tales como los fenoles, tienden a ser parcialmente
solubles en el agua, hecho por el cual es imposible la remocion completa de estos
compuestos.

Los tiempos requeridos de destilacion son demasiado largos, lo cual se asocia a un
decremento de la calidad del aceite obtenido. Una ventaja de este procedimiento es
que el costo involucrado para la fabricacion del equipo es de los méas bajos; ademas
que su operacion no requiere de servicios costosos de energia eléctrica, vapor, aire u
otros (Garmendia, 2004).

11.9.2 Extraccién con fluidos supercriticos.

Aparte de los métodos convencionales, se han de desarrollado varias técnicas para la
extraccion de solutos de matrices solidas, tales como: la extraccion asistida con
ultrasonido, la extraccion asistida con microondas, la extraccion con solvente
acelerado y la extraccion con fluidos supercriticos, con el objeto de acortar el tiempo
de extraccion, disminuir el consumo de solvente, aumentar el rendimiento de

extraccion y mejorar la calidad del extracto (Velasco y Villana, 2007).

La extraccion con fluidos supercriticos se puede definir como la operacion unitaria
que utiliza el poder solvente de determinadas sustancias, a temperaturas y presiones
superiores a sus valores criticos. Se basa fundamentalmente en la capacidad que
tienen determinados fluidos en estado supercritico para modificar su poder solvente.
Bajo estas condiciones, el fluido supercritico se encuentra en un estado de agregacion

entre la fase liquida y gaseosa, con las siguientes caracteristicas (Ordofiez, 1998):

Una elevada densidad a alta presion, similar a la fase liquida. Por ello, actian como
excelentes solventes liquidos; cuanto mayor es la presién, mas aumenta su capacidad
solvente.

Una alta difusividad, viscosidad relativamente baja y ausencia de tension superficial,
semejante a las propiedades del gas. Esto les confiere un excelente poder de

penetracion y de mezcla, asi como una gran velocidad de transferencia de masa.
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Un fluido supercritico se define como un gas pesado con propiedades de liquido y un
poder disolvente controlable. En otras palabras, es una forma de materia en la cual el
estado liquido y gaseoso son indistinguibles; de esta manera el fluido se encuentra en
un estado donde la materia es compresible y se comporta como un gas, ya que
adquiere la forma del recipiente que lo contiene, sin embargo al mismo tiempo
presenta la densidad tipica de un liquido como también su caracteristico poder
disolvente (Tapia, 2005).

Cada sustancia presenta su propia regién supercritica, la cual se produce a partir de un
punto denominado “punto critico”; este es caracteristico para cada sustancia,
definiéndose en el diagrama de fases por una temperatura critica (Tc) y una presion
critica (Pc). Para una sustancia, la densidad del liquido y del gas es idéntica, tanto que
las dos fases son indistinguibles. Sobre tal temperatura y presion, el liquido y el gas
coexisten como una fase Unica. Como se muestra en el diagrama presentado en la
Figura N° 7.

LIQUIDO

Figura N° 7. Diagrama presion-temperatura de una sustancia pura. (Elaboracion propia).
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En la industria de la extraccion supercritica existe una gran variedad de compuestos
utilizados como solventes supercriticos. Algunos de ellos se presentan resumidos en

la tabla N° 4, y se observa que el CO, posee constantes criticas relativamente faciles

de alcanzar.

Tabla N° 4: Propiedades de algunos solventes cominmente usados en condiciones supercriticas

(Mukhopadhyay, 2000).

Densidad en
Punto de »
) o Presion Temperatura el
Fluido ebullicion normal | L o
0) critica (bar) critica (°C) punto critico
(g/cm®)
Dioxido de
-78,5 73,8 31,1 0,464
Carbono
Etanol 78,5 63,1 243,1 0,276
Agua 100 2175 374 0,348

Con la extraccion supercritica se obtienen altos rendimientos en recuperacion de las
grasas y ademas, muchas opciones para lograr y controlar la selectividad deseada, la

cual es bastante sensible a variaciones en la presion y la temperatura.

Ademas, las bajas temperaturas no afectan quimicamente los componentes de la
grasa. Entre las limitaciones de esta técnica, figuran la extraccion preferencial de
sustancias oxigenadas y el alto costo en la inversién inicial, puesto que se requieren
bombas y sistemas de extraccion resistente a las altas presiones, haciendo el equipo

requerido relativamente costoso (Gil y Saez, 2005).

11.10 VENTAJAS DEL USO DE CO2 SUPERCRITICO COMO DISOLVENTE
EN PROCESOS DE EXTRACCION.

El CO; posee propiedades de naturaleza fisica que lo hacen la principal referencia a la
hora de hablar de extraccion supercritica, entre sus principales ventajas se pueden

citar:
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Constantes criticas bajas (Pc = 7.38 MPa, Tc = 304.15K). Permite trabajar con bajas
temperaturas de extraccion aconsejables para productos termolabiles.

Baja viscosidad, alta difusividad y baja tension superficial.

Elevado poder de extraccion de compuestos organicos, dependiente de la densidad,
facilmente modificable por variacion de Py T.

Elevada velocidad de transferencia de materia.

Permite obtener extractos de un elevado grado de pureza (el aroma, sabor, color y
textura del producto extraido es similar al del producto original o "fresco".

No inflamable, no reactivo, no téxico y relativamente econémico.
I1. 11 COSOLVENTES.

Los cosolventes son sustancias de volatilidad intermedia con respecto al solvente y al
soluto a ser extraido, y se agregan en una concentracion mucho menor con respecto a
la del solvente supercritico (entre 1 y 5 % molar, inclusive hasta 10 % molar). Se
adicionan con la finalidad de cambiar las caracteristicas solventes, tales como el
aumento de la polaridad y de las interacciones especificas, sin cambiar
significativamente la densidad y la compresibilidad del solvente supercritico original.
(Soledad y Zuriday, 2007)

El cosolvente mezclado con el solvente supercritico (para una composicién
particular), se vuelve supercritico cuando su presion estd por encima de la presion
critica de la mezcla, y cuando su temperatura esta por encima de la temperatura
critica de mezcla, siendo estos valores criticos de mezcla muy parecidos a los valores
criticos del solvente supercritico puro. Para el Etanol, una sustancia polar, la presion

critica es de 61,4 bar (890,3 psig) y la temperatura critica es de 240,4 °C.
11.12 METODOS DE CARACTERIZACION QUIMICA

Los métodos de caracterizacion quimica comprenden una serie de técnicas y
procedimientos usados con la finalidad de identificar y cuantificar la composicion

quimica de una sustancia en estudio. Estos métodos permiten realizar analisis
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cuantitativos y cualitativos de la muestra, donde se identifican las sustancias de una
muestra (analisis cualitativo) y se determina la cantidad o concentracion de una
determinada sustancia en la muestra (analisis cuantitativo). A continuacion se explica
de manera general, la técnica de caracterizacion utilizada en cada una de las muestras

de este Trabajo Especial de Grado.

11.12.1 Infrarrojo

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen
frecuencias a las cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos de rotacion y
vibracion moleculares tienen niveles de energia discretos. Las frecuencias resonantes
o frecuencias vibracionales son determinados por la forma de las superficies de
energia potencial molecular, las masas de los atomos y eventualmente por el
acoplamiento vibrénico asociado. Para que un modo vibracional en una molécula sea

activa al IR, debe estar asociada con cambios en el dipolo permanente.

Las moléculas diatbmicas simples tienen solamente un enlace, el cual se puede
estirar. Moléculas mas complejas pueden tener muchos enlaces, y las vibraciones
pueden ser conjugadas, llevando a absorciones en el infrarrojo a frecuencias
caracteristicas que pueden relacionarse a grupos quimicos. Los 4&tomos en un grupo
CH,, encontrado cominmente en compuestos organicos pueden vibrar de seis formas
distintas, estiramientos simétricos y asimétricos, flexiones simétricas y asimétricas en

el plano, y flexiones simétricas y asimétricas fuera del plano.

La porcion infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres regiones; el
infrarrojo cercano, medio y lejano, asi nombrados por su relacion con el espectro
visible. El infrarrojo lejano (aproximadamente 400-10 cm™) se encuentra adyacente a
la region de microondas, posee una baja energia y puede ser usado en espectroscopia
rotacional. El infrarrojo medio (aproximadamente 4000-400 cm™) puede ser usado

para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibracional,
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mientras que el infrarrojo cercano (14000-4000 cm™) puede excitar sobretonos o

vibraciones armonicas. (Rubinson y Rubinson, 1997)

En la region de espectros de infrarrojo (0) existen dos zonas que definen las
vibraciones de los diferentes tipos de enlaces, que corresponden a frecuencias entre
4000 y 800 cm™, siendo de 4000 a 1500 cm™ la zona de identificacion de grupos
funcionales y de 1500 a 800 cm™ la zona de huella digital.

I~ — C=N
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- C_'N w
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£ C-H - C-C
e”1 N=H g
= X=C=Y =
E (c.oc s ||=
N=0O |[N=O
4
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Region de grupos funcionales Region de la huella dactilar.

Figura N°8: Zona de identificacion tipica de los espectros de infrarrojo (Higson, 2007).

Con frecuencia, en los espectros, se observan menos picos que los esperados, y este

fendmeno puede ser explicado con los siguientes factores principales (Higson, 2007):

Si una molécula puede tener dos 0 mas vibraciones distintas que tengan energia casi
idéntica, los picos de absorcion IR de esos procesos se pueden fundir y parecer como
uno solo.

Si una vibracién molecular produce una absorcion extremadamente pequefia, en
algunos casos sera demasiado débil para poder detectarla.

Puede ser que la absorcion de un pico no se mida si estd fuera del intervalo de

longitudes de onda que se evalla, o fuera del alcance del instrumento.
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11.13 ANTECEDENTES.

Para la realizacion de este Trabajo Especial de Grado, se realizd una investigacion
sobre los diferentes trabajos referentes a la extraccion supercritica y a las

caracteristicas mas relevantes del arbol de Neem:

11.13.1 “ESTUDIO EXPERIMENTAL SOBRE LA EXTRACCION DE SEMILLAS
DE NEEM CON EL METODO SUPERCRITICO CON CO;” (Mongkholkhajornsilp,
2004).

En este trabajo de investigacion se enfocan en la importancia que tiene la planta de
Neem y uno de sus compuestos activos (Nimbina) para la formulacion de
medicamentos de gran relebancia en la industria farmacéutica. Utilizan el método de
extraccion supercritica con CO; en un rango de temperatura de 35 a 60 °C para evitar
que se degraden los compuestos activos debido a altas temperaturas. Las conclusiones

de mayor interés para este trabajo son:

Los rendimientos obtenidos de la Nimbina son de 35% en las semillas utilizando la
extraccion supercritica con CO,. El rendimiento de extraccion por semilla fue de
aproximadamente 0,175 mg de Nimbina/g de semilla y las semillas de Neem se
supone que contienen alrededor de 0,5 mg de Nimbina/ g de semillas.

Las mejores condiciones de extraccion de los experimentos fue 303K, 23 MPa para
una muestra de 2 gr. de Neem.

Una Optima presion de extraccion es 23 MPa y a una temperatura de 328K.

La taza de extraccion especifica no es funcion del tamafio de la muestra.
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113.2 “EXTRACCION DEL ACEITE DE LA SEMILLA DE NEEM
(AZADIRACHTA INDICA)”. (Romero y Vargas, 2005).

En este trabajo de investigacion se determinan los parametros dimensionales y la
composicion quimica proximal, de la semilla no germinable del arbol de Neem
recolectada siguiendo un muestreo aleatorio sistematico estratificado, en una
plantacion nacional. Se comparan diferentes técnicas convencionales de extraccion
del aceite y se realiza la caracterizacion fisico quimica y el perfil de acidos grasos del

aceite. Las conclusiones de mayor interés para este trabajo son:

El plan de muestreo aleatorio sistemético permitio realizar la caracterizacion
dimensional de la semilla; ésta se adapta a un modelo elipsoidal, con una proporcion
ancho largo igual a 2,06.

La evaluacion proximal de la almendra de la semilla arrojé como principales
componentes aceite, fibra cruda y proteinas. La cascara estd constituida
principalmente por fibra y carbohidratos.

Las propiedades fisicas de indice de refraccion, punto de fusion y titulo resultaron
semejantes para los extractos con solventes y prensado. Las propiedades quimicas de
los aceites extraidos se encuentran en los rangos reportados para aceites de semillas
comunes.

El perfil de &cidos grasos por cromatografia, muestra una composicion de acidos
grasos totales semejantes, entre los aceites extraidos. Aproximadamente entre el 51 y

59 por ciento de los acidos grasos son insaturados y 34 a 46 por ciento son saturados.
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11.13.3 “DESARROLLO DE UN BIOINSECTICIDA A PARTIR DE LA
AZADIRACTINA PRESENTE EN EL ACEITE DE NEEM (AZADIRACHTA
INDICA)” (Montafiez, 2005).

En este trabajo de investigacion se estudiaron los aspectos mas importantes de la
planta de Neem y de la Azadiractina para asi formular un insecticida a base de este
terpenoide, también se estudiaron otros aspectos como la influencia del insecticida
formulado sobre ciertas enfermedades y los factores que alteran la estabilidad en el
tiempo de los mismos. Las conclusiones de mayor interés para este Trabajo Especial

de Grado son:

Los insecticidas sintéticos ejercen un efecto negativo en la salud de los seres
humanos, ya que causan dafios, en ocasiones irreparables sobre el sistema nervioso
humano, los cuales pueden persistir mucho tiempo después de finalizada la
exposicion a los mismos.

Se requiere implementar la utilizacion de materiales alternativos en la elaboracion de
insecticidas, que no pongan en riesgo la salud de los seres humanos.

La Azadiractina presente en el aceite de Neem puede ser utilizada como componente
activo para la formulacion de un repelente, ya que posee propiedades insecticidas.

La Azadiractina contenida en las diferentes partes del arbol de Neem constituye una
estrategia efectiva a ser usada en los programas de control de plagas, pues presenta
diferentes mecanismos de accion, lo que garantiza un efecto prejudicial en la plaga,
sin el riesgo de incrementar la resistencia en las mismas, ya que la Azadiractina no
puede ser sintetizada artificialmente en el laboratorio dado a la complejidad de su
molécula, lo que dificulta que las plagas desarrollen resistencia.
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11.13.4 “OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE LAS SEMILLAS DEL
FRUTO DEL ARBOL DE NEEM (Azadirachta indica A. Juss), EMPLEANDO
MICROONDAS Y ULTRASONIDO COMO METODOS DE
EXTRACCION.”(Morales, L 2010)

Se evaluo la influencia que ejerce sobre el rendimiento del proceso de extraccion el uso
de diferentes solventes (etanol, metanol, hexano, ciclohexano y acetato de metilo),
potencia del equipo (20, 40, 60 80 y 100%) y tiempo de residencia (4,7 y 13 seg), y para
la EAU se evalud la influencia que tiene la temperaturas (30,40 y 50 °C) y tiempos de
residencia (15,25 y 35 min). Para cada experiencia las muestras se caracterizaron
mediante espectroscopia infrarroja para determinar la composicion del extracto obtenido.

Las conclusiones de mayor interés para este Trabajo Especial de Grado son:

Al aumentar la potencia del equipo microondas, aumenta la densidad de los extractos y el
rendimiento sin embargo al aumentar mas del 80% de potencia en el microondas se
presenta una disminucion del rendimiento que puede ser ocasionado a un dafio producido

en el extracto.

Las condiciones Optimas de operacion para la Extraccion Asistida por Microondas del
aceite esencial de semillas del fruto del &rbol de Neem es con una potencia de 80%

durante un tiempo de residencia de 7 segundos empleando etanol como solvente.

Las condiciones Optimas de operacion para la extraccion asistida por ultrasonido del
aceite esencial de semillas del fruto del arbol de Neem es con una temperatura de 40 °C,

durante un tiempo de residencia de 25 min, empleando etanol como solvente.

La Extraccion Asistida por Microondas es mas eficiente que la Extraccion Asisitida por

Ultrasonido, ya que genera mayor rendimiento y menos tiempo de extraccion.
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11.13.5 OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL A PARTIR DE HOJAS DE
NEEM (AZADIRACHTA INDICA A. JUSS), USANDO LOS METODOS DE
EXTRACCION SUPERCRITICA CON CO, COMO SOLVENTE Y
EXTRACCION CONVENCIONAL CON AGUA (Rosas, L 2008)

En este Trabajo Especial de Grado se hablé de la influencia del uso de un cosolvente
que favoreciera la extraccion supercritica, seguido por como influye sobre la
variacion de la presion y la temperatura de este método de extraccion. En cuanto a la
extraccion convencional con agua el pardmetro a variar fue el volumen de este
solvente. También se estudio la viabilidad de la aplicacion de uno de estos métodos,
segun los compuestos extraidos. Finalmente, se realizé una caracterizacion en base a
la espectroscopia de infrarrojos para estudiar la composicion de las muestras
obtenidas en cada experiencia. Las conclusiones de mayor interés para este Trabajo

Especial de Grado son:

El incremento del volumen en las pruebas de hidrodestilacion no muestra un cambio
significativo en cuanto al porcentaje de recuperacion, tampoco lo hace en cuanto a la
composicién de los grupos funcionales mostrados en los espectros de infrarrojo.

El aumento de la temperatura influye favorablemente sobre la cantidad recuperada en
las pruebas de extraccion supercritica, y también permite que se observen con mayor
claridad los grupos funcionales presentes en el extracto, debido al aumento de la
tramitancia en los espectros de Infrarrojo.

El estudio de los espectros de infrarrojo no permite tener una idea clara de la
composicion de los extractos debido a que existe en cada uno de ellos, una gran

cantidad de solvente 0 medios de arrastre presente en las todas las muestras.

33 Martin 2010



Capitulo 11 Metodologia

CAPITULO 11l
METODOLOGIA.

A continuacion se presenta el desarrollo sindptico que se empled en este Trabajo
Especial de Grado para poder cumplir con los objetivos planteados previamente, asi
como también se da una explicacién a fondo de los equipos que se utilizaron.
Posteriormente se explica a profundidad el procedimiento experimental usado para
Ilevar a cabo cada una de las experiencias, tomando en cuenta el acondicionamiento

del equipo, la operacion del proceso y la recoleccion del extracto.

I11.1 DESCRIPCION DEL EQUIPO Y DESARROLLO CRONOLOGICO
PARA LAS PRUEBAS DE EXTRACCION SUPERCRITICA USANDO CO,
COMO SOLVENTE Y ETANOL COMO COSOLVENTE.

A continuacién se presenta un diagrama de blogue en la figura N° 9, correspondiente

a la Extraccion supercritica usando CO, como solvente y Etanol como cosolvente

SEMILLAS € AGUA

v

HIELO SECO LAVADO

Y ¢

€Oz LIQUIDO > 'OMPRESOR SECADO
n
RESISTENCIADE

-~

CALENTAMIENTO RFACTOR

[ SUPERCRITICO 1

ACEITE SEMILLAS
¥ v

RECIPIENTE 10 ml ESTUFA

¥

R]LI-‘RI(;:I{-\('I(JJ\' BALANZA
) v

CARACTERIZACION RENDIMIENTO

Figura N° 9. Diagrama del equipo de extraccion con fluido supercritico. (Elaboracién propia)
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111.1.1. Descripcién del equipo para el método de extraccion con CO, como

solvente y Etanol como cosolvente en condiciones supercriticas.

La extraccion supercritica se realiz6 en un montaje como se muestra en la Figura N°
10. Este equipo consta de tres secciones principales: una seccion de alimentacion y
presurizaciéon de CO;, una segunda seccion donde se lleva a cabo la extraccion y una

ultima seccion donde se realiza la separacion del solvente, la grasa y el cosolvente.

En la seccion de alimentacion estd una bombona de dioxido de carbono (B-01), en
estado liquido, a una presion de 900 psig (61,2 atm) y a 27°C aproximadamente. Esta
bombona posee una vélvula de aguja (V-01), que permite la alimentacion del CO,
liquido al sistema mediante una tuberia de acero inoxidable 316 de ¥%”. En la seccion
de presurizacién se encuentra un recipiente presurizado (RP-01), o autoclave de
forma cilindrica, con una capacidad de 2 litros, hecho de acero inoxidable 316 de %4”
que aguanta presiones de hasta 4500 psig (306,2 atm).

Este recipiente o0 autoclave estd rodeado por una resistencia de calentamiento eléctrica
de 4,5 Kw que posee un regulador e indicador de temperatura (T1-01). El recipiente
RP-01, posee en el tope un manometro tipo Bourdon (PI-01), donde se puede leer la
presion dentro del mismo. Para la comunicacion de la seccion de alimentacion a la de
presurizacion se tiene una valvula de aguja (V-02) y una valvula check ubicada antes
de la entrada del recipiente de presurizacion (RP-01).

En la linea de salida del recipiente presurizado (RP-01) se encuentra instalada una
valvula (V-03), que permite el paso del CO, al equipo de extraccion, asi como una
valvula de alivio (V-04) para mantener el recipiente en una presion adecuada para

mantener la seguridad del sistema.
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B-01 T-01 RP-01 53--01 T-01
Bombonade did:ado de Fegulador de Recipiente Presurizador Seccidn de Separacidn  Reactor de Extraccién
carbono Temperatura

Figura N° 10. Diagrama del equipo de extraccion con fluido supercritico. (Armas y Corredor, 2007)
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La seccidn de extraccion consiste de un equipo o extractor (RE-01), que soporta
presiones de hasta 2000 psig contenido en un recipiente de aluminio (R-01) de 700
mililitros de capacidad, que posee un sello hermético. En el tope del equipo se
encuentra una valvula (V-05) que permite regular la entrada del gas. Ademas, hay un
manometro tipo Bourdon (PI-02), que mantiene la lectura de la presion dentro del

recipiente donde ocurre la extraccion.

Para la salida del reactor se cuenta con una valvula (V-07), donde pasa el aceite
esencial, el solvente y el cosolvente, de la seccion extraccién a la seccion de
separacion, a través de una tuberia de acero inoxidable 316 de ¥”. El equipo cuenta
ademas, en el tope, con un sistema de venteo de dioxido de carbono al medio
ambiente, para mantener la seguridad del proceso, que se controla mediante una

valvula de alivio (\VV-06)

Finalmente, en la seccién de separacion (SS-01), se recupera la grasa extraida y el
Etanol mediante la conexion con el equipo de extraccion, y se separa del CO,
gaseoso. Este componente del equipo se une a la seccion de extraccion mediante la
conexion de la tuberia de acero inoxidable 316 de ¥ a la valvula de salida (\V-07) del
equipo de extraccidon hacia un baldn, donde se produce la recuperacion del aceite
esencial y Etanol. Este tubo o seccion de separacion se sumerge durante la
experiencia en un bafio de hielo seco y agua para producir la condensacién de la

grasa. En esta seccion, el CO, se libera al ambiente.
111.1.2 Desarrollo cronologico de la experiencia de extraccion supercritica.

111.1.2.1 Acondicionamiento de la materia prima.

Para la realizacion de la experiencia es necesario que las semillas se encuentren sin
impurezas para evitar la contaminacion de las mismas. A continuacion se presentan

los pasos a seguir:
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Se separaron las hojas, tallos y cualquier otro agente externo como insectos y rocas
del fruto.

Se separé el exocarpo (cascara) y mesocarpo (pulpa) de la semilla mediante varias
etapas de enjuagues y tamizados.

Se colocaron las semillas a secar a temperatura ambiente sobre papel absorbente por
veinte (20) minutos para evitar el exceso de agua en el almacenamiento.

Se realiz6 un secado durante veinticuatro (24) horas a una temperatura de 40°C en la
estufa para retirar la mayor cantidad de agua a 50gr de semillas por experimento a

realizar.

111.1.2.2 Acondicionamiento del equipo

El montaje del equipo implica la correcta conexion de la bombona de didxido de
carbono a la linea de presurizacion, compuesta por la tuberia de acero inoxidable 316
de %" y del recipiente de presurizacion. El acondicionamiento del equipo consiste en
la realizacion de pruebas de fugas en las conexiones del montaje para mantener la
seguridad y evitar pérdidas de la esencia. Ademas comprende el correcto proceso de
presurizacion que permite alcanzar las condiciones necesarias para trabajar en el

rango supercritico del Di6xido de Carbono y Etanol.

Dicho montaje se realizd Unicamente cuando se preparé por vez primera todo el
proceso para la extraccion supercritica para comprobar la seguridad de las

experiencias a realizar. El procedimiento fue el siguiente:

Se verifico que la valvula V-01 de la bombona de dioxido de carbono (B-01) se
encuentre cerrada.

Se realiz6 la conexion de la bombona de didxido de carbono (B-01) al recipiente de
presurizacion (RP-01) con la tuberia de acero 316 de ¥4”.

Se verifico que la valvula de entrada (V-02) del recipiente presurizador (RP-01) se

encuentre cerrada, asi como la valvula de salida (V-03) y la valvula de alivio (V-04).
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Se realiz0 la conexion de la salida del recipiente presurizador a la entrada del equipo
de extraccion supercritica con la tuberia de acero 316 de ¥4”.

Se colocd el recipiente de extraccion (R-01) vacio en el equipo (RE-01) mediante el
uso del soporte que se encontraba en el fondo del equipo y se selld6 herméticamente
con el dispositivo de seguridad (zipper).

Se abrid lentamente la valvula de aguja (V-01) de la bombona de CO; y luego la
valvula de entrada del recipiente presurizado (V-02) hasta que se estabilizé la presion
dentro del recipiente, mediante la lectura del manémetro (P1-01) y se alcanz6 una
presion aproximadamente igual a 850 psig.

Se cerrd la valvula de aguja (V-01) de la bombona de CO,, asi como la valvula de
salida (V-07) del equipo de extraccion (RE-01), y la valvula de alivio (V-06).

Se abrid la valvula de salida del recipiente presurizado (V-03) y la valvula de entrada
(V-05) del equipo de extraccion supercritica, y se esperd hasta que se estabilizo la
presion en el equipo.

Se comprobo que no existan fugas en el sistema usando liquido jabonoso alrededor de
las conexiones del gas y en aquellas partes donde se pudiera filtrar el gas hacia el

exterior.
111.1.2.3 Operacion del equipo

Una vez realizado el acondicionamiento y montaje se procede a la realizacion de la

experiencia donde se extrajo el aceite esencial. El procedimiento fue el siguiente:

Se verificd que la presion del recipiente de presurizacion (RP-01) es de 0 psig.

Se abrio el recipiente de presurizacion aflojando las tuercas que posee con ayuda de
un torquimetro. Seguidamente se cargo el recipiente con aproximadamente 1 kilo de
hielo seco, para aumentar la presion del sistema.

Se cerrd rapidamente el recipiente de presurizacion, colocando las tuercas en su lugar

original ya que las mismas se encontraban enumeradas.
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Se abrid la valvula de aguja (V-01) y la valvula de alimentacién de CO, al sistema
(V-02), y se esper6 hasta que la presion se estabiliz para posteriormente cerrar la
valvula (V-01).

Se encendio la resistencia de calentamiento (TI-01) para acelerar el proceso de
sublimacion del hielo seco.

Se colocd 20 gr de semillas de Neem con 10 ml de Etanol en el recipiente de
extraccion (R-01) y se hizo calzar el recipiente en el equipo (RE-01) mediante el
soporte que se encuentra en el fondo del equipo.

Se procedio a sellar herméticamente el recipiente con el zipper para asegurar que no
habra fugas en la extraccion. Asimismo se verificé que las valvulas de salida del
equipo (V-06) y (V-07) se encuentren cerradas.

Se esperé hasta alcanzar una presion de aproximadamente de 2300 psig en el
recipiente presurizado (RP-01), para abrir la valvula de salida (V-03).

Se abri6 progresivamente la valvula de entrada del equipo de extraccidn supercritica
(V-05) hasta que se alcanzo la primera presion de extraccion de 1500 psig e
inmediatamente fue cerrada.

Se dej6 el proceso estable durante dos horas para que se produzca la extraccion del
aceite esencial de las semillas de Neem.

Se prepar6 un bafio de hielo para sumergir el balén de separaciéon del aceite. El
mismo se recolectdé en dicho balon junto al Etanol, mientras que el Dioxido de
Carbono se liber6 al ambiente.

Se conecto la tuberia de acero inoxidable al balén de separacion y se garantiz6 que no
existiesen fugas con ayuda de cinta de teflon.

Se sumergio el balén de separacion (SS-01) en el bafio de hielo.

Se abrid lentamente la valvula de salida (\V-07) del equipo de extraccion y se empezo
a descargar el contenido. Como la expansion de CO, causé que se congelara la
tuberia de descarga, fue necesario usar una manta de calentamiento y asi no afectar la

velocidad de descarga del extracto.
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111.1.2.4 Descarga del extracto

Una vez que concluyd el tiempo de contacto de la matriz vegetal con el solvente y el
cosolvente en estado supercritico se tomd algunas precauciones a la hora de descargar

el equipo y a continuacion se explicara el procedimiento utilizado:

Se descarg0 todo el contenido gaseoso del equipo de extraccion, hasta que la presion
en el mandmetro del equipo (P1-02) fue de O psig.

Se arrastro el aceite contenido dentro del capilar de descarga con una inyectadora
Ilena de Etanol.

Se almacend el aceite extraido en frascos de color &mbar de 10 ml para su posterior
andlisis.

Se retiro el recipiente de extraccion del equipo (R-01), y se colocaron las semillas en
una capsula de petri que fue previamente pesada.

Se lavo el recipiente de extraccion del equipo (R-01).

Se despresuriz6 todo el sistema abriendo las valvulas correspondientes de salida del
gas.

Se colocd la capsula de petri con las semillas en la estufa a una temperatura de 60°C

por 24 horas.

Para completar el estudio del efecto de la presion sobre la semilla de Neem se hizo un
barrido de cuatro (4) presiones hasta llegar a 2100 psig con un tiempo de extraccion
de dos (2) horas, se calculo el rendimiento a cada uno de los extractos, secando las
semillas después de la extraccion durante veinticuatro (24) horas para luego mediante

la diferencia de masas y dividiendo entre la masa inicial.

Una vez que se fijé el valor de la presion éptima se hizo un barrido de cuatro (4)
temperaturas desde 30 hasta 60°C con un tiempo de extraccién de dos (2) horas. Se
calculo el rendimiento a cada uno de los extractos secando las semillas después de la
extraccion durante veinticuatro (24) horas y asi se obtuvo el valor de temperatura

Optima.
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Se compararon los métodos de extraccion en cuanto al rendimiento y composicion de

cada uno de los extractos y se concluyé cual de ellos seria mas conveniente.

I11.2 DESCRIPCION DEL EQUIPO Y DESARROLLO CRONOLOGICO
CORRESPONDIENTE A LAS PRUEBAS DE EXTRACCION
CONVENCIONAL CON AGUA.

A continuacion se presenta un diagrama de bloque en la figura N° 11,
correspondiente a la extraccion convencional con agua utilizando un extractor tipo
Soxhlet.

SEMILLAS & AGUA
MANTADE LAVADO
CALENTAMIENTO 7
AGUA SECADO
v 2
o EXTRACTOR
> SOXHLET
2 v
ACEITE SEMILLAS
RECIPIENTE 10 ml ESTUFA
REFRIGERACION BALANZA
v v
CARACTERIZACION RENDIMIENTO

Figura N°11: Diagrama de bloques de la destilacion con agua. (Elaboracion propia.)
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111.2.1 Descripcion del equipo en la destilacion con agua.

La experiencia se realizé en el extractor tipo Soxhlet (ES-01) de la Figura N° 12,
donde se introdujeron las semillas de Neem a destilar y en el balon o matraz (M-01)

se coloco el agua destilada que actué como solvente extractor.

Sobre el matraz se coloco un extractor tipo Soxhlet (ES-01) luego el condensador
vertical (C-01) que consto de dos espigas (E1) y (E2) para la entrada y salida del agua
de enfriamiento mediante las mangueras (M1) y (M2). El calor necesario para la
destilacion se produjo en una manta de calentamiento donde se coloc6 el balén o
matraz (M-01) con el agua. El calor de la manta se control6 mediante un regulador
del calentamiento (RC-1) que esta posee. Todo el montaje se aseguro a una pinza (P1)

conectada al soporte de la manta para asegurar el material.

M1

_‘_n MC-01 —~
o
LE1
-, xm__n_///l

Figura N°12: Diagrama del equipo de destilacion con agua. (Armas, 2007)
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111.2.2.1 Acondicionamiento de la materia prima.

Para la realizacion de la experiencia es necesario que las semillas se encuentren sin
impurezas para evitar la contaminacion de las mismas. A continuacion se presentan

los pasos a seguir:

Se separaron las hojas, tallos y cualquier otro agente externo como insectos y rocas
del fruto.

Se separd el exocarpo (cascara) y mesocarpo (pulpa) de la semilla mediante varias
etapas de enjuagues y tamizados.

Se colocaron las semillas a secar a temperatura ambiente sobre papel absorbente por
veinte (20) minutos para evitar exceso de agua en el almacenamiento.

Se realiz6 un secado durante veinticuatro (24) horas a 50gr de semillas por

experimento a realizar.

111.2.2.2 Acondicionamiento del equipo

Para cada una de las experiencias de hidrodestilacién, previo al montaje del equipo se

realizé el siguiente procedimiento experimental

Se lavd y seco el matraz (M-01) y el extractor tipo Soxhlet (ES-01).

Se peso 20 gramos de semillas de Neem en la balanza del laboratorio.

Se introdujeron las semillas dentro del extractor tipo Soxhlet (ES-01).

Se midié en un cilindro graduado la cantidad de agua destilada a usar en cada
destilacion, y sequidamente se introdujo el agua destilada en el matraz (M-01).

Se introdujeron al matraz (M-01) perlas de ebullicion para mantener en movimiento
el liquido a destilar y disminuir las burbujas.

Se conectaron las mangueras para la entrada (M1) en la espiga inferior (E1), y la de
salida (M2) en la espiga superior (E2). Luego en el otro extremo se conecté la
manguera de entrada (M1), a la tuberia de agua, y la de salida (M2) sobre el desagiie
del laboratorio. Se aseguraron las mangueras y todas las arandelas de plastico para

evitar fugas o desprendimiento de las mangueras por la presion.
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Se lubricaron con grafito los extremos del extractor tipo Soxhlet (ES-01) y del
condensador vertical (C-01) para facilitar el montaje y desmontaje de los equipos.
Se colocd el matraz (M-01) sobre la manta de calentamiento (MC-01). Sobre el
matraz se coloco el extractor tipo Soxhlet (ES-01) y sobre el mismo el condensador
vertical (C-01). Seguidamente se asegur0 el condensador vertical al soporte (S1) que
posee en su parte inferior la manta de calentamiento con la ayuda de la pinza (P1).

111.2.2.3 Operacion

Una vez que se asegurd que todos los pasos contenidos en la seccion anterior fueron

ejecutados correctamente se procedid segun lo siguiente:

Se abrid la llave de agua para garantizar la entrada del liquido al condensador, que
permitio el enfriamiento del vapor que se arrastrd. No se abrié demasiado la llave ya
que la presion podia originar una ruptura o desprendimiento de las mangueras.

Se enchufd y se puso en marcha la manta de calentamiento (MC-01) fijando una
velocidad de calentamiento en el regulador (RC1). El equipo estuvo en marcha
cuando se encendio la luz en el indicador (LE1).

Se dejo el proceso de la destilacion durante 24 horas continuas para obtener una
cantidad significativa de aceite esencial.

Luego de las 24 horas de destilacion se apag6 la manta de calentamiento. Se cerrd la
Ilave de servicio de agua que permitié la condensacion del vapor luego se dejo enfriar
el montaje, se desmontd el condensador vertical (C-01) y el extractor tipo Soxhlet
(ES-01).

111.2.2.4 Descarga del equipo.

Se retiraron las semillas de Neem del extractor tipo Soxhlet (ES-01), y se colocaron
en una capsula de Petri que fue previamente pesada.
Se almaceno el aceite extraido del matraz (M-01) en frascos de color ambar de 10 ml

para su posterior analisis.
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* Se colocd la capsula de Petri con las semillas en la estufa a una temperatura de 60°C
por 24 horas.

* Se lavo el extractor tipo Soxhlet (ES-01).
¢ Se lavo el matraz (M-01).
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

La composicion de este capitulo, estd basado en los resultados obtenidos durante la
ejecucion de las experiencias efectuadas para el proceso de extraccion del aceite
esencial de la semilla de Neem. En el mismo se desarrollan distintos puntos como lo
son: la preparacion de los equipos usados, andlisis de resultados de las distintas
experiencias, luego la culminacién de la espectroscopia infrarroja y por ultimo dar a
conocer los valores del rendimiento para asi demostrar que se cumplieron los

objetivos planteados.

V1.1 CONDICIONES DE OPERACION

En la tabla N° 5 se presentan las condiciones a las cuales fueron realizadas cada una
de las experiencias y a su vez, el método de extraccion que fue aplicado. Se estudid

como influye la presion y la temperatura sobre el rendimiento.

Tabla N° 5: Condiciones de las muestras y métodos de extraccion.

MU'i,S;TRA EXLI?PA(\)CI(D:IIEON PRESION (psig) TEMP%@?‘TURA SOLVENTE | COSOLVENTE

1 Soxhlet 14,7 100 Agua no

2 Soxhlet 14,7 79 Etanol no

3 Supercritica 1500 27 CO; no

4 Supercritica 1500 27 CO; Etanol
5 Supercritica 1600 27 CO; Etanol
6 Supercritica 1700 27 CO; Etanol
7 Supercritica 1800 27 CO; Etanol
8 Supercritica 1900 27 CO; Etanol
9 Supercritica 2000 27 CO; Etanol
10 Supercritica 2100 27 CO; Etanol
11 Supercritica 2100 30 CO; Etanol
12 Supercritica 2100 40 CO; Etanol
13 Supercritica 2100 50 CO; Etanol
14 Supercritica 2100 60 CO; Etanol
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Las experiencias N° 1 y N° 2 mostradas en la Tabla N°5 indica que se realizaron para
demostrar cudél era el solvente mas efectivo mediante el calculo del rendimiento.
Mientras que las experiencias N° 3 y N° 4 se realizaron debido que al terminar las
experiencias las condiciones del equipo no permitian obtener extracto ya que el
mismo se evaporaba junto con el CO; Por lo cual se utilizo el mismo solvente que en
la extraccion con el equipo Soxhlet, con lo cual se logro recolectar el aceite esencial
junto con el solvente. Las pruebas N° 5 a la N° 10 fue la variacion de presion.Y ya
por ultimo después de haber conseguido la presion a la cual se obtuvo el mayor
rendimiento se realizaron las pruebas N° 11 a la N° 14 variando la temperatura y

dejando la presion constante.

V1.2 ACONDICIONAMIENTO DE LOS EQUIPOS

En este Trabajo Especial de Grado fueron utilizados una serie de equipos a los cuales
fue necesario realizar revisiones, evaluaciones y sustituciones de algunos de sus
componentes y en alguno de los casos su sustitucion total para poder alcanzar los

objetivos planteados.

V1.2.1 Equipo de extraccion convencional tipo Soxhlet

Para el montaje de este equipo fue necesaria la revision de las mangueras y
abrazaderas para verificar que no hubiese alguna fuga y la utilizacion de grafito en las
conexiones entre las diferentes partes del equipo para facilitar el montaje y

desmontaje del mismo.

V1.2.2 Equipo de extraccion supercritica.

Este equipo present6 un problema irreparable en la seccién de extraccion debido a la
deformacion del dispositivo de seguridad que garantizaba que el extractor quedara sin
fugas y suspendido en su base. A su vez se rompieron las valvulas de seguridad por
un exceso de presion debido a una falla en el barometro. Por lo cual se tuvo que

sustituir el extractor en su totalidad.
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El proceso de sustitucién del extractor empez6 con el redisefio y ubicacion del
mismo, en el Modulo | del laboratorio de operaciones unitarias de la Escuela de
Quimica de la facultad de Ingenieria de la UCV se contaba con unos reactores de
altas presiones capaces de soportar 2500 psig por lo cual fue utilizado uno de ellos y
colocado en una pared metélica de seguridad que se encontraba contigua a la zona
donde se encontraban los demas equipos para la extraccion. Las tuberias de conexion
entre el recipiente de presurizacion y el reactor también tuvieron que ser

modificadas. En cuanto al barémetro se tuvo que sustituir al igual que las valvulas a

la entrada y salida del reactor como se ve en la figura N° 13.

Figura N°13: Equipo de extraccion supercritica.

Para el sistema de calentamiento utilizado en el reactor también se sustituyd por
completo ya que anteriormente se colocaba una plancha de calentamiento con un
beaker lleno de agua y un termémetro, el cual fue sustituido por un envase de 5

49 Martin 2010



Capitulo IV Presentacion y andlisis de resultados

galones, como se puede ver en la figura N° 14, con una resistencia colocada en la
parte superior del envase y un termometro para verificar que la temperatura es la
deseada; el sistema funciona colocando el extractor (R-01) sumergido en su totalidad
dentro del envase de calentamiento el cual va a estar soportado en la misma pared
metélica.

Figura N°14: Envase de calentamiento con resistencia y termometro.

Ademas de todas estas revisiones y sustituciones de los equipos se llevaron a cabo
pruebas para que después de todas las sustituciones no hubiese ninguna fuga
utilizando la presién de la bombona de CO; liquido.
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IV.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS OBTENIDAS

1VV.3.1. Andlisis de las muestras obtenidas mediante el método de extraccion

convencional.

A continuacion se presentan los resultados de las pruebas de extraccion convencional
de donde se obtuvo en primer lugar que tipo de solvente se utilizaria para luego
comparar los resultados de dicho método de extraccion con el de extraccion

supercritica y ver en cual de ambos procesos el rendimiento era mayor.

1V.3.1.1. Andlisis de las muestras obtenidas en el estudio de la influencia del uso

de distintos solventes y su rendimiento.

Para la determinacion del solvente a ser utilizado en las pruebas de ambos métodos de
extraccion se realizaron dos experiencias en el equipo Soxhlet utilizando distintos

solventes (Agua y Etanol).

Tabla N° 6: Rendimientos con variacién de solventes

Solvente Rendimiento total(%) £0,10
Agua 55,27
Etanol 57,12

Dando como resultado que el porcentaje de rendimiento de extraccién era de 57,12 %
cuando se utilizaba como solvente el Etanol mientras que con el uso del agua se
obtenia un 55,27% por lo cual se decidié utilizar el Etanol como solvente para la
reproducibilidad de la extraccién convencional y en todos los experimentos de

extraccion supercritica.

I1VV.3.2. Andlisis de la influencia de la presion en la extraccion supercritica.

La principal variable a analizar en el método de extraccion supercritica del aceite

esencial de Neem fue la presion. En dicho analisis se realizaron siete (7)
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experimentos a temperatura ambiente con un incremento gradual de la variable que
comprendié de 1500 psig aumentando 200 psig por experiencia hasta alcanzar un

tope de 2100 psig, para luego ver el efecto en el rendimiento y la calidad del extracto.

IVV.3.2.1 Analisis de la influencia de la presién sobre el rendimiento.

Tabla N° 7: Rendimientos de los extractos obtenidos en los experimentos variando la presion.

Presion (psig) Rendimiento total (%) £ 0,1
1500 33,69
1600 36,25
1700 38,27
1800 39,88
1900 41,08
2000 42,39
2100 43,32

En la figura N° 15 se presentan los resultados de los rendimientos obtenidos para las
distintas extracciones variando la presion desde 1500 psig hasta alcanzar una presion

de 2100 psig.
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Figura N°15: Influencia de la presion sobre el rendimiento en los experimentos de extraccion

supercritica usando CO, como solvente y Etanol como cosolvente (T=27°C)

En esta figura se puede observar el incremento del porcentaje del rendimiento a

medida que se aumenta la presion y llegando al tope de 2100 psig como presion
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Optima de extraccion debido a que en ella se encuentra el valor mas elevado de
rendimiento. Por lo cual, para la realizacién de las pruebas de variacion de la
temperatura fue usada esta presion optima como valor fijo. Es importante sefialar que
el tope de esta investigacion se debid a limitaciones del equipo e implica que si se
trabajara con un equipo que soportara presiones mas elevadas podria ser que se

consiguiera otro valor 6ptimo debido a la tendencia de la gréafica.
1VV.3.3. Andlisis de la influencia de la temperatura en la extraccion supercritica.

Después de haber analizado como influyd la presion sobre el proceso de extraccion
supercritica en la obtencion del aceite esencial de Neem, se procedio a analizar la
segunda variable de estudio, para lo cual se realizaron cuatro (4) experimentos a una

presion constante de 2100 psig variando la temperatura.

IVV.3.3.1. Analisis de la influencia de la temperatura en el rendimiento.

Tabla N° 8: Rendimientos de los extractos obtenidos en el experimento variando la temperatura
(P=2100 psig).

Temperatura (°C) Rendimiento total (%) + 0,10
30 45,82
40 49,35
50 50,71
60 51,52

En la figura N° 16 se presentan los resultados de los rendimientos obtenidos para las
distintas extracciones variando la temperatura desde 30 °C hasta alcanzar una
temperatura de 60 °C.
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Figura N°16: Influencia de la temperatura sobre el rendimiento en los experimentos de extraccion

supercritica usando CO2 como solvente y Etanol como cosolvente.

La figura N°16 refleja un incremento del rendimiento al aumentar la temperatura,
obteniendo el mayor rendimiento a una temperatura de 60°C; este incremento es
debido a que al aumentar la temperatura del solvente aumenta su difusividad sobre la
matriz vegetal y por esta razon se elige 60°C como éptima de trabajo, a una mayor
temperatura se corre el riesgo que los componentes del Neem extraidos no se

degraden.

IV.4. CALIDAD DEL PRODUCTO EN EL METODO DE EXTRACCION
SUPERCRITICA

En esta seccion se hace el anlisis de la calidad del aceite esencial de Neem y para ello
fue necesario conocer los espectros infrarrojos de todos los experimentos desde los
distintos valores de variacion de presion (1500, 1700, 1900, 2100 psig) hasta sus valores
de variacion de temperatura (30, 40, 50, 60°C), de los cuales solo se analiz6 los espectros
en condiciones Optimas de presion y temperatura para cada caso como se observa en la
figura N° 17; ya que no existia una variacion notable en la estructura, intensidad de los

picos o aparicion de compuestos no caracteristicos de dicho aceite esencial.
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Figura 17. Espectro infrarrojo del proceso de Extraccion supercritica con las condiciones 0ptimas de

presién a temperatura ambiente (a) y en condiciones éptimas de temperatura y presion (b)

Para dar a conocer las caracteristicas, el analisis se hace desde la parte derecha donde se
encuentra la region de la huella dactilar hasta la parte izquierda donde se encuentran los

enlaces C-H, O-H, N-H, los enlaces triples y los enlaces dobles.

En el pico con el valor de 728,6 cm™ se representa el movimiento vibratorio de las
cadenas alquilicas que estan formadas por cuatro (4) o mas grupos CH, como lo son los

acidos grasos Oléico, Palmitico, Esterico, Linoléico y Araquidico.

Para los nimeros de onda de 1053,0 cm™, 1160,0 cm™ y 12554 cm™ indica las
vibraciones de alargamiento de los enlaces —CO que representa el grupo funcional de los

ésteres ya que su intensidad es fuerte, caracteristica principal de este grupo.
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En los picos 1377,6 cm™ y 1441,3 cm™ de intensidad media que muestra la presencia de
cadenas alquilicas en las cuales ocurre una flexion de enlaces —CH esta flexion es

simétrica (tijeras) para los grupos CH, y asimétrica (paraguas) para los grupos CHs.

El grupo funcional Ester con una vibracion de extension del grupo C=O con una

intensidad fuerte esta representado por el pico 1737,8 cm™.

Los picos 2854,7 cm™ y 29253 cm™
alquilicas de la extension de los enlaces —CH simétricos y asimétricos para los grupos

son aquellos que simbolizan a las cadenas

CH, y CHs, acotando que el pico méas representativo es el que tiene el valor 2854,7 cm™

ya que una de las caracteristicas fisicas es que la intensidad del pico tiene que ser media.

Por Gltimo se analiza el pico con el nimero de onda 3393,1 que correspondiente al grupo
funcional de los alcoholes que tiene una vibracion de extension del enlace —OH, este
grupo funcional no es caracteristico del aceite esencial de Neem, solo indica la presencia

del solvente (Etanol) cuando fueron realizados los anélisis de espectroscopia infrarroja.

IV.5. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS
HOJAS Y CON LAS SEMILLAS.

Para poder comprobar si los procesos de extraccion fueron mejorados después de
diversas experiencias es necesario realizar una comparacion de los resultados
obtenidos por el ingeniero Rosas el cual extrajo el aceite esencial de las hojas del
arbol de Neem y con el aceite extraido de la semilla desarrollado en este trabajo,

basados en el rendimiento y la calidad mediante los espectros infrarrojos.
IV.5.1. Comparacion basada en el rendimiento.

Tabla N° 9: Comparacidn de rendimientos para ambos métodos de extraccion

Parte de la Tipo de
planta extraccion Masa inicial (g) | Masa final (g) | Rendimiento (%)
Hojas Soxhlet 24,99 18,91 24,33
Hojas Supercritica 50,48 35,01 30,65
Semillas Soxhlet 50,0023 21,4409 57,12
Semillas Supercritica 50,0076 24,2436 51,52
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Como se observa en la tabla N° 9, los rendimientos obtenidos de la extraccion de
aceite esencial de las hojas de Neem estan por debajo en mas de un 20% con respecto
a los valores de rendimiento de la semilla, lo que indica que la cantidad de aceite
presente en la semilla es mayor que la que se puede extraer de las hojas; teniendo en
cuenta que en ambos casos estaban en condiciones parecidas de presion y

temperatura.
IVV.5.2 Comparacién basada en la calidad.

En la figura N° 18 que se muestra a continuacion, se presentan los espectros de
infrarrojo de las condiciones Optimas de presion y temperatura (1900 psig y 60 °C) de
las hojas para el método de extraccion supercritica y el espectro infrarrojo 6ptimo

para las semillas a las condiciones de 2100 psig y temperatura de 60 °C.
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Figura N°18: Espectro optimo de las hojas (a) en comparacion con el espectro en condiciones 6ptimas

de las semillas (b)
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La calidad del producto es muy parecida, se encuentran los mismos grupos
funcionales que representan al aceite esencial de Neem; las variaciones visibles es la
diferencia de concentracion de la cadena alquilica de extension —CH que en el caso
del estudio realizado en las hojas se podria decir que es menor que la de este Trabajo
Especial de Grado también se puede visualizar la ausencia de picos caracteristicos del
aceite esencial en los picos de cadenas alquilicas con cuatro (4) o mas grupos —CHy,
en el de extension —CO del grupo Ester y en los picos de la flexion —CH de cadenas

Alquilicas.

58 Martin 2010



Capitulo V Conclusiones

CAPITULO V
CONCLUSIONES

En este capitulo se presentan las conclusiones del Trabajo Especial de Grado, que se

generaron posteriormente de ser recolectados y analizados los resultados obtenidos en

cada experiencia.

10.

Al usar Etanol como cosolvente en la extraccidn supercritica se logra recuperar el
extracto.

En la extraccion convencional se extrae no solo el aceite esencial sino también
otros compuestos como los colorantes.

La presion optima de extraccion del aceite esencial de Neem en base al
rendimiento fue 2100 psig.

La temperatura Optima de extraccion del aceite esencial de Neem en base al
rendimiento fue 60°C.

La extraccion convencional presenta un mayor rendimiento que la extraccion
supercritica.

En la extraccion supercritica la variacién de la presién no presenta influencia
sobre la calidad del aceite obtenido.

Elevar la presion en la extraccion supercritica favorece el rendimiento.

El incremento de la temperatura, en la extraccion supercritica aumenta el
rendimiento.

A mayor temperatura se obtiene mayores rendimientos, debido a la presion de
vapor de los componentes del aceite.

El estudio de los espectros de infrarrojo no permite tener una idea clara de la

composicion de los extractos.
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RECOMENDACIONES

En el presente Trabajo Especial de Grado se han desarrollado varias técnicas de
investigacion, experimentacion y de andlisis que permiten plantear una serie de
recomendaciones basadas en la experiencia adquirida para alcanzar estos objetivos y

para desarrollar estudios subsiguientes relacionados con el tema.

e Sustitucion total del Autoclave E88-10531-1 MAWP 2000 psi 450°F USA 1987
debido a la deformaciédn del dispositivo de seguridad (zipper) y dafio del sistema
interno de calentamiento. Adquirir un equipo que resista mayores presiones a fin
de poder realizar barridos de presion en un rango mayor.

e Secar las semillas 24 horas antes de la experimentacion favorece el rendimiento
del extracto final.

e mejora mandémetros para evitar una sobrepresion en el sistema por malas
mediciones.

e Sustitucion total del sistema de tuberias desde el sistema de acumulacion de CO,
hasta el extractor supercritico.

e Cuando sea necesario la compra de empacaduras de goma se debe especificar que

es para presiones y temperaturas altas.

¢ Recolectar las semillas de Neem del arbol lavar, depurar, secar e inmediatamente
colocar en un sistema refrigerado para evitar su descomposicion.

e Para futuros Trabajos Especiales de Grado realizar la extraccion del aceite esencial
del fruto entero y no solo de la semilla y asi conocer si se consigue mayor cantidad
de aceite esencial.

e Realizar las pruebas de extraccion en un periodo no mayor de un (1) mes después
de haber recolectado el fruto para obtener mayores porcentajes de rendimiento.

e Para la extraccion supercritica es recomendable utilizar una mayor cantidad de
matriz vegetal; un valor aproximado de 100 a 150 gramos para obtener mas
cantidad de aceite esencial debido que en el proceso de descarga ocurren perdidas

por arrastre del CO, a la atmdsfera.
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Adecuar un sistema de separacion del aceite esencial del CO; por uno en el que el
dispositivo de almacenamiento del extracto se encuentre unido a la linea de
proceso, para facilitar y evitar pérdidas de extracto.

Aplicar un control de flujo para la descarga del equipo de extraccion supercritica
gue garantice una velocidad de descarga constante y asi se optimice la
condensacion del extracto luego de la salida del equipo.

Adquirir dispositivos o controladores de presidon y temperatura de la extraccion
para que se mantengan constantes las condiciones de operacion en el extractor
supercritico.

Realizar extracciones del aceite esencial que provengan de distintas formas de
cultivo de la planta de Neem, para observar la variacion de la calidad de aceite.
Realizar pruebas a escala piloto y empezar la proyeccion de este proyecto a nivel
comercial.

La caracterizacion de los extractos debe verificarse con algin otro método
aplicable como la espectrometria de masas o la cromatografia.

Colocar una manta de calentamiento o algun otro sistema de intercambio de calor
alrededor del capilar de descarga para que por el fendmeno de expansion del gas
saliente esta tuberia delgada no se obstruya causando problemas operacionales.
Colocar un filtro de acero inoxidable antes de la valvula de descarga del equipo
para asi evitar posibles obstrucciones de la tuberia con particulas de matriz
vegetal en el equipo, a la salida de extracto.

Estudiar el aumento del porcentaje de recuperacion si se aplica una etapa previa
de extraccion sobre la matriz antes de la extraccidn supercritica (microondas o
ultrasonido).

Variar el tiempo de residencia de la matriz para estudiar el comportamiento de

porcentaje de rendimiento y la calidad del extracto.
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ANEXOS
ANEXO A. CALCULO DEL RENDIMIENTO DEL PROCESO

Para el calculo del rendimiento total del extracto (Rt), se procedio a pesar la cantidad
de semillas empleadas antes de la extraccion y las semillas luego de la extraccion, las

cuales fueron secadas por 24 horas para eliminar la humedad que contenian.

Me = Mf — Mi (ec. 1)
Donde:

Me: masa de extraida, (g)

Mf: masa final de las semillas de Neem, (Q)

Mi: masa inicial de las semillas de Neem, (g)

Por ejemplo, para el primer experimento en el caso de la extraccion convencional se

tiene:

Mf= 22,3655 g

Mi= 50,0012 g

Sustituyendo en la ec. 1, se tiene:

Me =50,0012 g — 22,3655 ¢
Me = 27,6357 ¢

Luego, el rendimiento total del extracto se calcula como sigue:

Mext
R = *100 ec. 2
() @

Donde:

R+: rendimiento del extracto, (%)
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Mi: masa inicial de las semillas de Neem, ()

Por ejemplo, para la misma se tiene:

Sustituyendo en la ec. 2:

j*lOO

_(27,6357¢
T 50,0012
R, =5527 %

Los rendimientos obtenidos a partir de los datos recolectados durante la realizacion

de las experiencias tanto con extraccion convencional como con extraccion

supercritica, se muestran a continuacion en la tabla N°10. Las muestras obtenidas

durante las pruebas preliminares no fueron reportadas, pues se realizaron Gnicamente

para la adecuacion y familiarizacion con el equipo de extraccion supercritica.

Tabla N°10. Rendimientos de los extractos obtenidos

Muestra N° |  Tipo de extraccion | Masa inicial (g) Masa final (g) Rendimiento (%0)
1 Soxhlet 50,0012 22,3655 55,27
2 Soxhlet 50,0023 21,4409 57,12
3 Supercritica 50,0008 36,3105 27,38
4 Supercritica 50,0017 33,1561 33,69
5 Supercritica 50,0089 31,8806 36,25
6 Supercritica 50,0074 30,8695 38,27
7 Supercritica 50,0037 30,0622 39,88
8 Supercritica 50,0025 29,4614 41,08
9 Supercritica 50,0079 28,8095 42,39
10 Supercritica 50,0004 28,3402 43,32
11 Supercritica 50,0091 27,0949 45,82
12 Supercritica 50,0063 25,3281 49,35
13 Supercritica 50,0028 24,6463 50,71
14 Supercritica 50,0076 24,2436 51,52
66 Martin 2010



ANexos

ANEXO B. GRUPOS FUNCIONALES DE LOS COMPONENTES DEL

ACEITE ESENCIAL DE NEEM

A continuacion se presenta la Tabla N° 11 donde se resumen los grupos funcionales

presentes en las estructuras moleculares de los compuestos del aceite esencial de

Neem y los enlaces que generan vibraciones observables en los espectros infrarrojos.

Tabla 11. Grupos funcionales caracteristicos de los componentes del aceite de Neem.

COMPUESTOS

ESTRUCTURA MOLECULAR

ENLACES QUE
GENERAN
SENALES EN
ESPECTRO IR

Triglicéridos

Acido graso
Oléico
Palmitico
Estedrico
Linoléico
Araquidico

Cadena alquilica
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7
CH3(CHz)14
CH3(CHa)16
CH3(CH2)4(CH=CHCH>)2(CH>)s
CH3(CHa)1s

Ester
C=0
-CO
Cadena alquilica
CH
Insaturacion
-C-H

Terpenos

Azadiractina
Meliantriol
Isonimocinolida
Salanina
Nimbina
Nimbidina

nimocinolida

Alcohol
-OH
-CO
Cadena Alquilica
-CH
Cetona
C=0
Ester
C=0
-CO
Insaturacion
=C-H

Flavonoides

Quercetina
Miricetina

Kaempferol

Alcohol
-OH
-CO
Ester
C=0
-CO
Cetona
C=0
Insaturacion
=C-H

Esteroles

Nimbosterol

Cadena Alquilica
-CH
Alcohol
-OH
-CO
Insaturacion
=C-H
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ANEXO C. TABLAS DE INTERPRETACION DE ESPECTROS DE
INFRARROJO

Tabla 12. Interpretacion de los grupos funcionales de los Espectros Infrarrojos (Wade, 1993).

GRUPO 5 LONGITUD DE ONDA
TIPO DE VIBRACION L INTENSIDAD
FUNCIONAL (cm)
-OH extension 3500-3200 fuerte
Alcohol .
-CO extension 1320-1000 fuerte
asimétrica 2940-2910
CH,
-CH simétrica 2860-2840
3000-2830 media
extension cH asimétrica 2970-2950
° | simétrica 2880-2860
Cadena alquilica simétrica
CH, (tijeras) 1470-1440
-CH flexioén asimétrica 1470-1350 | 1470-1450 media
CH; simétrica 1380-1360
(paraguas)
’ C=0 extension 1750-1735 fuerte
Ester .
C-0 extension 1320-1000 fuerte
Cetona C=0 extension 1720-1710 Fuerte
Eter C=0 extension 1320-1000 fuerte
Insaturacion . .
=C-H extension 3100-3000 media

(doble enlace)
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ANEXO D. ESPECTROS REALIZADOS CON VARIACIONES DE PRESION
Y TEMPERATURA EN EL METODO DE EXTRACCION SUPERCRITICA.
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2100 psi T= 30°C
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W

ANEXO E. ESPECTROS REALIZADOS CON VARIACIONES DE
SOLVENTE EL METODO DE EXTRACCION CONVENCIONAL.
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ANEXO F: IMAGENES DE LOS EQUIPOS UTILIZADOS EN LA
INVESTIGACION.
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