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RESUMEN
El mercado de los fungicidas en Colombia estd experimentando un crecimiento exponencial
debido a las condiciones favorables para la agricultura en el pais, incluyendo el clima, el suelo y
la diversidad de cultivos. Estas condiciones también facilitan el crecimiento de hongos que pueden
contaminar los cultivos agricolas, resultando en pérdidas significativas si no se aplican fungicidas

adecuados y a tiempo.

Los fungicidas mas utilizados actualmente contienen compuestos quimicos como triazoles,
estrobilurinas, benzimidazoles y dicarboximidas, disefiados para inhibir o eliminar hongos segun
sus mecanismos de accion. Sin embargo, muchos de estos fungicidas tienen efectos secundarios
negativos en los suelos, como la infertilidad y la contaminacion de aguas cercanas, asi como en

plantas que sirven de alimento para animales locales.

Por esta razdn, se ha impulsado la investigacion hacia el desarrollo de fungicidas a partir de materia
prima organica para mitigar estos efectos secundarios de los productos sintéticos. El proyecto
actual busca evaluar tres métodos de extraccién etandlica y la capacidad de la hoja de tabaco para
inhibir el hongo Fusarium Oxysporum, utilizando un alcaloide presente en la planta de hoja de
tabaco (Nicotina). Este alcaloide interfiere con la membrana celular del hongo, inhibe enzimas

fungicas y detiene su crecimiento.

El proyecto busca identificar el método de extraccion mas eficaz en términos de rendimiento,
capacidad de inhibicién, eficiencia, analisis econémico, minimizacion de riesgos ambientales y
sociales. Con estos resultados, se planea conceptualizar una planta piloto para la produccion a
escala media del fungicida organico. Este plan incluird la definicion del diagrama de bloques,
balances de masa, costos de equipos, cumplimiento de regulaciones, medidas de seguridad y

sistemas de control necesarios para la operacion de la planta.

Este enfoque permitira establecer una base sélida para la escalabilidad de la extraccion etandlica

seleccionada y la posterior implementacion del fungicida organico en la industria agricola.



INTRODUCCION
Los hongos fitopatdgenos son una preocupacion en la agricultura, causantes de enfermedades de
pre y postcosecha en cultivos de hortalizas, cereales y plantas frutales, siendo responsables de
grandes pérdidas econdmicas. Cada afio, se aplican miles de toneladas de agroquimicos en el
mundo para controlar a estos organismos [1]. Entre los hongos fitopatdgenos mas comunes se
encuentra Fusarium oxysporum, un hongo filamentoso perteneciente a la familia Nectriaceae,
culpable de importantes pérdidas econdémicas y alimentarias. En 2012, fue incluido entre los 10
hongos fitopatdgenos mas importantes del mundo [2]. Fusarium oxysporum causa sintomas como
pudricién de la raiz, disminucion de rigidez en el tallo, marchitez de las hojas, y puede provocar

la muerte de la planta hospedera al expandirse a lo largo de ella [3].

El control de Fusarium oxysporum se realiza principalmente mediante el uso de fungicidas
sintéticos. Sin embargo, el uso frecuente de estos quimicos conlleva efectos adversos en la salud
y el medio ambiente, debido a componentes como bencenos, carbamatos, ditiocarbamatos,
compuestos de cobre, mercurio, estafio, entre otros. Varios estudios han sefialado que la aplicacion
repetida de fungicidas puede inhibir procesos en los agroecosistemas, especialmente en el suelo,
reduciendo la poblacion microbiana beneficiosa, afectando la absorcion de nutrientes por las

plantas, alterando el pH del suelo y causando infertilidad [4].

En respuesta a estos problemas, ha aumentado la investigacion y desarrollo de alternativas
sostenibles y ecoldgicas. Una de estas opciones es el uso de extractos vegetales, que poseen

propiedades antifingicas naturales y reducen el impacto ambiental.

Los extractos vegetales y los aceites esenciales han demostrado ser efectivos en el control de
hongos fitopatdgenos. Estos compuestos derivados de las plantas estan formados por sustancias
bioactivas producidas en procesos de metabolizacion, actuando como productos intermedios o
finales. Los extractos etandlicos de plantas han mostrado resultados positivos en la obtencién de
compuestos con propiedades antimicrobianas. El etanol se utiliza como solvente eficiente para
disolver una amplia gama de bioactivos, como alcaloides, flavonoides, terpenoides y fenoles,

debido a su polaridad.

El objetivo de este estudio es seleccionar entre tres métodos de extraccién etandlica de Nicotiana
tabacum y evaluar la efectividad de estos extractos en la inhibicion del hongo Fusarium oxysporum

a diferentes concentraciones. Los extractos que demuestren un mejor desempefio seran evaluados



para su potencial escalado en el disefio de una planta piloto destinada a la produccion de un biocida

a partir de estos extractos vegetales.



1. MARCO TEORICO

1.1  Genero Nicotiana

Son plantas originarias principalmente de América del Sur y Australia, plantas tipicamente
herbaceas, aunque algunas pueden ser arbustos o arboles pequefios. Son de hojas grandes y sus
flores suelen ser de color blanco, amarillo, rojo y morado. Este género contiene 88 especies
clasificadas desde la Nicotiana acaulis hasta la Nicotiana sanderae [5]

1.1.1 Nicotiana tabacum

El tabaco Nicotiana tabacum, es originaria de Sur América, especificamente de los andes. Es una
hierba de la familia de las solanaceas, la planta de tabaco se cultiva por sus hojas de tabaco las
cuales se secan para producir cigarrillos, puros y tabaco de mascar. EI componente activo de las
hojas de tabaco y lo que la hace adictiva es la nicotina sustancia que tiene también un efecto

farmacologico utilizandose para estimulacion y sedacion. [6]

Es una planta herbacea anual importante, econdmicamente, que crece en climas célidos y con
suelos humedos, se cultiva a partir de semillas o esquejes y su cosecha alcanza la madurez
completa, luego sus hojas pasan por un proceso industrial para producir productos para el consumo

humano.

1.1.2 Botanica

Nicotiana tabacum es una planta anual, con raices fibrosas que se encuentran a 30cm de
profundidad, un tallo erecto que alcanza una altura de 1.4 a 2.7m de donde brotan sus hojas largas
y anchas y produce alrededor de 10 a 20 hojas, su fruto es una capsula ovoide y sus flores presentan
colores rosa y rosado en forma de 5 sépalos y sus semillas son pequefias y de color oscuro;

aproximadamente 10.000 semillas pesan 1g y germinan de 10 a 20 dias. [7]

1.1.3 Condiciones climaticas de cultivo
Es una especie que se desarrolla en un margen extenso de condiciones ambientales. Algunos

aspectos Optimos para el crecimiento y desarrollo de la planta son:

Temperatura: La temperatura ideal oscila entre los 18°C y los 28°C. Requiriendo un promedio de

3700°C para completar su estado vegetativo.

Luz: La cantidad de luz que reciba la planta afecta a la formacion de nicotina favoreciendo las

distintas cantidades de este alcaloide.



Precipitaciones: La planta soporta la sequia, pero el tamafio de las hojas y la calidad dependen de

la cantidad de agua que se obtenga durante el ciclo vegetativo.

Viento: Si son muy intensos o frecuentes pueden causar traumatismo y ruptura del tallo.

Suelo: Los suelos debes tener un nivel de acides entre 5,.2 y 6.2 con un 3% de materia organica.
La calidad de nicotina obtenida en las hojas también depende de estas condiciones. [8]

1.1.4 Sistema de cultivo

1.1.4.a Semilleros. El semillero constituye una etapa crucial en el cultivo del tabaco, requiriendo
tierra suelta con buen drenaje tanto superficial como subterrdneo. La seleccién adecuada del
terreno y el uso de semillas de alta calidad son el primer paso para establecer una plantacion
exitosa.

Los métodos de semillero varian segun la especie de tabaco a cultivar. En Colombia, se cultivan
dos tipos: Tabaco Burley y Tabaco Negro. Para el primero, se emplea la técnica del sistema de
piscinas, donde se prepara la tierra formando canales que facilitan la hidratacion de las semillas.
En cambio, para el Tabaco Negro se utiliza el método tradicional, donde las semillas se siembran

directamente en el suelo sin ninguna preparacion adicional [5].

1.1.4.b Cosecha. La cosecha se realiza en el momento en el que las hojas se vuelven amarillentas
con una viscosidad y un sudor particular ademas de un olor penetrante, fuerte y caracteristico. Es
dificil obtener una maduracion igual en todo el tabacal, por esta razon se realiza una cosecha
parcializada. Se deja madurar la planta y se cortan las hojas por orden de nacimiento de una a tres
por tallo, luego se coloca en unas varas llamadas cujes, de esta manera la hoja queda libre por lado

y lado, se lleva a un proceso de secado hasta que obtengamos la caracteristica deseada de hoja.

1.1.4.c Secaderos. Los secaderos son unas estructuras construidas especialmente para una buena
curacion del tabaco. Debe procurarse que estos espacios sean oscuros, no sean humedos y tengan
una buena y facil ventilacion.

1.2 Metabolitos

Las celulas de los seres vivos sintetizan elementos como carbono, nitrogeno, oxigeno, entre otros
mediante reacciones quimicas necesarias para el funcionamiento del organismo estando inmersas
en procesos de crecimiento, desarrollo o reproduccion a estos se le denominan metabolitos

primarios, pero las plantas poseen la capacidad de sintetizar varias moléculas orgénicas que no



tienen una funcion directa con los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,

transporte de solutos o sintesis de carbohidratos o lipidos. [9]

1.2.1 Metabolismos secundarios

Las plantas producen muchos compuestos bioactivos y de metabolitos secundarios, utilizando
estos para defenderse al ataque de insectos. microorganismos y como medio de adaptacion al
ecosistema. Durante afios se han utilizado estos compuestos bioactivos principalmente en la
produccion de medicamentos y preservantes de alimentos, pero se ha demostrado que tiene
efectividad para modular selectivamente las poblaciones de algunas plagas que atacan cultivos

agricolas.
Figura 1
Metabolitos secundarios en las plantas
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Nota: La figura anterior muestra la funcién de los metabolitos secundarios que se encuentran en las plantas. Avalible:
https://www.researchgate.net/publication/242671743 La_Participacion_de_los_Metabolitos_Secundarios_en_la_De
fensa_de_las_Plantas

Como parte de esta defensa quimica las plantas sintetizan y acumulan compuestos de bajo peso
molecular, algunos pertenecientes al grupo de los alcaloides, los terpenoides y los
fenilpropanoides, que participan de una forma directa matando selectivamente microorganismos

patdgenos que se encuentran en la planta.



1.2.2 Metabolitos secundarios

1.2.2.a Alcaloides. Los alcaloides son compuestos heterociclicos sintetizados a partir de algunos
aminoacidos como lo son: el triptofano, tirosina, fenilamina, lisina, arginina y ornitina. Los
alcaloides se pueden dividir en los siguientes grupos: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides
quinolizidinicos, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides indélicos [10] Sus
efectos inhibidores del crecimiento microbiano radican en su capacidad de intercalarse en el DNA
impidiendo la sintesis de proteinas y enzimas de transcripcion lo que contribuye a los efectos alelo
quimicos y toxicos contra bacterias, hongos, virus, insectos y vertebrados de esta forma impide su
crecimiento y desarrollo. Como antes se menciond los alcaloides se sintetizan para defensa de las
plantas, pero se conocen de microorganismos que evitan estos metodos de defensa asimilando,
transportando y almacenando estos compuestos para utilizarlos en beneficio propio. Entre los
alcaloides con actividad bioldgica tenemos la Nicotina, Sanginarina, Citisina, Berberina Betanina

entre otros.[11]

1.2.2.b Taninos. Son un grupo de metabolitos secundarios que defienden a las plantas de
microorganismos, por la capacidad de su estructura quimica de unirse con las proteinas y
precipitarlas.

Los taninos tienen un olor caracteristico, sabor amargo y astringente, de color amarillo hasta
castafio oscuro, existen dos clases de taninos: Los taninos condensados son polimeros derivados
de un flavonoide mayormente encontrados en madera de plantas lefiosas y los taninos hidrolizables

polimeros formados por &cidos fendlicos, acido galico y azucares simples. [12]



1.2.2.c Flavonoides. Es un grupo de metabolitos secundarios que presenta en su esqueleto 15
carbonos ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican
en antocianinas, flavonas, flavonoles e isoflavonas y depende del estado de oxidacion del puente
de carbonos en cada caso. Las plantas emplean este metabolito para la defensa ante
microorganismos y para la generacion de sus pigmentos. [13]

1.2.2.d Esteroides. Los esteroides son de estructura bésica conformada de cuatro anillos de
ciclopentano, se encuentra en plantas y animales. Descubierto en 1926 en plantas de cereales como
avena ya arroz. Otros investigadores demostraron la actividad en remolacha, la papa y la levadura.
Luego de tres afios se descubrié que los humanos generan esteroides por una hormona llamada
estrona secretada por los ovarios.

1.2.2.e Quinonas. Las quinonas son dicetonas ciclicas conjugadas encargadas de la oxidacion y
reduccion de los sistemas bioquimicos son muy comunes en plantas, hongos, bacterias y en el reino
animal en artrépodos y equinodermos dentro de las planas, ligada a la oxidacion de NADPH
compuesto presente en el proceso de fotosintesis en la fase oscura. Se clasifican en benzoguinonas,
naftoquinonas o antraquinonas. [14]

1.3 Nicotina

La formula quimica de la nicotina es C1o Hi4 N2 y su estructura quimica se observa en la figura 2.
Figura 2

Molécula de nicotina

Nicotina

Nota: La figura ilustra la Molécula de nicotina Avalible:
https://www.researchgate.net/publication/284284409_PLAGUICIDAS_BOTANICOS_UNA_ALTERNATIVA_A_
TENER_EN_CUENTA



La nicotina fue conocida en 1809 y esta formada por una piridina 3-sustituida enlazada a un anillo
N- metilpirrolidina, se sintetiza principalmente en las raices de la planta y de alli es conducida por

la savia a traves del tallo para acumularse en las hojas bajo forma de sales orgénicas. [15]

Este alcaloide se encuentra en las hojas de 0.6 a 6% de nicotina y puede llegar al 15% en algunos
casos. [16] La nicotina es el alcaloide con mayor representacion con un 95% del total de la fraccion
alcaloide el segundo es la nornicotina. En los ultimos afios se le ha dado importancia a los extractos
de esta planta para ser utilizados como repelentes por ejemplo en Brasil donde se han realizado

estudios como un inhibidor de la garrapata comun.

La nicotina es un compuesto que a temperaturas elevadas se descompone, es de color amarillo o
marron, de aspecto aceitoso, es de un olor fuerte, combustible higroscépico, soluble en agua y

alcohol, también es toxica, adictiva y venenosa.

1.4  Biocidas

Los biocidas son sustancias naturales quimicas o bioldgicas utilizadas para destruir, controlar,
prevenir o mitigar organismos nocivos, como bacterias, virus, hongos, insectos, roedores u otras
plagas que pueden afectar la salud humana, la agricultura, la ganaderia, el medio ambiente o la
industria. La mayoria de los biocidas actian sobre la membrana celular de las células vivas,
especialmente sobre los lipidos, proteinas, acidos nucleicos, minerales, hormonas ademas de otros

elementos que se encuentran en la célula. [17]

Sus caracteristicas son:

e Amplio rango de actividad frente a los organismos a combatir.
e Capacidad para mantenerse activo a diferentes rangos de pH.
e Alta solubilidad en agua.

e Efectividad a bajas concentraciones de esta forma se aminora los costos de transporte,

almacenamiento y produccion.
e Baja toxicidad para los humanos.

e Compatible con sustancias quimicas presentes en el proceso.



Los biocidas estan divididos en 22 tipos de productos de acuerdo con su uso, que se clasifican en
grupos de acuerdo con su blanco de accion y el efecto especifico que ejercen dentro de estos se

encuentran:

Grupo 1: Desinfectantes.
Grupo 2: Conservantes.
Grupo 3: Plaguicidas.
Grupo 4: Otros biocidas.

El control de plagas usando biocidas se acepta en multiples ambitos, pero los organismos
desarrollan estrategias inherentes que les confiere la capacidad de evadir estos compuestos. Es por
esto que la accion del biocida esta medida por factores, que le causan a las células un dafio
irreversible, logrando el control del microorganismo y generando asi la inhibicion o eliminacién

de manera exitosa. [18]

1.4.1 Biocidas a base de extractos vegetales

Algunos tipos de plantas producen compuestos que tienen la capacidad de inhibir el ataque de
ciertos patégenos, como los exudados fungitoxicos presentes en las hojas de algunas especies.
Estos compuestos, como los fenoles y taninos, se acumulan en altas concentraciones en las células

vegetales, especialmente en las hojas o frutos jovenes, como respuesta a la infeccion.

Estas plantas contienen principios activos como sales minerales (silicicas, potésicas, magnesicas
y de aluminio), sapondsidos (equisetonina), taninos, flavonoides (isoquercetrésido, glucésidos de
kenferol), vitaminas, acidos y trazas de alcaloides. Estos compuestos organicos se utilizan como
biocidas debido a su actividad antimicrobiana y a los efectos bioactivos que generan como

resultado de los compuestos quimicos que producen [19].

15 Hongos

Los hongos presentan caracteristicas generales como una membrana nuclear y organelos rodeados
de membrana definidos como celulas eucariotas. Los hongos necesitan carbohidratos complejos
como fuente de energia ya que no pueden hacer fotosintesis ni fijar carbono, por lo que son

heterétrofos.



La mayoria de los hongos toman sus nutrientes por absorcion, obteniéndolos por la degradacién
de compuestos complejos por las exoenzimas que liberan al medio; realizando una digestion
extracelular, permitiendo utilizar muchos sustratos como nutrientes y fuentes de energia,

interviniendo activamente en los ciclos de carbono y nitrégeno.

Un gran porcentaje de estos hongos son aerobios estrictos porque necesitan para crecer el oxigeno
libre como aceptor de electrones, pero algunos pueden ser anaerobios facultativos, pueden usar
otras moléculas como aceptores de electrones. Adicionalmente, se conoce que un grupo de hongos
que vive en el rumen de los herbivoros no poseen mitocondria sino hidrogenosomas y son

anaerobios estrictos.

Son organismos que no poseen flagelos, por lo cual no son capaces de tener movimiento por si
mismos, a excepcion de las zoosporas y los planogamentos de los hongos acuaticos. La fase
somatica o vegetativa (talo) puede ser unicelular como en las levaduras; filamentosa como en los

mohos cuya fase somatica esté constituida por filamentos tubulares denominados hifas. [20]

1.5.1 Genero Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos habitante del suelo, muchas de sus
especies causan enfermedades a los seres vivos (Humanos, animales y plantas), Las especies
Fusarium pueden causar un amplio espectro de enfermedades, en plantas son muy variados e
incluyen pudriciones de raices y tallos, chancros, marchiteces, pudriciones de frutos y semillas y
dafios en las hojas. Las marchiteces por Fusarium afectan y causan pérdidas econémicas ya que
afectan varios cultivos como hortalizas, flores, algodon, tabaco, banano, café tomate y cafia de

azucar. [21]

Entre las enfermedades mas importantes esta el mal de Panama causada por Fusarium oxysporum
la cual corresponde a una epidemia que ha pasado fronteras, ya que la enfermedad a llegado a

Colombia hace unos afios afectan principalmente los cultivos de platano y banano.

En el género Fusarium se reconocen mas de 200 especies, se estima que el 70% de estas son
patogenas, segun los datos de la Sociedad Americana de Fitopatologia (APS), Colombia registra
al menos 54 especies de Fusarium como patogenas entre las que se encuentran F. oxysporum f. sp

cubense, Fusarium solani f. sp. Phaseoli Fusarium graminearum y Fusarium verticillioides. [22]



1.5.2 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es un hongo habitante del suelo que puede sobrevivir por varios afos sin la
presencia del hospedante, parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas y
Angiospermas, esto debido a la capacidad que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas
plantas. Es la especie de Fusarium de mayor importancia econémica ya que el hongo alberga en
el suelo cepas patdgenas para diferentes cultivos, se caracteriza por producir colonias de rapido
crecimiento. La morfologia de las colonias es variable, pero presenta textura algodonosa, de blanco
a rosado durazno y un tinte purpura o violeta. [23]

El hongo se conserva en el suelo y puede sobrevivir a una profundidad de 100 a 150cm, resiste a
la desecacion y a la saturacion del agua en el suelo. Las esporas pueden difundirse durante la
manipulacion de la planta, por el agua de riego o por el viento, luego se depositan sobre los
sustratos de cultivo. El micelio se desarrolla y empieza a contaminar la raiz, por heridas o aperturas
naturales, debido a esto, las esporas y la resina que secreta la planta para defenderse, el tejido
vascular se bloguea y da lugar al principal sintoma que genera Fusarium oxyspoum la marchitez.
El hongo sigue creciendo, generando esporas en el tejido muerto y dando lugar a las
macroconidias, puntas de Fusarium en forma de luna que luego se dispersan hasta dafiar

completamente el cultivo.

En distintos paises y en diversas épocas se han presentado epidemias por Fusarium oxysporum
atacando plantas econdmicamente importantes, causando marchitamientos vasculares y muerte en
las plantas, En hortalizas se registran ataques contra cultivos de tomate, apio, repollo, esparragos
y remolacha. En frutas ataca se registran ataques en banano, platano, citricos, mel6n y guayaba.
En leguminosas hay ataques en granos de frijol, soya, alverja, lenteja y garbanzo. En plantas
productoras de aceite en ajonjoli y palma africana. En plantas productoras fibra se encuentra en

lino y caflamo. En cultivos iliciticos se registra ataque en coca, amapola y marihuana. [24]

1.5.3 Meétodos de control contra Fusarium osysporum

1.5.3.a Métodos bioldgicos. Para el control de esta enfermedad se ha propuesto una lucha biolégica
utilizando otro tipo de microorganismos antagonistas como diversos hongos y bacterias para el
control de la especie Fusarium oxisporum.

Algunas bacterias fluorescentes tales como Pseudomonas putida, Paeruginosa y pseudomonas han

reducido notablemente la infeccion por Fusarium oxisporum. Ademas algunas combinaciones de



bacterias y el quelato de hierro EDDHA han ocasionado una accion aditivita a la reduccion de la
enfermedad. Otras bacterias quitinoliticas como Serratia liquegasciens, Arthrobacter sp y
Alcaligenes Sp. han logrado también la reduccion apreciable de este tipo de hongo.[25] En
Finlandia se demostré la variedad antagonica de diversas especies de Streptomyces en el control
de Fusarium oxysporum, siendo el aislamiento de Streptomyces griseoviridis, la especie de

bacteria antagonista mas efectiva y la cual se comercializa bajo el nombre de Mycostop.

Ademas de los métodos mencionados, la aplicacion combinada de estos microorganismos con
otras sustancias parece ser la estrategia mas conveniente para un mejoramiento racional
enfermedad, sin embargo, son procesos que tienen que hacerse con exactitud para que sean

realmente efectivos y econémicamente viable.

1.5.3.b Métodos quimicos. Para disminuir el hongo en el suelo, se utiliza un tratamiento con vapor
y fumigantes. El tratamiento con vapor al suelo ha sido el método mas eficiente para reducir la
enfermedad y se ha logrado tener mayor eficiencia con la aplicacion previa de algunos fumigantes.
A pesar de la alta eficiencia de este método presenta alguna limitacién, como lo son su alto costo
y la desproteccidn bioldgica del suelo después del tratamiento.

Asi mismo se han utilizado diversos fumigantes, tales como lo son Metan-sodio, Dazomet, Metil-
isotiocianato, Formaldehido y Bromuro de metilo, los cuales se obtienen resultados variables de
control y una erradicacién parcial del patdgeno. Estos activos fumigantes son costosos, tienen una
poca selectividad y ocasionan una reduccién muy apreciable de los antagonistas bioldgicos
anteriormente mencionados. La aplicacion sistematica de otros fungicidas del grupo de los
Benzimidazoles y de los Tiofanatos ha sido otro de los métodos de control de enfermedades con
resultados variables, hay investigadores que apoyan estos dos ultimos, pero otros que rechazan y

refutan estas afirmaciones. [26]

1.6  Solventes

Un solvente es una sustancia capaz de disolver o diluir otras sustancias debido a su estructura
molecular, que permite que interactle con los solutos y los separe de su estructura original,
formando una mezcla homogénea. Un solvente es considerado suficientemente puro si no contiene

impurezas en cantidad para inferir sobre la calidad admisible del producto.

El agua es el solvente mas comdn y ampliamente utilizado en todo el mundo, como en la

fabricacion de productos quimicos, procesos biologicos, de limpieza, entre otros. Asi como el



agua, existe una gran variedad de disolventes organicos como la acetona, el etanol, el metano,
entre otros; Estos solventes tienen la particularidad de ser utilizados mayormente en la industria

quimica y en laboratorios para disolver productos orgéanicos y realizar reacciones quimicas.

En la industria petrolera podemos encontrar muchos disolventes extraidos del proceso de
refinamiento de los crudos, utilizados en aplicaciones como la limpieza de grasas y aceites,
extraccion de aceites esenciales y fabricacion de productos quimicos. Estos solventes son
hidrocarburos refinados como la gasolina, el queroseno, aromaticos BTX (benceno, tolueno,

xileno), la nafta, parafinas y otros derivados del petréleo.

Para tener un buen criterio de seleccion de solventes para la extraccion requerida es importante
tener en cuenta factores como la naturaleza del soluto, su compatibilidad, la toxicidad y seguridad
asociados con el solvente, el costo y consideraciones ambientales. Al considerar estos factores, es
posible tomar una decision informada sobre qué solvente utilizar en una aplicacion especifica para

minimizar riesgos y tener el mejor rendimiento en el producto final. [27]

1.6.1 Solventes para extractos de Nicotiana tabacum

Los compuestos organicos presentes en las plantas generalmente son méas solubles en solventes
organicos que en agua. La eleccion del disolvente depende de la solubilidad, la volatilidad,
inflamabilidad y toxicidad. En la tabla 1 se muestran algunos disolventes segln su polaridad.
Cuanto mayor es la afinidad del disolvente por el extracto es mas facil su extraccion y esto depende
la polaridad de ambos. El disolvente de extraccion debe ser inerte, no altere la forma quimica del

compuesto que se quiere extraer.
Tabla 1

Solventes por polaridad

Eter de petréleo

n- Hexano

Benceno

Tolueno

Xileno




Cloroformo MENOS POLAR

—

MAS POLAR

Eter Etilico

Acetato de Etilo

cetona

Etanol

Metanol

Agua

Acido acético

Nota: La tabla anterior muestra los diferentes solventes que se utilizan ordenados de menor polaridad a mayor

polaridad

Para extraer los componentes de un tejido animal o vegetal, se parte del material molido, la
extraccion de un compuesto organico depende de la polaridad del disolvente elegido, normalmente
se utiliza un disolvente poco polar para la extraccién de metabolitos secundarios. En algunos casos
los residuos se separan y se somete a una nueva extraccion con un solvente de mayor polaridad.
[28].

La eleccion del solvente se realiza con base en dos articulos de investigacion titulados Obtencion
de alcaloides a partir de corteza y madera de la especie Rollinia pittieri (ANNONACEAE) [29] y
Obtencion y rendimiento del extracto etanolico de dos plantas medicinales, [30] en los que se
utiliza etanol al 96% para extraer metabolitos secundarios alcaloides de diferentes plantas, ya que
la afinidad que tiene este solvente con este tipo de compuestos bioquimicos hace una extraccion

mas rapida, aumentando el rendimiento y la cantidad de extracto final obtenido.

1.7 Métodos de extraccion

1.7.1 Maceracion fria

La maceracion en frio es una técnica de extraccion solido-liquido que consiste en remojar el
material a extraer debidamente triturado en un solvente apropiado, hasta que este penetre los
tejidos ablandando y disolviendo las porciones solubles, debe realizarse en un recipiente que no
reaccione con el disolvente, normalmente se utiliza vidrio. El recipiente se sella y se almacena por

un periodo determinado de tiempo en un lugar fresco y oscuro agitdndose ocasionalmente. Después



de haber pasado el tiempo se obtendra los compuestos a extraer gracias a la afinidad que este tiene

con el material a extraer. [31]

1.7.2 Destilacion Soxleth:

La extraccion Soxleth consiste en el lavado de la materia prima solida con un determinado solvente
liqguido que va extrayendo los componentes méas solubles, mientras estd en un constante
calentamiento. Esto ocurre en un aparato de extraccion continuo solido-liquido Ilamado extractor

Soxleth que se usa cominmente para extraccion de productos naturales.

Entre sus ventajas se incluye el uso de grandes cantidades de muestra y que el proceso en el equipo
se hace de maneta casi continua, es decir, no tienen que estar controlados continuamente. Entre
sus inconvenientes se destaca los largos tiempos de extraccion, uso de grandes cantidades de

disolventes y la necesidad de concentracion después de la extraccion. [32]

La velocidad de reflujo depende de la eficiencia y el tamafio del condensador. La materia para
extraer se introduce en unos cartuchos porosos y se coloca en el centro del recipiente
posteriormente el solvente se caliente, los vapores suben por el tubo y llegan al condensador en
donde el solvente cambia de estado y cuando el sifon se llena, se desocupa y regresa al recipiente
como solvente+extracto. Este proceso se repite hasta que se completa un nimero determinado de

sifonados. A continuacion, en la figura 3 se muestra el proceso de detraccion Soxleth. [33]



Figura 3

Esquema de extraccion simple

=
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Nota: La figura representa el montaje experimental para una extraccion Soxleth. Availible: http://ainstrumental.
wikispaces.com/EQUIPO+SOXHLE

1.7.3 Destilacion simple

Una destilacién simple es una operacion mediante se separan uno 0 varios constituyentes
contenidos en un sélido a través de un disolvente que se calienta a una temperatura determinada
hasta lograr su cambio de fase, posteriormente parte de este se recupera haciendo que los vapores
liberados pasen por un condensador, el proceso de destilacidon simple se detiene cuanto obtenemos
un valor determinado de solvente recuperado. La ventaja de este proceso es la recuperacion de
disolvente que se puede realizar, la desventaja es que esta disolvente debe ser tratado para volver
a ser utilizado en otros procesos. En la figura 4 podemos observar el montaje del proceso de

extraccion simple. [34]



Figura 4

Esquema de extraccion simple
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Nota: La figura representa el montaje experimental de una destilacion
https://doi.org/10.35466/vid2021n6021

simple.

Availible:


https://doi.org/10.35466/vid2021n6021

2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo general

e Producir un biocida generado a partir de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum) para el control

del hongo Fusarium oxysporum.

2.2 Objetivos especificos
e Caracterizar fisicoquimicamente los extractos etanolicos provenientes de hojas de tabaco (N.

tabacum).

e Evaluar el rendimiento de extractos etanodlicos provenientes de hojas de tabaco (N. tabacum)
por tres métodos de extraccion diferentes.

e Determinar el efecto antifungico de extractos etandlicos provenientes de hojas de tabaco (N.
tabacum).

e Disefio conceptual a escala de planta piloto del proceso productivo de un biocida a partir de

extractos etanolicos provenientes de hojas de tabaco (N. tabacum).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1  Obtencion de la Nicotina

La extraccion de nicotina se llevo a cabo utilizando hojas frescas de tabaco obtenidas en la plaza
de Paloguemao en la ciudad de Bogota D.C. Se emplearon tres métodos de extraccion: maceracion
fria, destilacion Soxhlet y destilacion simple, utilizando etanol al 96% como disolvente. La
eleccion de este solvente se basé en la informacidn registrada en la tabla 1 y en los resultados
obtenidos en el articulo titulado "Insecticida con extractos naturales”, donde se demuestra que el
etanol al 96% es eficaz para la extraccion de metabolitos secundarios de Nicotiana tabacum [35].

Debido a que la nicotina es un compuesto polar, este solvente facilita su extraccion.

3.1.1 Preparacion de materia prima

Las hojas de Nicotiana tabacum se trituran hasta disminuir su tamarfio de particula ya que esto
facilita el contacto entre el solvente y el soluto, permitiendo asi una transferencia de masa eficaz.
[36]

3.1.2 Extraccién quimica

El proceso de extraccion se desarrolla mediante tres tipos de extraccion en condiciones ambientales
estandar (25°C y 0.74 atm), empleando etanol al 96% como solvente en todos los casos. Cada
método fue replicado tres veces. A continuacion, se detallan las cantidades de materia prima,

solvente y las variables controladas en cada tipo de extraccion:

e Maceracion fria: El primer método de extraccion es la maceracion en frio, consiste en triturar
la materia prima, aproximadamente 50g que se introducen en frascos schott con un volumen
de disolvente de 333ml, se deja en reposo de 8 a 10 dias, en un ambiente oscuro, sin
humedad y mezclando eventualmente, este método de extraccion se realizé6 modificando los
valores experimentales del articulo titulado evaluacién de varias especies vegetales para la
inhibicion de la oviposicion y el control de la proliferacion de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, [37] en donde se obtienen resultados positivos para la extraccidn de hoja de
tabaco con cantidades similares a las propuestas. En la figura 5 se puede observar el proceso

de maceracion fria después del reposo.



Figura 5

Maceracion fria

Nota: La figura muestra el resultado de la extraccion por maceracion en frio antes del proceso de secado.

Con base en estos datos, se calcula la cantidad de etanol utilizada para los dos procesos siguientes,
destilacion simple y destilacion Soxhlet. Esto se realiza debido a que la cantidad de materia prima
varia para estos métodos de extraccion segun la disponibilidad de tamafios en los equipos
experimentales. La cantidad de solvente se calcula para los cambios de masa de la siguiente

manera:

30g * 333ml

50g )

Volumen de etanol = (

e Destilacion simple: El proceso de destilacion simple, se realiza pesando 30g de materia prima,
se trituran y se sumergen en 200ml de disolvente, posteriormente se utiliza un matraz de fondo
plano y un beaker que se ubican a lado y lado del condensador, en el matraz de fondo plano se
agrega la materia prima con el disolvente y se le aplica calor hasta que el disolvente cambia su
fase, una temperatura de 75°C-80°C, el beaker recolecta el disolvente producto de la
condensacion, este proceso finaliza cuando se recupera 100ml de etanol.[16] En la figura 6 se
observa el montaje experimental para este tipo de extraccion, en donde se realizan tres réplicas

de esta extraccion.



Figura 6

Destilacion simple

Nota: La figura muestra el montaje de la extraccion por destilacion simple antes del proceso de secado.

e Extraccion Soxhlet: En este procedimiento, se emplea aproximadamente 20 g de materia prima
solida previamente triturada, la cual se coloca en un cartucho de material poroso (papel filtro)
ubicado en la camara del extractor Soxhlet. Se afiaden 150 ml de disolvente en un matraz de
fondo plano y se calienta a una temperatura de 75°C-80°C. Los vapores del disolvente se
condensan y gotean sobre el cartucho que contiene la materia prima, permitiendo la extraccion
de los componentes solubles. Cuando el nivel de disolvente condensado alcanza un cierto
punto en la cdmara, el sistema de sifonado del equipo lo devuelve al matraz [38], como se

ilustra en la figura 7



Figura 7

Extraccion Soxhlet

Nota: La figura muestra el montaje de la extraccion por extraccion Soxleth.

3.1.3 Secado del extracto

Una vez realizada cada extraccion se separa la materia solida del extracto liquido, introduciendo
este en un horno a una temperatura de 65°C, en donde va a hacer retirado el solvente, dejando
como producto una sustancia de color verde/negra con textura de melcocha, la cual se depositara

en tubos falcon y serd llevada a refrigeracion.

3.2  Caracterizacion del extracto

Se realizé una marcha fitoquimica para determinar cualitativamente los metabolitos secundarios
presentes en el extracto, esto se realiza mediante reacciones de precipitacion y de coloracion.
Inicialmente se usa una muestra de extracto crudo Solido a la cual se le afade etanol,
posteriormente se agrega acido clorhidrico, se hace un proceso de filtracidon para separar la fase
insoluble de la solucion acida extraida,[39] a la primera se le afiade cloroformo y con estos se
realizan los ensayos para identificar taninos y flavonoides, la segunda se utilizara para realizar las

pruebas de Esteroides y la presencia de alcaloides, como se ve en la figura 8 y 9.[40]



Figura 8

Inicio marcha fitoquimica
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo de la marcha fitoquimica, la separacién del material soluble e insoluble

Figura 9

Preparacién marcha fitoquimica
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo de la marcha fitoquimica, la separacién de fases organica liposolubles y
fase acuosa hidrosoluble



3.2.1 Ensayo para Taninos

A la fraccion A se le adicionan 2 gotas de cloruro férrico al 1%, el resultado de esta prueba es una
coloracion verde, azul o negra lo que significa que es positivo para taninos, en la figura 10 se puede
observar el procedimiento para la obtencion de esta caracterizacion. [41]

Figura 10

Ensayo taninos
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de taninos en la muestra.

3.2.2 Ensayo para Flavonoides

La identificacion de flavonoides se realiz6 mediante el ensayo Shinoda tanto para la fraccion A
liquida como para la fase acuosa — hidrosoluble y consiste en afiadir limaduras de Magnesio al
extracto liquido, posteriormente afiade HCI. Es una reaccion del magnesio en medio acido que
reduce los componentes flavonoides generando un producto pigmentado de naranja, rojo, violeta

0 rosa en donde se considera que es positivo para flavonoides. [42]



Figura 11

Ensayo Flavonoides parte 1
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de flavonoides polares por medio de la fraccion
A



Figura 12

Ensayo Flavonoides parte 2
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de flavonoides no polares utilizando la fase

acuosa-hidrosoluble.

3.2.3 Ensayo de Esteroides

Para este analisis se afiade cloroforma a la parte insoluble, se agita y se filtra al vacio haciendo un
proceso de separacion. Se le afiade anhidrido acético puro y Acido clorhidrico, si la coloracion es
verde o violeta es positivo para esteroides ver figura 13, mientras que a la solucion acida se le sube
el pH utilizando amoniaco, se afiade cloroformo, anhidrido acético y Acido clorhidrico, si esta
reaccién da como resultado una coloracion verde o violeta es positivo para esteroides. [43] tal y

como lo muestra la figura 14.



Figura 13

Ensayo Esteroides parte 1
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de esteroides polares utilizando la fraccion B.

Figura 14

Ensayo Esteroides parte 2
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de esteroides polares utilizando la solucion acida.



3.2.4 Ensayo de Quinonas

Para la deteccion de este metabolito secundario se emplea una prueba denominada accion de
Borntrafer-Kraus. Este procedimiento se le realiza a la fase insoluble anterior, se adiciona acido
sulfdrico posteriormente se introduce la solucion a bafio maria, estas drasticas condiciones
hidrolizan los enlaces glucosidicos y haciendo que los compuestos quinonicos se oxiden, se
adiciona Hidroxido de Sodio y amoniaco este ultimo para el pH, el resultado de esta reaccion es

una es una sustancia de color rojo cereza lo que significa que es positivo para quinonas. [44]
Figura 15

Ensayo Quinonas. Prueba para quinonas parte insoluble

/
|

{ Fraccion B8

T
*

Calentar P V5

*

{
l Enfriar ’.,-.v:

< Coloracion rojo - . ] Neaegauvo para

-, > -
cereza ‘ quinonas

Positivo para
Quinonas

Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de quinonas polares utilizando la fraccién B
proveniente de la parte insoluble.

3.2.5 Ensayo de Alcaloides

En la marcha fitoquimica, los reactivos de Wargen y Dragendorff desempefian un papel crucial en
la deteccion de alcaloides. El reactivo de Wargen, una solucion de yodo en acido acético glacial,
forma complejos coloreados, normalmente precipitados de color café. Por otro lado, el reactivo de
Dragendorff, compuesto de yoduro de potasio en acido acético con nitrato de bismuto, produce
precipitados de colores como naranja o marron al reaccionar con diferentes alcaloides. Estos

reactivos son fundamentales en el analisis fitoquimico, proporcionando herramientas para la



identificacion cualitativa de alcaloides en muestras de plantas. [45] Como se observa en la figura
16.

Figura 16
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Nota: La figura muestra el diagrama de flujo para la caracterizacion de alcaloides.

3.3 Cultivo de Fusarium oxysporum

3.3.1 Activacion de Fusarium oxysporum
Para la activacion del hongo (Fusarium oxysporum) es necesario preparar un cultivo, el cual se

escogio un medio adecuado para este hongo que sera el Agar Sabouraud Dextrose.

En dos cajas de Petri se vierten 20 mL de agua desionizada o destilada en cada una, para un total
de 40mL. En los cuales seran mezclados con 2,6 gramos de Agar Sabouraud Dextrose, de acuerdo

con la siguiente proporcion.

Posteriormente, se esterilizan las cajas de Petri junto con todos los materiales que seran usados en
la caja de extraccion para activar el hongo a una temperatura de aproximadamente 120°C, por un
tiempo promedio de 45-60 minutos, para luego ser vertido en las cajas de Petri bajo las condiciones

asépticas como una cabina de extraccion de flujo laminar hasta que enfrie y se solidifique el medio.

Debido a que el hongo esta en un esporangio o en forma de cultivo de placa, se utiliza un asa de
inoculacion esteéril para recoger una muestra pequefia y estirando el hongo uniformemente sobre

la superficie del agar para la fase de inoculacién del hongo.



El siguiente paso es la incubacion de las placas para el crecimiento del hongo a temperaturas entre
los 20-30 grados Celsius en condiciones de oscuridad o luz controlada, monitoreando el cultivo
regularmente para verificar el Optimo crecimiento del hongo el cual puede tardar desde dias hasta
semanas e identificar caracteristicas morfoldgicas como la formacién de colonias, color y textura,

para confirmar la activacion del hongo segun su clase y el cultivo.

Una vez activado Yy crecido, el hongo debe ser almacenado para usarlo posteriormente y asi ser
conservado a corto plazo en las placas de agar selladas con Parafilm a maximo 4 grados Celsius

para evitar contaminaciones y asegurar la pureza del cultivo. [46]

3.3.2 Banco de trabajo

Un banco de trabajo es un aislamiento del hongo después de su activacion, esto se hace para
conservar el hongo. El procedimiento se realiza en tubos eppendorf utilizando una proporcién 1/1
de glicerina y Caldo Dextrosa Sabouraud, en este caso se utilizO 1ml de cada reactivo,
posteriormente utilizando el area de la cabina laminar previamente desinfectada y utilizando asas
y puntas de micropipeta se almacenan los cilindros del hongo en los tubos eppendorf para

conservarlos en una nevera a una temperatura de refrigeracion de 0 a -5°C.
Figura 17

Banco de trabajo

Nota: La figura muestra el banco de trabajo con aproximadamente 10 muestras de hongo Fusarium oxysporum



3.3.3 Medio de cultivo

Se emplea un medio de cultivo usando Agar Dextrosa Sabouraud y agua desionizada, se pesa 65g
de Agar por 1L de agua considerando que para 10 cajas Petri de vidrio se usan 250ml de agua, la
solucién se pone en agitacion hasta que el Agar se diluya en su totalidad mientras esto ocurre se
preparan unos sobres para cubrir el material a utilizar. La solucion de Agar se autoclave a una
presion de 15 bares junto con los sobres, una vez terminado el auto clavado el Agar se enfria en
bafio maria para agregarse en las diferentes cajas Petri, con ayuda de las asas y dentro de la cabina
laminar se pasan los hongos de los tubos eppendorf a cada una de las cajas Petri, se sellan las cajas
Petri con Parafilm y se envuelven en vinipell. Las cajas Petri son almacenadas en una incubadora

a una temperatura de 25°C a 30°C durante un periodo de 8 a 13 dias. [47]

3.4  Antibiogramas

3.4.1 Preparacion de solucion
Figura 18

Soluciones Madre

Nota: La figura muestra las soluciones madre, compuestas de extracto y agua de donde se van a obtener diluciones
posteriores

Cada uno de los extractos obtenidos seran usados para preparar una solucién extracto/agua,
consiste en tomar 1,29 de extracto y disolverlo en 12ml de agua agitando constantemente por un



periodo de 5 minutos, al resultado de este proceso se le llama “Solucion madre”, esta sera utilizada

para hacer diluciones a diferentes concentraciones, asi:
CiVy =GV,
Donde:
Vi, = Volumen inicial
C; = Concentracion inicial
V, = Volumen final
C, = Concentracion final

Las diluciones se preparan a concentraciones de 1000, 2000, 3000 y 5000ppm, con base en el
articulo nombrado “Estandarizacion de un método de evaluacion de la susceptibilidad a
antifangicos segun la norma M38-A2 en Fusarium oxysporum f. sp. Cubense” [48] en donde se
realiza un estudio de una de las técnicas que permiten evaluar la susceptibilidad del hongo a
diferentes fungicidas utilizando diluciones a diferentes concentraciones obteniendo resultados de

crecimiento menores al 100% en concentraciones menores a 5000ppm.

Figura 19

Diluciones por cada tipo de extraccion

Nota: La anterior figura muestra cada dilucion a concentraciones de 1000ppm, 2000ppm, 3000ppm y 5000ppm para
cada tipo de extraccion.



3.4.2 Implementacion de antibiogramas

Se usan antibiogramas para determinar la probabilidad de que el extracto impida el crecimiento
del hongo, para este procedimiento se usan discos de papel filtro que se impregnan de cada dilucion
agua-extracto preparada anteriormente, el proceso se repite por triplicado para cada concentracion,
luego se cultiva el hongo en las cajas Petri con los antibiogramas asi podemos observar como es
su comportamiento frente a los extractos, modificando la técnica utilizada en el articulo de
investigacion titulado: Evaluacion in vitro de extractos del género Lilium para el control
de Fusarium oxysporum. [49] Con esta técnica se pueden obtener resultados cualitativos que
indican si el hongo es sensible o resistente al antibidtico, o cuantitativas que determinan la
concentracion que frena el crecimiento microbiano. Ademas de las tres cajas Petri con
antibiogramas etanolicos, se cultivan tres mas, una positiva que tendra en su interior discos
impregnados de hidroxido de sodio sustancia quimica que inhibe el crecimiento del hongo, la
segunda nombrada negativa es una caja Petri con discos impregnados de agua desionizada y un

tercer cultivo con el hongo libre de alguna inhibicién.



4, RESULTADOS
A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la fase experimental, se calculan una serie
de variables experimentales para la seleccion del proceso que mejor se adapte a las necesidades
del proyecto.

4.1  Rendimiento

Como en esta extraccion no existe una reaccion quimica en su proceso, es imposible encontrar un
rendimiento tedrico, es por esto que la relacion de este rendimiento es indicada por la cantidad de
materia prima que se pudo recuperar (extracto) con respecto al peso inicial de las hojas frescas de

la materia prima (tabaco).

Este célculo se realizo por triplicado para la maceraciéon en frio, la destilacion Simple y la
destilacion Soxhlet, obteniendo los resultados presentes en la tabla 2, tabla 4 y tabla 6

respectivamente.

m
RENDIMIENTO (%) = (#) - 100

1
En donde:
m,; = Masa de hoja de tabaco
m, = Masadel extracto

Después se realizaron calculos estadisticos de promedio, desviacién estandar y el coeficiente de
variacion para analizar el comportamiento y la confiabilidad de los datos, los resultados se

observan en la tabla 3, tabla 5 y tabla 7, para este caso se calcularon estos valores asi:
e Promedio

S = (Xn + XnZ + Xn3)
N

En donde:
S = promedio
X, = Datos

N = Numero de datos



e Desviacion estandar:

V(X =82+ Xy — )2 + Xy — 5)?)
*= N—1

En donde:

a = DESVIACION ESTANDAR
X, = Datos
N = Numero de datos

e Coeficiente de variacion (CV):

En donde:
CV = Coeficiente de variacion
a = DESVIACION ESTANDAR
S = PROMEDIO

A continuacidn, se muestran los resultados de los calculos anteriores:
Tabla 2

Rendimiento para Maceracion en frio

Maceracion en frio 1 2 3
Peso de la hoja fresca (g) 50,096 50,194 50,389
Extracto (q) 1,646 1,694 1,742
Rendimiento (%) 3,29 3,37 3,46

Nota: La tabla anterior muestra los valores obtenidos para cada uno de los extractos, y su respectivo rendimiento en

cada una de las repeticiones del proceso



Tabla 3

Desviacion estandar y coeficiente de variacion para Maceracién en frio

Promedio (%o) 3,37
Desviacion estandar (%) |0,070
CVv 2,08

Nota: La tabla anterior muestra los resultados estadisticos promedio, desviacion estandar y coeficiente de variabilidad

para el extracto maceracion en frio

Con un promedio de 3.37% Yy una desviacion estandar de 0.070% podemos decir que los datos
obtenidos de maceracion en frio son reproducibles y fiables. Con esta informacion podemos

comparar los datos obtenidos con los de las otras dos extracciones.
Tabla 4

Rendimiento para Destilacion Simple

Destilacion Simple 1 2 3
Peso de la hoja fresca (g) 30,681 30,53 30,665
Extracto (g) 1,168 1,06 0,996
Rendimiento (%) 3,81 3,47 3,25

Nota: La tabla anterior muestra los resultados de extraccion y rendimiento para cada uno de los duplicados de la
destilacion simpl
Tabla 5

Resultados estadisticos para destilacion simple

Promedio (%) 3,51
Desviacion estandar (%) (0,230
CVv 6,55

Nota: La tabla anterior muestra los resultados estadisticos como promedio, desviacion estandar y coeficiente de

variabilidad para los datos obtenidos de la extraccion simple

Los datos de destilacion simple muestran un comportamiento del promedio de 3,51%, lo que nos
da un resultado promedio mayor que en el caso anterior, la desviacion estandar es de 0,23%. Esta
variabilidad de datos puede indicar que el proceso de destilacion simple es menos consistente y

puede llegar a optimizarse las condiciones del proceso para aumentar la eficiencia del método.



Tabla 6

Rendimiento para extraccion Soxleth

Destilacion Soxleth 1 2 3
Peso de la hoja fresca (g) 20,255 20,276 20,647
Extracto (g) 0,6041 1,0823 1,0433
Rendimiento (%0) 2,98 5,34 5,05

Nota: La tabla anterior muestra los resultados estadisticos como promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variabilidad para los datos obtenidos de la extraccion simple
Tabla7

Resultados estadisticos para destilacion Soxhlet

Promedio (%0) 4,43
Desviacion estandar (%) (1,084
CcVv 24,45

Nota: La tabla anterior muestra los resultados estadisticos como promedio, desviacién estandar y coeficiente de

variabilidad para los datos obtenidos de la extraccion extraccién Soxleth

Los resultados de destilacion Soxhlet muestran una notable variabilidad, el promedio de
rendimiento extractivo es de 4.43%, y una desviacion estandar de 1.084%. Este resultando puede
indicar que el proceso extractivo Soxhlet es sensible a las condiciones de operacion o a la

naturaleza de la materia vegetal.

4.2  Marcha fitoquimica

Los resultados del analisis cuantitativo en la caracterizacion de los extractos de las hojas de
Nicotiana tabacum muestran la presencia de metabolitos secundarios Flavonoides, Esteroides
polares y no polares para ambos casos, y Alcaloides en los tres tipos de extraccion desarrolladas,
sin embargo, en la extraccion por maceracion fria se evidencia pruebas no concluyentes por las
bajas coloraciones que se obtuvieron, esto puede deberse a la baja concentracién que tiene la
extraccion de este tipo. Mientras que los Taninos y las Quinonas no se encuentran presentes en el

extracto ya que no se evidencio ningin cambio de coloracion en las reacciones.



Tabla 8

Resultados marcha fitoquimica

CARACTERIZACION
DEL EXTRACTO

Maceracion  |Destilacion Destilacion
Tipo de extracto fria Simple Soxhlet
Alcaloides + + +
Flavonoides polares + + +
Flavonoides NO polares +- + +
Taninos - - -
Esteroides polares +- + +
Esteroides NO polares +- + +
Quinonas - - -

Nota: La anterior tabla muestra los resultados obtenidos para caracterizacion fitoquimica de cada uno de los extractos

obtenidos
Donde:

+: Positivo
—:Negativo
+: Inconluyente

La tabla 8 presenta los resultados de la marcha fitoquimica por cada uno de los métodos de
extraccion: Maceracion en frio, destilacion simple y destilacién Soxleth. Se evaltan las
coloraciones que arroja cada muestra después de las reacciones. Los métodos mas completos son
las destilaciones de tipo Soxleth y Simple en términos de eficiencia y rango de compuestos

extraidos, la maceracion en fria puede ser mas adecuada para compuestos faciles de extraer.

4.3  Eficacia de los extractos

A continuacion, se presentan los resultados cualitativos obtenidos del antibiograma realizado para
evaluar la actividad antifungica de los extractos etanélicos. Empleando concentraciones de 1000
ppm, 2000 ppm, 3000 ppm y 5000 ppm para observar la eficacia en la inhibicion del crecimiento



frente a otro tipo de organismo como Fusarium oxysporum. Asi mismo, se analizo el efecto del
hidroxido de sodio y del agua desionizada sobre el hongo, por altimo, se observo el
comportamiento del hongo sin ningln tipo de sustancia para tener una comparacion en el tiempo

de crecimiento del hongo con cada una de las pruebas anteriores.

4.3.1 Eficacia de maceracion en frio

Se puede observar en la figura 18 cémo se comporta el hongo en un extracto por maceracion en
frio, es un resultado que no es favorable ya que el hongo crece de una manera normal y uniforme
sin ser inhibido por ninguna de las concentraciones, el hidroxido de sodio detiene el crecimiento

del hongo y el agua desionizada no hace ningln efecto en esta caracteristica.
Figura 20

Paquete de cultivos para Maceracion en frio

Nota: La anterior figura muestra los cultivos que se realizaron para la maceracion en frio.



e Antibiograma 1.
Figura 21

Antibiograma #1 para maceracion en frio

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por maceracién en frio a una concentracién de 1000ppm,
2000ppm, 3000ppm y 5000ppm

e Antibiograma 2
Figura 22

Antibiograma #2 para maceracion en frio

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por maceracién en frio a una concentracién de 1000ppm,
2000ppm, 3000ppm y 5000ppm



e Antibiograma 3
Figura 23

Antibiograma #3 para maceracion en frio

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por maceracion en frio a una concentracién de 1000ppm,
2000ppm, 3000ppm y 5000ppm.

e Prueba de inhibicion con Hidroxido de Sodio
Figura 24

Prueba de inhibicion con componente quimico

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el componente quimico hidréxido de sodio sobre el hongo Fusarium
oxysporum



e Prueba con Agua desionizada
Figura 25

Prueba con Agua desionizada para maceracion en frio

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el agua desionizada se utiliza como prueba comparativa de los otros

cultivos.
e Cultivo de hongo sin inhibicion
Figura 26

Comportamiento del hongo sin inhibicién para maceracion en frio

Nota: La anterior figura muestra un cultivo para comparar el comportamiento que tiene sin ningdn tipo de inhibicion.



4.3.2 Eficacia de Destilacion simple

En la figura 15 se observa como el hongo se comporta en un extracto por destilacion simple, los
antibiogramas de hidréxido de sodio y agua desionizada, asi como la base se comportan de una
forma igual a la anterior, el cambio esta en los antibiogramas 1, 2 y 3 ya que vemos inhibicion
cuando el hongo llega a los discos impregnados con la solucion extracto-agua a concentraciones
de 5000ppm y 3000ppm, sin embargo, en las concentraciones de 1000ppm y 2000ppm el hongo

crece de forma normal.
Figura 27

Paquete de cultivos para Destilacion Simple

Nota: La anterior figura muestra los cultivos que se realizaron para la destilacion simple.



e Antibiograma 1.
Figura 28

Antibiograma #1 para destilacion simple

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por destilacion simple concentraciones de 1000ppm, 2000ppm,
3000ppm y 5000ppm



e Antibiograma 2
Figura 29

Antibiograma #2 para Destilacion simple

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por destilacion simple concentraciones de 1000ppm, 2000ppm,
3000ppm y 5000ppm



e Antibiograma 3
Figura 30

Antibiograma #3 para Destilacion simple

Nota: La figura muestra el efecto que tiene el extracto por destilacion simple a concentraciones de 1000ppm, 2000ppm,
3000ppm y 5000ppm.



e Prueba de inhibicion con Hidroxido de Sodio
Figura 31

Prueba con Hidréxido de sodio para Destilacion simple

Nota: La figura muestra el efecto inhibidor del hidréxido de sodio contra el hongo fusarium oxysporum
e Prueba con agua desionizada
Figura 32

Prueba con Agua desionizada para Destilacion simple

Nota: La figura muestra una prueba realizada con agua desionizada para demostrar el comportamiento del hongo

Fusarium osysporum



e Cultivo de hongo sin inhibicion
Figura 33

Comportamiento del hongo sin inhibicion para Destilacion simple

Nota: La figura muestra el hongo Fusarium oxysporum sin ningln tipo de inhibicion, para demostrar el

comportamiento que tiene en su estado natural.

4.3.3 Eficacia de Destilacion Soxlhet

En la figura 15 se observa como el hongo se comporta en un extracto por destilacion simple, los
antibiogramas de hidréxido de sodio y agua desionizada, asi como la base se comportan de una
forma igual a la anterior, el cambio esta en los antibiogramas 1, 2 y 3 ya que vemos inhibicion
cuando el hongo llega a los discos impregnados con la solucion extracto-agua a concentraciones
de 5000ppm y 3000ppm, sin embargo, en la concentracion de 2000ppm tenemos un resultado no
concluyente ya que observamos que en la figura el hongo se inhibe pero en la figura el hongo

coloniza el &rea donde esta la solucién, 1000ppm no inhibe el hongo.



Figura 34

Paquete de pruebas para Destilacion Soxhlet

Nota: La figura muestra los diferentes cultivos que se realizaron para comparar el comportamiento de la destilacion Soxleth
e Antibiograma 1.
Figura 35

Antibiograma #1 para Destilacion Soxleth

Nota: La figura anterior muestra el comportamiento del extracto a 1000ppm. 2000ppm, 3000ppm y 5000ppm para el

extracto por destilacion Soxleth.



e Antibiograma 2
Figura 36

Antibiograma #2 para Destilacion Soxleth

Nota: La figura anterior muestra el comportamiento del extracto a 1000ppm. 2000ppm, 3000ppm y 5000ppm para el

extracto por destilacion Soxleth.



e Antibiograma 3
Figura 37

Antibiograma #3 para Destilacion Soxlhet

Nota: La figura muestra el comportamiento del extracto Soxleth para la inhibicién del hongo Fusarium oxysporum



e Prueba de inhibicion con Hidroxido de Sodio
Figura 38

Prueba de inhibicidn con Hidréxido de sodio para Destilacion Soxhlet

Nota: La figura muestra el comportamiento del extracto Soxleth para la inhibicién del hongo Fusarium oxysporum



e Prueba con agua desionizada
Figura 39

Prueba con Agua desionizada para Destilacion Soxlhet

Nota: La figura muestra una prueba con agua desionizada para observar el comportamiento del hongo Fusarium

oxisporum



e Cultivo del hongo sin inhibicion
Figura 40

Comportamiento del hongo sin inhibicién para Destilacién Soxhlet

Nota: La figura anterior muestra el hongo Fusarium oxysporum.



5. SELECCION DEL PROCESO
En laactualidad, es de gran importancia alcanzar producciones y consumos sostenibles, por lo cual
en el sector quimico se han implementado acciones para lograr enfatizar este aspecto, que, aunque
queda mucho camino por recorrer, las nuevas industrias deben contribuir con la ideologia de

sostenibilidad ya que es un desafio mundial.

Para el disefio de productos/procesos la ODS (Naciones Unidas sobre los Objetivos de Desarrollo
Sostenible) propone seguir ciertos pasos para generar una sostenibilidad en el sector quimico, los
cuales se mencionan a continuacion y son tenidos en cuenta para la seleccion del proceso de

extraccion a escalar a planta piloto.

e Una perspectiva multidimensional en la cual incorpora tres dimensiones: economica,
ambiental y social; o factores de gran importancia denominadas TBL (dimensiones de triple

resultado).

e Una vision multiescalar, porque las decisiones tomadas a escala molecular, de laboratorio o de

cadena de suministros, pueden tener efectos a escala de ecosistema o de planeta.

e Un problema multiactor o multiparcitipante, debido a que las decisiones deben tomarse de
acuerdo con diferentes intereses que pueden verse afectados o beneficiados por el
producto/proceso a realizar. Las partes interesadas que se consideran incluyen inversores,

gobiernos, comunidades o individuos.

La sostenibilidad se puede evaluar usando indicadores relacionado con las dimensiones de TBL
adecuadas, dependiendo de la etapa del disefio bajo evaluacién e informacion disponible, debido
que se deben considerar desde el disefio principal de la planta hasta la etapa de produccion para

tomar decisiones administrativas o de operacion.

Se han propuesto varios enfoques de evaluacion de sostenibilidad aplicables en las primeras etapas
de disefio, como metodologias basadas en indicadores propuestos por Srnivasan y Nhan en el 2008
[51], el indice de peligro ambiental (EHI) propuesto por Cave y Edwards en 1997 [52] y el
algoritmo de disminucion de desechos por Young en el 2000 [53]. La dimension social es méas
complicada de evaluar en las primeras etapas del disefio debido a falta de modelos e informacion,
por lo que se aplican métodos con enfoque sustituto utilizando indicadores de seguridad y salud,

como el indice de seguridad inherente (ISI-1S12) [54], el indice de seguridad inherente prototipo



(P1IS) [55], en la salud, el indice inherente de Salud Ocupacional [56] y el Sistema Globalmente

Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos [57].

Para el indicador econdmico, se realiza un proceso comparativo de los equipos especificos
seleccionados a escalar, considerando condiciones de proceso, tamafio y tecnologia, en cada una
de las extracciones y su capacidad de produccion, partiendo de un peso (kg) inicial base que pueda
generar cada ruta segun bibliografia, para la parte del escalamiento a planta piloto. Esto se debe a
que la materia prima y el producto final de estas extracciones es el mismo, por lo que no se tienen
en cuenta estos costos, los cuales solo son tenidos en consideracion cuando uno de estos productos
que entra como alimento, logra ser recirculado en el proceso o reutilizado como residuo

aprovechable o producto terminado.

Ademas de la seleccion de indicadores adecuados, es necesario considerar dos aspectos al realizar
una evaluacion integrada de sostenibilidad [58]:

e Normalizar los indicadores para hacerlos comparables

e Presentar los indicadores simultdneamente para que, al tomar decisiones, se puedan identificar

eventuales compromisos entre alternativas

e Esta metodologia utiliza métodos MCDA (anélisis de decision multicriterio) como el proceso
de jerarquia analitica (AHP) y el método de organizacion de clasificacion de preferencias para
el enriquecimiento de evaluaciones (PROMETHEE), con el motivo de comparacion clara de

alternativas.

5.1 Evaluacién de alternativas

Se evalla el desemperio de las extracciones dentro de las dimensiones TBL a través los indicadores

economicos, ambiental y social, como se muestra en la Figura 40.
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Nota: En esta imagen se muestra el diagrama de seleccion TBL

5.1.1 Dimension econoémica.
Se evallan los costos especificos de los equipos en las tres extracciones, que fueron seleccionados
de acuerdo con sus condiciones de operacién, capacidad, tecnologia y requerimientos.

Se realiza una estimacion de los precios de la materia prima y su capacidad de produccion segun
resultados experimentales de laboratorio, para generar un balance econdémico y analizar la
viabilidad de las extracciones de acuerdo con la cantidad de producto final con respecto con el

volumen de materia prima ingresada y su rendimiento.

Algunas de las caracteristicas de este balance econémico son:

e Los costos fueron estimados por bibliografia

e En la maceracion fria no se recupero solvente

e El total del peso final no templa el peso del extracto porque ya esta implicito en el fungicida
e El costo de la materia prima es negativo y el de los productos positivo

e Losresiduos de hoja de tabaco pueden ser utilizados como abono, pero seran interpretados con

precio 0 para que no afecte el balance, por lo que no pueden ser recirculados al proceso



e El valor de los rendimientos y del total del balance tiene que verse comparado con el tiempo

de extraccion, por lo que se busca es un proceso costo-efectivo

5.1.1.a Destilacion simple. Tiempo de extraccion: 0.5 h con margen de 28.9 USD de ganancia.
Tabla 9

Balance econdmico destilacion simple

Materiales Costos USD | Peso inicial| Peso final| Rendimiento| Balance econémico
Hoja de -0.3 30.62 (g) | 295 (g) 9.1 USD

tabaco

Etanol -0.8 157.8(g) | 78.9(q) -126.24 USD
Extracto 0 0 1.075 (g) | 3.509

Fungicida +7.4 0 21.5(g) |857 159.6 USD

Total 188.42 (g) | 130 (g) 28.9 USD

Nota: En esta tabla se ven los resultados del balance econdmico de la destilacion simple

5.1.1.b Maceracion fria. Tiempo de extraccion: 240 h con margen de 25.12 USD de ganancia
Tabla 10

Balance econdmico maceracion fria

Materiales Costos USD | Peso inicial| Peso final | Rendimient | Balance econémico
0

Hoja de -0.3 50.23 (g) | 48,54 (9) -15.06 USD

tabaco

Etanol -0.8 263 (0) 0 -210 USD

Extracto 0 0 1.69(g) |3.37

Fungicida 74 0 33.8(g) |9.26 250.12 USD

Total 303.23(g) | 82.34 (9) 25.12 USD

Nota: En esta tabla se ven los resultados del balance econémico de la maceracion fria



5.1.1.c Método Soxhlet. Tiempo de extraccion: 2.5 h con margen de 42.93 USD de ganancia

Tabla 11

Balance econémico método soxhlet

Materiales Costos USD | Peso inicial| Peso final | Rendimient | Balance econémico
0

Hoja de -0.3 20.4 (9) 19.5(g) -6.12 USD

tabaco

Etanol -08 105.2 (g) | 50.75 (g) -84.15 USD

Extracto 0 0 0.9(g) 4.45

Fungicida 74 0 18 (g) 28.2 133.2 USD

Total 125.2(g) | 88.25(g) 42.93 USD

Nota: En esta tabla se ven los resultados del balance econémico del método Soxhlet

El balance econdmico se basa en la diferencia del costo de las materias primas por la cantidad de
peso que entra al proceso y el costo del producto final por la cantidad producida de acuerdo a dicho
peso, que refleja un valor marginal de cada extraccion realizada en el laboratorio en su respectivo
tiempo que tardaron cada una de las mismas. Este balance no refleja los resultados similares a
escala de planta piloto, por lo que los equipos varian los rendimientos, los tiempos de extraccion

y la produccion del proceso. [60]

Por especificacion de los equipos de la destilacion simple y extraccién Soxhlet, se obtuvo una
recuperacion del 50% del solvente (etanol), que debe pasar previamente a un proceso de
purificacion en una destilacion extractiva para retirar el agua afiadida en el proceso y poder ser
recirculado con la pureza indicada. En escala a planta piloto estas cantidades de etanol son méas
significativas, por lo que se busca tener un tratamiento de deshidratacidn, con el fin de recircularlo

al proceso y no pierda su pureza.

5.1.2 Dimension ambiental
Este indicador se basa en el impacto ambiental que genera la planta en todas sus etapas y se divide

en el impacto de la planta con el agua, el aire y el tratamiento de sus desechos.

Para la destilacion simple y el método Soxhlet, a escala piloto es necesario utilizar un destilador

para separar el etanol y la solucion con extracto que serd llevado a un horno para finalizar la



evaporacion del solvente. Este etanol que sale por cimas en el destilador tendra que ir a un segundo
proceso de destilacion extractiva de dos torres de destilacion, debido a que esta mezcla binaria
genera un azeo6tropo y no puede ser separado en el primer proceso de destilacion convencional, en
la cual se pueda deshidratar el etanol con una pureza arriba del 96% para poder ser recirculado al
sistema con el porcentaje de agua que se haya adherido de las hojas de tabaco y el aire del medio
ambiente, y posteriormente pasa a una segunda torre con condiciones de vacio, con el fin de separar
el agua de fondos del solvente que en este caso sera el glicerol por puntos de ebulliciéon y
volatilidad. Este proceso es utilizado para purificar el etanol, pero implicitamente hace un

tratamiento y descontaminacion del agua, evitando generar aguas sucias.

5.1.3 Dimension social

Una falla en el funcionamiento del proceso como una fuga, una grieta en algun equipo o tuberia
podria generar dafios que lleven a consecuencias catastroficas que pueden afectar muchas personas
con dafos fisicos o en la salud, enfermedades cronicas o patdgenas. A pesar de que estas
extracciones no incluyen reacciones quimicas, es importante tomar medidas de seguridad,

prevencion y manuales con informacidn para saber como actuar en accidentes de cualquier tipo.

Tanto para los trabajadores como para las personas que viven cerca de la planta, es un riesgo que
la planta no cuente con la seguridad necesaria ya que los dafios pueden ser tan basicos como una

fiebre, hasta la mortalidad.

5.2 Rendimiento

El rendimiento en un proceso quimico con reaccidn se refiere a la cantidad de producto obtenido
al final de una reaccion, comparada con la cantidad teérica obtenida segun los reactivos utilizados.
Como en esta extraccion no existe una reaccion quimica en su proceso, es imposible encontrar un
rendimiento tedrico, es por esto que la relacion de este rendimiento es indicada por la cantidad de
materia prima que se pudo recuperar (extracto) con respecto al peso inicial de las hojas frescas de

la materia prima (tabaco) [61].

Segun los resultados obtenidos en el laboratorio, la maceracion fria fue el método de extraccion
que mejor rendimiento obtuvo, con un promedio de 96,6% con respecto al peso de la hoja de tabaco

(gramos), a la cual se realizé la extraccidn y el extracto obtenido al finalizar la extraccidn (gramos).

. Peso del extracto(g) 100
= *
endimiento(%) Peso de la hoja fresca(g)




5.2.1 Eficiencia

La eficiencia se refiere a la capacidad del proceso para extraer el compuesto organico deseado del
material de partida en comparacién con un escenario ideal, en otras palabras, una medida del
desempefio del proceso de extraccion. Es por esto que la efectividad se puede medir por
concentracion por espectrofotometria o por tiempo de extraccién en horas, que sera el enfoque en

este proyecto [62].

El tiempo de estas tres extracciones recolectadas en la practica de laboratorio y de las tedricas

recolectadas por bibliografia, se ilustran a continuacion.
Tabla 12

Resultados de tiempo experimental y tedrico para cada tipo de extraccién

Tiempo experimental (h) Tiempo tedrico (h)
Maceracion fria 240 48-168 [63]
Destilacion simple 0.5 1-5 [64]
Soxhlet 25 12-24 [65]

Nota: En esta tabla se ven los resultados de los tiempos calculados de las extracciones en el laboratorio y los teéricos
basados de bibliografias

5.2.2 Inhibicion

Podemos definir inhibicion como el proceso mediante el cual se reduce o se detiene el crecimiento
y la proliferacién de los hongos, en donde existen diversos métodos o pruebas para evaluar la
inhibicion en las practicas experimentales realizadas en el laboratorio, como pruebas de
sensibilidad a Antimicéticos (MIC) para determinar su concentracién minima inhibidora, el ensayo
de difusion de placa usado con discos de papel impregnados con antimicoticos y agar con una
suspension de esporas del hongo, espectrofotometria en un medio liquido o midiendo la distancia
de las colonias con respecto al centro de la caja de Petri donde fue ubicado la sustancia inhibidora
[63].

Segun las muestras de laboratorio, que seran anexadas posteriormente, podemos evidenciar que
las cajas de Petri que se utilizaron para poner el extracto de la maceracion fria, el hongo no presentd
propiedades inhibidoras con este método de extraccion, por lo que se puede descartar, ya que la

inhibicidn es la caracteristica principal de las biosidas.



5.2.3 Recuperacion del solvente

En la maceracion fria, no fue posible obtener una recuperacion en el solvente (etanol) de manera
experimental, debido a que la maceracion es un proceso abierto. Es importante resaltar que, a
comparacion de un proceso de laboratorio, a escala de laboratorio, es viable disefiar un proceso en
la cual los equipos tengan la capacidad de recuperar el solvente para que pase a la etapa de

deshidratacion y tenga la pureza necesaria para ser recirculado al proceso.

Por otro lado, en la destilacion simple y en el método Soxhlet, es posible recuperar el solvente

antes de ser llevado al horno y es muy comdn en los procesos industriales de este tipo.

5.2.4 Escalabilidad

Es un reto para todos los ingenieros quimicos saber escalar procesos quimicos experimentales de
laboratorio a planta piloto o a dimensiones industriales y poder pasar de gramos y mililitros a
toneladas y metros cubicos. Esto es vital porque las pruebas de laboratorio buscan el
comportamiento de reacciones, microorganismos, mezclas y procesos en diferentes condiciones
para analizar cambios con respecto al tiempo, para luego transcribir este conocimiento industrial

y generar flujos de alimentacion y de producto final para ventas nacionales o internacionales. [64]

Es comun que las reacciones quimicas tengan diferente comportamiento a escalas industriales por
razones como contacto de superficie, velocidad de la reaccion, condiciones del recipiente, entre
otros. Es por esto que se necesita tener un margen de error a la hora del escalamiento y mantener
un control de la calidad del producto y el mantenimiento de los equipos con la frecuencia

necesaria.[65]

El escalamiento de un proceso experimental a planta piloto puede ser obtenido por analisis
dimensional, similaridad quimica, geométrica, cinética, térmica, mecanica o dinamica; para este
proceso se realizé un estimado por produccion, basados en el volumen que se quiere tener de
producto final y su abastecimiento a la demanda nacional.[66] Debido al volumen de cultivo de la
hoja de tabaco en Colombia, la demanda nacional de este fungicida anual y la produccion esperada
de la planta piloto, se tomo la decision de escalar la planta 1 a 1000, obteniendo un peso de 50 kg
de hoja fresca de tabaco como alimento diario a la planta, que produce 200 kg de producto. Esta
produccién logrard abastecer un 70% del negocio de este funguicida a nivel nacional, con el

beneficio o valor agregado que, a comparacién de otros fungicidas, éste proviene de materia prima



organica y no tiene efectos secundarios negativos en el medio ambiente como dejar el suelo infértil

en los cultivos donde se aplique dicha biosida [67].

Tabla 13

Produccién estimada de planta piloto

PRODUCCION ESTIMADA
Tiempo Hoja de tabaco Extracto Producto Residos
Diaria 50 kg 1kg 200 kg 49 kg
Mensual 1.5ton 30 kg 6 ton 1.47 ton
Anual 18.2 ton 3.5ton 70 ton 17.6 ton

Nota: En esta tabla se ven los resultados calculados de la produccién estimada diaria, mensual y anual.

e Produccidn anual (2023) nacional hoja de tabaco: 5000 ton [68]
e Demanda anual (2023) nacional fungicida sintético: 100 ton [69]
e Produccidn estimada funguicida a base de hoja de tabaco: 70 ton

5.3  Anadlisis de resultados y conclusiones para la toma de decision

De acuerdo con los resultados obtenidos en las dimensiones TBL, la produccién estimada y los
célculos de rendimiento, escalamiento, recuperacion del solvente e inhibicion, se estima que el
proceso 6ptimo a seleccionar es la destilacion simple para alcanzar la produccion esperada con el
balance econdmico mas viable a nivel industrial. El tiempo de extraccidn supera con diferencia a
las demas extracciones, implicando menos gastos energéticos y una produccion mas rapida y

eficiente.

La recuperacién del solvente es un factor importante en las industrias de la actualidad para ayudar

con la sostenibilidad de estas y evite huella de carbono que impacte negativamente el ecosistema.



Tabla 14

Resultados para la toma de decision

Rendimiento Balance
(%) Inhibiciéon |Recuperacion del solvente econdémico
(USD/h)

Destilacio 35 Si 578

n

simple
Maceracio 37 NO 01

n fria
Soxhlet 4.5 Si 16.83

Nota: En esta tabla se ven los resultados calculados del balance econémico de las extracciones

Segun los resultados calculado de las extracciones se observa que el método Soxhlet obtiene el
mejor rendimiento, pero al tener en cuenta el tiempo que tardan las extracciones comparadas con
los tedricos, la destilacion simple es la mas costo-eficiente y rapida, lo que genera un menor gasto
energético y un caudal de producto final mayor, por lo que es el método por seleccionar y la

extraccion mas viable para escalar a planta piloto.

Tabla 15

Resultados de las dimensiones TBL

Econdmico Ambiental Social
Contaminacion. Posibles dafios a los
Costo
Concepto aproximado de Dafios al medio ambiente trabajadores y
equipos (USD) (agua, aire, ecosistema) poblacion aledafia
Etanol recirculado. Posibles dafios en el
ilacio . . . flash, explosion con
Bl 16 mil [70] Tratamiento de materia P
n L. emisiones de etanol a
organica desechada
simple altas presiones y
temperaturas.




., .. Efectos de las emisiones
Maceracio Gases emitidos a la
n fria 12 mil [71] atmésfera en la salud y posibilidad
de enfermedades
cronicas
Etanol recirculado. Posibles dafios en el
. ) ) flash, explosion con
Soxhlet 18 mil [72] Tratamiento de materia P
, . emisiones de etanol a
organica desechada
altas presiones y
temperaturas.

Nota: En esta tabla se ven los resultados de las dimensiones TBL




6. PLANTA PILOTO

6.1  Balance de masa

El balance de masa es un metodo matematico para rectificar la teoria de la conservacion de la
materia en un sistema cerrado o abierto, en donde establece que la masa no se crea ni se destruye,
solo se transforma. Este método implica que las entradas sean iguales masicamente que las salidas,
aunque puede existir una acumulacion o generacion de masa en un sistema que tengan reacciones

quimicas [73].

6.1.1 Balance de masa experimental

Como entradas al proceso en los tres casos de extraccion, encontramos las hojas de tabaco y el
etanol (solvente), por lo que el peso de la sumatoria de estas dos sustancias debe ser equivalente
al peso de todas las salidas del proceso, como es un sistema abierto es necesario suponer un factor

de transferencia de masa continuo con el medio ambiente.

El siguiente balance de masa se realizara sobre la extraccidn escogida, la destilacion simple, que

sera descrita a continuacion.
Masa total de materia prima (ingreso) = Masa total de productos y residuos (salida)

Masa total de materia prima:

e Peso hojas frescas de hoja de tabaco = 30,5 ¢

Volumen etanol liquido (solvente) = 200 ml

Densidad del etanol al 96% = 0,789 g/ml

Peso etanol = 200 ml * 0,789 g/ml = 157,8 g

Total, de la masa de ingreso al proceso = 188,3 g

Masa total de productos y residuos:

e Etanol recirculado en la destilacion simple = 100 ml * 0,789 g/ml =789 g
e Residuos de la hoja de tabaco = 29,42 g
e Etanol evaporado en el horno = 100 ml * 0,789 g¢/ml =789 ¢

e Extracto=1.08¢g



Total, de la masa de productos y residuos = 188,3 ¢

6.1.2 Balance de masa escalado a planta piloto

Como se menciono, el dimensionamiento del proceso experimental a planta piloto es de 1 a 1000,

por lo que para el balance de masa hay que multiplicar los valores experimentales por 1000 para

obtener las cantidades necesarias a escala media.

Para este proceso se realiza un balance de masa y energia general del proceso, asi como también

de los equipos individuales para tener mas claridad de las entradas y salidas.

Masa total de materia prima (ingreso) = Masa total de productos y residuos (salida)

Masa total de materia prima:

Peso hojas frescas de hoja de tabaco = 30,5 kg
Volumen etanol liquido (solvente) = 200 L
Densidad del etanol al 96% = 0,789 kg/L
Peso etanol = 200 L * 0,789 kg/L = 157,8 kg

Total, de la masa de ingreso al proceso = 188,3 kg

Masa total de productos y residuos:

Etanol recirculado en la destilacion simple = 100 L * 0,789 kg/L = 78,9 kg
Residuos de la hoja de tabaco = 29,42 kg

Etanol evaporado en el horno = 100 L * 0,789 kg/L = 78,9 kg

Extracto = 1,08 kg

Total, de la masa de productos y residuos = 188,3 kg

6.1.3 Balance de masa por equipos

6.1.3.a Destilador flash. Entrada:

Peso hojas frescas de hoja de tabaco = 30,5 kg

Residuos de la hoja de tabaco = 29,42 kg



e Volumen etanol liquido (solvente) = 200 L = 175.8 kg
Salida:

e Fondos = Extracto diluido: 118.4 kg

e Cimas = Mezcla binaria etanol-agua: 87.9 kg

6.1.3.b Destilacion extractiva. Entrada:

e Mezcla binaria etanol-agua = 87.9 kg

e Glicerina (solvente para romper azeotropo) = 3.516 kg

e Etanol evaporado proveniente del horno = 87-9 kg

e Cimas = Etanol de alta pureza: 84.38 kg + 84.38 kg = 168.76 kg

e Fondos = Mezcla glicerina-agua: 7.032 kg + 3.552 kg = 10.552 kg

6.1.3.c Segunda torre de destilacion. Entrada

e Mezcla glicerina-agua: 10.552 kg

Salida:
e Fondos = Glicerina 3.552 kg

e Cimas = Agua: 6.968 kg

6.1.3.d Tanque de almacenamiento etanol

e Entrada alimento: 7.04 kg
e Salida: 175.8 kg

6.1.3.e Filtro
e Entrada: 118.4 kg

e Salida extracto sélido: 26.55 kg
e Salida extracto liquido: 3.94 kg + 87.9 kg = 91.84

6.1.3.f Horno
e Entrada: 91.84 kg



e Salida etanol evaporado: 84.38 kg
e Salida extracto seco: 7.46 kg

6.2 Balance de energia de los procesos de separacion
6.2.1 Destilacion flash
Q —W+ Z minhin = Z mouthout

Donde,

Entalpia de entrada: hin= (175.8 kg/dia x 1100 kj/kg) + (30 kg/dia x 22000 kj/kg) =
853380 kj/dia La torre de destilacion es adiabatica por lo que Q=0

Entalpia destilado: (175.8 kg/dia x 0.85) = 149.43 x 1100 = 164373 kj/dia
Entalpia fondos: (30 kg/dia x 0.15) = 4.5 x 22000 = 99000

kj/dia Hout = 164373 kj/dia + 99000 kj/dia = 263373 kj/h

W= 853380 kj/dia — 263373 kj/dia = 590007 Kkj/dia

6.2.2 Torre de destilacion extractiva
Q —W+ Z minhin = Z mouthout

Donde,

Entalpia de entrada: hin= (84.32 kg/dia x 1100 kj/kg) + (3.58 kg/dia x 420 kj/kg) = 94255.6 kj/dia
La torre de destilacion es adiabatica por lo que Q=0

Entalpia destilado: (84.32 kg/dia x 0.8) = 67.456 x 1100 = 74.201 kj/dia

Entalpia fondos: (3.96 kg/dia x 0.2) = 0.79 x 420 = 332. 64

kj/dia Hout = 332.64 kj/dia + 74.201 kj/dia = 406.84 kj/h

W= 954255.6 kj/dia — 406.84 kj/dia = 953848.7 kj/dia

6.3  Disefo del proceso

Se realiza un breve disefio conceptual sobre el proceso trabajado, donde se explica el paso

a paso en un diagrama de bloques donde muestran las entradas, salidas, equipos y corrientes

en el sistema, el costo de los equipos, su especificacion y condiciones de disefio.
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Nota: En esta tabla se muestra el diagrama de flujo del proceso a escalar.

6.3.1 Descripcion del proceso

El objetivo principal del proceso es realizar un fungicida que inhiba el hongo fusarium oxysporum,
mediante la extraccion de la hoja de tabaco por el método de destilacién simple con etanol como
solvente, el cual se realiza en un destilador tipo flash, el cual a 80 grados Celsius y 1 atm de presion,
separa etanol en fase vapor debido a su punto de ebullicion para ser recirculado al sistema debido
a su alta pureza, y la parte que contenga la hoja de tabaco tendra un punto de ebullicion mas alto
y saldra por fondos como el destilado requerido para luego ser secado en un horno industrial que

va evaporar la parte liquida, dejando solamente el extracto capaz de inhibir el hongo a tratar.

Este proceso industrial puede trabajarse como continuo, no esta dividido en fases o0 en tiempos en
los que la planta tiene se detiene para que en los equipos se haga un proceso en un tiempo especifico
y, al final, vuelvan a circular las corrientes de la planta. Pero si se requiere, también puede ser

discontinuo para que facilite el mantenimiento.

Luego de tener el extracto de la hoja de tabaco en estado sélido al salir del horno, se debe mezclar
con agua para pasar a su fase de embotellamiento, en el cual el extracto tendrd 5000 ppm con

respecto al agua, generando asi, una mezcla de 5% extracto diluido en 95% de agua destilada.



6.3.2 Diagrama de bloques
Figura 43

Diagrama de bloques para el proceso de destilacion Simple

Etanol 710N (
recrcutado | 10, (:.
(8 Goic + agus Aad
l 5 9 __,| Destilacion
Glicerina \/ extractiva
“ (7 Destilacién Glicarina
- \/ extractiva 22¢ Va
Etanol " ,—-{‘ ’
i evaporado N
N\ o
Etanol < ‘\G / 35
5 Tanque VAN |
(>_' 1 """ aimacenamiento 3 . g
Destilacion flash —< 12 Filtracién ‘14 Homo 10 _(\'
Hoja de tabaco [~ Hoga mosda g p :
\ Tanque 7\ AN
(’ \2)~" aimacenamiento /T “Mdenda S A
Desdchos.
)

Nota: En esta tabla se muestra el diagrama de bloques del proceso destilacién simple.

6.4 Equipos

6.4.1 Seleccion y dimensionamiento de equipos

Los principales equipos para este proceso industrial son dos tanques de almacenamiento, uno para
la hoja fresca de tabaco y otro para el etanol, el cual tenga una entrada de la materia prima y otra
para la recirculacion. El primer equipo de separacion es un destilador flash que a condiciones de
temperatura de 80C y 1 atm de presion, se encarga de separar el extracto con el etanol para ser
secado y obtener el extracto final. El etanola la salida de cimas necesita pasar por un proceso de
deshidratacion que tenga la pureza necesaria para ser recirculado y no afecte el alimento del etanol.
Un horno industrial para secar la fase vapor y dejar el extracto sélido para diluir con 95% de agua

como el producto final.

El dimensionamiento de los equipos se obtiene de acuerdo con los caudales de entrada, su
capacidad de produccion, condiciones especificas y tamafio necesario para abastecer las cantidades
de producto que se requiere obtener en un periodo de tiempo, los cuales se describen

individualmente a continuacion:



6.4.1.a Tanques de almacenamiento. Para el tanque de almacenamiento del etanol se requiere un
volumen minimo de 10 litros, que tendra un caudal de 2 litros cada una, que tarda el flash en separar
las fases de esta mezcla bifasica que se llenaré hasta el 60 % para optimizar su separacion y poder
tener un flujo continuo en los equipos.

Para el tanque de las hojas de tabaco es necesario una capacidad de 50 kg en peso, como la densidad
de dichas hojas es muy bajita, es recomendable tener un tanque con un volumen grande y una

maquina transportadora que la esté alimentando constantemente.

6.4.1.b Maceracion. Para tener una mayor superficie de contacto en la hoja de tabaco y el etanol
pueda retener mas facilmente las propiedades de la hoja, es viable tener un proceso de maceracién
previo a la entrada del destilador. Este es un proceso similar al que le hacen a la malta para hacer la
cerveza, solo que en este caso no es necesario aumentar la temperatura del recipiente.

6.4.1.c Equipos de destilacion. Existen diferentes equipos de destilacion en la industria disefiados
para separar mezclas por su punto de ebullicién y volatilidad. Entre mas compleja la mezcla, se
requieren equipos especializados para generar un alto porcentaje de pureza en los productos
deseados, por ejemplo, en una mezcla con azedtropos, es necesaria una destilacion extractiva con
un solvente para romper el aze6tropo y varien los puntos de ebullicion de los componentes, que es
el caso de la deshidratacion del etanol a la salida del flash. En este caso, lo que primero se quiere
separar es el etanol sobrante que no es capaz de ser mezclado con la hoja de tabaco para recoger sus
propiedades y ser enviado al horno para luego sacar el extracto deseado. Es por esto por lo que una
destilacion flash es requerida en este proceso.

En la corriente de cimas sale el etanol que, para ser recirculado de nuevo al sistema, tiene que pasar
por un proceso de deshidratacion por su baja pureza al tener porcentajes de agua que se adhiere de
la hoja de tabaco y del aire, es por esto que es necesario un proceso de destilacion extractiva
ingresando un solvente (glicerina) para romper el aze6tropo que existe entre la mezcla binaria
etanol-agua y podamos tener una pureza por encima del 96% del etanol y poder recircularlo al
sistema. Por fondos sale una mezcla de agua-glicerina que es enviada a una segunda torre de

destilacion al vacio para recuperar el solvente y purificar el agua.

En general los glicoles, especialmente el glicerol muestra tener una alta capacidad para separar la
curva de equilibrio liquido-vapor de la mezcla etanol-agua, y asi permitir romper el azedtropo que

se presenta al 96% en peso. Adicionalmente el punto de ebullicion del glicerol es de 290C, lo que



permite bajar por la torre de destilacion, recogiendo las particulas de agua y dejando evaporar el

etanol gracias a que tiene la volatilidad mas alta.

Especificaciones de la torre de destilacion extractiva: [74]

e Numero de platos: 24

Condiciones torre: 1 bar, 80C

e Relacion de reflujo (condensador): 0.6
e Plato de alimento etanol: 16

e Plato de alimento glicerina: 3

e Condiciones condensador: Condensador total, 1 bar, 100C.

Condiciones rehervidor: 1 bar, 85C.
De este proceso se obtiene el etanol anhidro con una composicién molar aproximada de 0.995

6.4.1.d Filtracion. A la salida de la corriente de fondos del destilador se obtiene una mezcla
heterogénea liquido- sélida en la que se requiere separar por un proceso de filtrado donde se
recupere el extracto sélido que sera reutilizado como abono y envie la parte liquida al horno para
su proceso de secado.

Un filtro de malla es suficiente para cumplir este objetivo, su costo no es elevado y tiene una alta
eficiencia, el extracto sélido no tiene particulas muy pequefias que requieran un sistema mas

detallado para su separacion.

6.4.1.e Horno. El destilado que sale por la corriente de fondos en el flash, después de pasar por un
filtro se envia por una tuberia a un horno llamado evaporador rotatorio con una capacidad de 100L,
para su proceso de secado a una temperatura superior a la del punto de ebullicién del etanol
(90C) vy apresion de vacio, para lograr su evaporacién completa y dejar en las paredes del baldn
el extracto deseado, que se diluira con agua a una proporcion de 2/100 de extracto y 98/100 de

agua, para luego llevarlo al proceso de embotellamiento [75].

El etanol evaporado se recupera por una condensacion con agua fria como refrigerante y presion

al vacio, recuperando asi, la materia prima para poder ser recirculada al sistema.



6.5 Especificaciones y costos

Tabla 16

Especificaciones y costos

Equipo

Imagen

Descripcion

Tanque de almacenamiento

para etanol (cerrado)

Volumen: 1 m?

Material: Acero inoxidable,
polietileno y fibra de vidrio.
Costo: 1200 USD [76]

Tanque de almacenamiento

para hoja de tabaco (abierto)

Sistema de destilacion del

etanol

Volumen: 3 m?

Material: Acero inoxidable,
polietileno y fibra de vidrio.
Costo: 900 USD [77]

Volumen: 1.5 m®
Temperatura: 80 C
Presion: 1 atm

Material: Acero inoxidable,
aleaciones de niquel.
Costo: 131.500 USD [78]

Horno (Evaporador
rotatorio)

Volumen: 100 L
Temperatura: 90 C

Presion: Vacio

Material: Vidrio borosilicato
y acero inoxidable

Costo: 3500 USD [79]

Nota: En esta tabla se muestran las especificaciones de los equipos.




6.5.1 Indicadores econdmicos

6.5.1.a Inversién. Es calculada con los costos aproximados de los equipos, el costo de la materia
prima por la cantidad anual que se requiere para el proceso y un 20% de mas para contratos de
personal, servicios publicos y otros gastos. Este porcentaje es una estimacion basada en referencias
de empresas con produccion similar en las que cuentan con un nimero de personal aproximado de
16 trabajadores entre STAFF, trabajadores de planta, ingenieros de optimizacion y de procesos,
analistas comerciales y de trading, gerentes financieros y administrativos, entre otros. [80]

Para este proyecto se estima una inversion de 160 mil ddlares con una tasa de descuento del 10%
EA por 3 afios, que es una estimacion del dinero actual y el del futuro, considerando una sumatoria
del costo de los recursos financieros, derivado de préstamos bancarios indicado por la tasa de
interés, la prima de riesgo y el efecto de la inflacion. Adicionalmente, se estima una produccién
anual de 70 toneladas de producto final con un precio aproximado de venta al publico de 7.5

dolares el litro.

6.5.1.b 7.Valor Actual Neto (VAN). Consiste en el valor presente de los flujos de caja futuros
descontados a una tasa de descuento especifica, menos la inversion inicial. Indica el valor que se

afiade a la empresa.

VAN—zn Crt I
S Lo+t

Donde,
CF; = Flujo de caja en el periodo T
r = Tasa de descuento

t = Periodo (0,1,2,...,n)

I, = Inversion inicial.

160000 = 525000 525000 525000
(1+01)°  (1+0.1)! (1+01)2 (1+0.1)3

VAN =

VAN = 1145597 — 160000 = 985597 USD



6.5.1.c Tasa Interna de Retorno (TIR). Indica la tasa de retorno que hace que el VAN sea cero, en

otras palabras, la tasa en la rentabilidad esperada del proyecto

TIR = Resolver la ecuacion parar

VAN = Zn Crt I

—160000 525000 525000 525000

_ —1
A+0D T a0 T a+on: T droqy 160000

r = 23.81

El TIR es mayor que la tasa de descuento obtenida, indicando que el proyecto es viable

econdmicamente.
6.6 Control, regulacionesy seguridad

6.6.1 Monitoreo y control de la planta

Esta planta cuenta con un monitoreo automatizado el cual se encarga de medir, controlar y corregir
factores del proceso como la temperatura y presion interna de los equipos, la velocidad de flujo de
las corrientes, el porcentaje de apertura de valvulas, el nivel de llenado de los equipos, la calidad

de la materia prima y los productos.

Este sistema transmite sefiales eléctricas y neumaticas desde los lazos de control evaluando los
factores mencionados y determina limites maximos y minimos que se corregiran si no esta a
condiciones ideales, optimizando la produccién, costos de energia y evitando accidentes que
puedan generar dafios en la planta o en la produccion. El sistema activa alarmas cuando dichas

condiciones estén a un nivel critico para poder tomar acciones y evitar complicaciones mayores.

Este sistema de monitoreo automatizado sera controlado por una empresa especializada en prestar
este servicio y se encarga de poner los lazos de control de los equipos, las condiciones indicadas
y el sistema de sensores y alarmas necesarios para el funcionamiento éptimo del proceso; asi

mismo como del mantenimiento anual de dos semanas.



6.6.2 Regulaciones de la planta

La produccion de fungicidas en Colombia esta sujeta a una serie de regulaciones y normativas que
buscan garantizar la seguridad, salud puablica y la proteccion del medio ambiente. En estas
regulaciones se abarcan aspectos como autorizacion de productos quimicos, gestion de residuos,

y factores a considerar que se describen a continuacion [81].

6.6.2.a Registro y autorizacion de productos. El instituto Colombiano Agropecuario (ICA) es el
encargado de los registros y autorizaciones requeridas para estas plaguicidas, el cual evalta su
eficiencia y seguridad del producto, presentando estudios técnicos, toxicologicos Yy
ecotoxicooldgicos para su aprobacion [82].

6.6.2.b Normas de seguridad y salud en el trabajo. EI ministerio del trabajo se encarga de
implementar medidas de seguridad y salud ocupacional para proteger a los trabajadores,
incluyendo capacitaciones, equipos de proteccidn personal y gestion de riesgos, y el desarrollo e
implementacion de planes de respuesta a emergencias y manejo de accidentes [83].

6.6.2.c Regulaciones ambientales. EI ministerio de ambiente y desarrollo sostenible es el
encargado en otorgar las licencias ambientales, el plan de manejo ambiental (PMA), y lanorma que
regula las emisiones atmosféricas contaminantes generadas por fuentes fijas y establece limites
permisibles (resolucion 909 de 2008 [84].

6.6.2.d Normas de produccién y calidad. El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (Invima) es el encargado de otorgar la certificacion de calidad y buenas préacticas de
manufactura (BPM) que indica que la empresa cumple con los estdndares nacionales e
internacionales para asegurar la calidad y seguridad de los productos quimicos [85].

6.6.2.e Manejo y disposicion de residuos. EI ministerio de ambiente y desarrollo sostenible es el
encargado de establecer estas normativas, como el decreto 4741 de 2005, que habla de la gestion
integral de residuos peligrosos, incluyendo su almacenamiento, transporte, tratamiento y
disposicion final. El registro de generadores de residuos peligrosos, donde las empresas deben
registrarse como generadores de residuos peligrosos y cumplir con las obligaciones de reporte y

manejo seguro [86].



6.6.2.f Transporte y almacenamiento de sustancias quimicas. EI ministerio de transporte es que
regula el transporte de sustancias peligrosas y la seguridad en almacenamiento e implica cumplir
con la normativa del decreto 1609 de 2002, e implementa medidas de seguridad en el
almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas para prevenir accidentes y garantizar la
seguridad [87].

6.6.2.g Etiquetado y envasado. EI ministerio de salud y la (ICA) aprueban el etiquetado de
plaguicidas, que obliga a cumplir con normativas de etiquetado con informacion sobre el uso
seguro, instrucciones de aplicacion, precaucionesy primeros auxilios, y las fichas de seguridad para
los productos quimicos, detallando las propiedades del producto, los riesgos asociados y las

medidas de manejo seguro [88].



1. ANALISIS DE RESULTADOS
Se realizaron tres tipos de extraccion maceracion frio, destilacion simple y destilacién Soxhlet,
utilizando etanol como solvente obteniendo como resultado rendimientos de 3.37%, 3.51% y
4.43% respectivamente para cada extraccion, comparando con el articulo de investigacion titulado
“Efecto antibacteriano in vitro de exudados foliares de tabaco contra dos bacterias fitopatdgenas”
[89], en el cual se realizd una extraccion de hoja de tabaco y se obtuvo un rendimiento del 3% al
7%, con estos datos se observa que el comportamiento del rendimiento del extracto esta en un buen
rango sin dejar de ser un rendimiento bajo al esperado, sin embargo, hay que aclarar que este
rendimiento depende de la especie, el tipo y la forma de la materia prima (hoja seca, hoja fresca,

hoja seca y en polvo).

Al momento de caracterizar los extractos con la marcha fitoquimica propuesta, visualizamos que
todos los extractos contienen presencia de metabolitos secundarios tales como flavonoides polares-
NO polares, esteroides polares-NO polares, y alcaloides. Sin embargo, la extraccion por
maceracion en frio arroja resultados inconcluyentes, por esta razon se observa la poca inhibicién
que tiene en los antibiogramas como se observa en las figuras 21, 22 y 23. En cambio, observamos
que la destilacion Soxhlet y Simple arrojan datos méas concluyentes para la presencia de estos
metabolitos como se puede observar en la tabla 8, dando como resultado la coloracion esperada en
cada uno de los casos, al realizar una comparacion con el articulo de investigacion titulado
“Evaluacion Del Efecto Nematicida De Extractos Alcohdlicos De Tres Especies Vegetales
(Ricinus Communis, Tagetes Filifolia, Nicotiana Tabacum) En El Canton Riobamba” [90]; En
donde se realiza la caracterizacion fitoquimica de Nicotiana Tabacum observamos que los

extractos tienen la presencia de metabolitos de este tipo.

Los antibiogramas realizados con las sustancias de 1000ppm, 2000ppm, 3000ppm y 5000ppm
arrojaron una inhibicion nula en el proceso de maceracion en frio, observamos en las figuras 20,
21y 22 que el medio de cultivo esta totalmente ocupado por el hongo Fusarium oxisporum, este
resultado descarta totalmente a este tipo de extraccion siendo la que menos resultados positivos da
en inhibicion del hongo como en la caracterizacion del extracto. Los antibiogramas de la
destilacion simple y Soxhlet resultan ser positivos al observar el comportamiento de cada cuadran
en la caja Petri se puede observar el detenimiento en el crecimiento del hongo como se observa

en la figura 28, 29, 30 para la destilacion simple y 35,36 y 37 para la extraccion Soxleth en



concentraciones de 3000ppm y 5000ppm observamos un buen comportamiento de inhibicidn ya
que en estos cuadrantes el hongo no creci6, comparando los resultados obtenidos en la
investigacion titulada “Estandarizacion de un método de evaluacion de la susceptibilidad a
antifungicos segun la norma M38-A2 en Fusarium oxysporum f. sp. Cubense” [48] podemos
observar que a estas concentraciones de fungicida el hongo disminuye su porcentaje de
crecimiento; podemos analizar que la presencia de metabolitos secundarios induce a la inhibicion
del especies fusarium por la presencia principal de alcaloides y flavonoides metabolitos
secundarios inmersos en la respuesta al ataque de patégenos durante el proceso infectivo.[91]

Podemos observar los resultados en las concentraciones de 1000ppm y 2000ppm para cada tipo de
extraccion en donde se ve que el hongo avanza en su crecimiento y descarta estas concentraciones
esto se debe a la poca cantidad de metabolitos secundarios (alcaloides y flavonoides) de Nicotiana

tabacum que se encuentran diluidos en estas diluciones.

Como fue descrito anteriormente y como resultado de las matrices de decision y de riesgos, se
evaluaron las extracciones experimentales de la hoja de tabaco para escalar a planta piloto el
método Optimo, seguro y viable para la produccién del fungicida que va a inhibir el fusarium
oxysporum, a nivel industrial, el cual ha sido una problemética en muchos cultivos de alimentos a

nivel nacional.

Segun investigacion, en el articulo “Desarrollo de una propuesta para la produccion de un biocida
partiendo de extractos etandlicos de hojas de tabaco para el control de Botrytis cinerea”,[48] los
criterios de evaluacién para la seleccion del método de extraccion se basan entre el rendimiento,
la relacién entre materia prima organica y solvente, tamafio de particula, tiempo de extraccion y
temperatura. Comparando estos criterios de evaluacion con los del presente proyecto, podemos
notar que tenemos una matriz para los resultados que se pueden calcular como rendimiento,
efectividad, recuperacion del solvente e inhibicion, y una matriz de riesgos que nos ayuda a
encontrar el método no solo més viable en el laboratorio, sino también para ver sus beneficios y
problematicas a escala media. Esto nos da una mejor vision sobre cual es el mejor método de

extraccion para escalarlo a una planta piloto.

La capacidad de inhibicién, el rendimiento, el tiempo de extraccion, los costos, fueron factores
tenidos en cuenta para la eleccion del método de extraccion como resultado de las matrices de

decision el tipo de extraccion elegido para escalar es la destilacion simple, a pesar de que no tiene



el mejor rendimiento, si es la mejor en otros factores importantes, siendo el proceso que menos
tiempo toma, en el cual se puede recircular el solvente para darle un mejor aprovechamiento, por
esta razon es viable econdmicamente bajando costos al disminuir el uso del solvente, con presencia
de metabolitos secundarios importantes y por ultimo teniendo una capacidad de repelencia ante el

hongo como se observa en las figuras 28, 29 y 30.

Segun la produccién nacional de fungicidas sintéticos, la produccion anual de esta planta piloto es
capaz de abastecer el 70% de la demanda nacional, con las ventajas de que no genera efectos
secundarios negativos en el medio ambiente donde se aplica dicho biocida. Esta planta tiene una
economia de VAN y TIR positiva y viable para el proceso, capaz de devolver la inversion inicial

desde el primer afio.



8. CONCLUSIONES
Dentro del analisis fitoquimico de los extractos etanolicos de la hoja de tabaco (N tabacum)
, e determina la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, esteroides y alcaloides,
siendo este Gltimo el agente bioactivo para la inhibicién del hongo Fusarium oxysporum. El
extracto por maceracion fria revela pruebas inconcluyentes debido a la baja coloracion que da ante

las reacciones realizadas en la marcha fitoquimica.

La evaluacion del rendimiento muestra que la maceracion fria es el tipo de extracto que
menos rendimiento tiene, por otro lado, la destilacion simple logra generar una mezcla homogénea
donde gran parte de los compuestos de la hoja de tabaco los arrastra el solvente utilizado en esta
prueba (etanol), para luego ser separados por calentamiento, lo que brinda un mejor
aprovechamiento del solvente, por ultimo, la destilacion Soxleth es el tipo de extracto que mejor
se comporta en rendimiento, sin embargo es un proceso en el cual no se puede recuperar el
solvente.

Los estudios antifungicos de los extractos etanolicos de hoja de tabajo demuestran un
control en diferentes cepas patdgenas, los resultados cualitativos de los antibiogramas representan
una disminucion en el crecimiento del hongo en concentraciones extracto/agua superior a
3000ppm. Sin embargo, la maceracion en frio no tiene buenos resultados ya que el hongo crecio
completamente con la presencia de extracto. Con esto podemos concluir que los metabolitos
secundarios de la planta pueden ser utilizados para evitar el crecimiento fungico de esta especie de
hongo.

Por ultimo, el disefio conceptual de una planta piloto resulta ser una solucién eficiente y
sostenible. La extraccién por destilacion simple da los mejores resultados destacandose por obtener
extractos de hoja de tabaco con presencia de metabolitos secundarios capaces de inhibir Fusarium
oxysporum también se destaca reducir el consumo de solvente. La integracion de sistemas de
recuperacion de solventes minimiza el impacto ambiental y econdémico, haciendo que el proyecto

sea poco contaminante.
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