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INTRODUCCION

Lupinus spp se ha investigado en varios paises como go&ngal en la fuente
alimentaria debido a su contenido alto de prot€B&40%) y aceite (8-12%), alta

productividad y bajo costo del cultivo (49).

El interés en la produccion del chocho esta aumentadebido a su potencial como una

fuente de proteina, o para propoésitos farmacgu(ies).

En el Ecuador el rendimiento de produccién segdNEC 1968 - 1992 deupinusen la

sierra es de 0,257 toneladas por hectarea, corosamg 0,22 a 0,88 toneladas por
hectarea. La variedad Andino 450 utilizada porMNIAP presentd rendimientos entre
0,33 a 1,3 toneladas por hectarea. Segun la infbémaecaudada por el Tercer Censo
agropecuario el nimero de UPA fue de 9.596 con superficie de siembra 5.974

hectareas y una superficie de cosecha de 3.9@érbas (9)

En el chocho los niveles de proteina son similaresayores que en el grano de soya,
sin embargo el principal problema es el contenidoakealoides quinolizidinicos los
cuales proveen un sabor amargo y toxicidad a lasillas (49). Los principales
alcaloides quinolizidinicos presentes en el chadro lupanina (46%), esparteina (14%),
4-hidroxilupanina  (10%), isolupanina (3%), n-metgastifolina (3%), 13-
hidroxilupanina (1%) (36).

Se conoce que en el agua proveniente del desamadghdhocho existe 3.53% (P/V)
de alcaloides los mismos que al ser vertidos arios, acequias, etc, provocan
contaminacion en el ambiente ocasionando la mukrtalgunas especies por la gran

toxicidad que poseen (26).
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En efecto, el ser humano muestra una elevada de&teiba un exceso de alcaloides, se
ha demostrado que aproximadamente 30 mg de alealgadr Kg de peso corporal
causaron graves intoxicaciones en los adultos; #msnpequefios la cantidad

correspondiente fue de 10 a 15 mg/Kg de peso calr(i8)

Por ello un procedimiento usual para la eliminacitin estos alcaloides es lavar las
semillas en corriente de agua, a pesar de lo sjinegle método necesita de grandes

volumenes de agua para el procesamientaugeusa escala comercial (49).

A través del desarrollo de tecnologias para el \agmtvamiento del subproducto del
desamargado se evitaria la descarga indiscrimiahdgedio circundante reduciendo la
contaminacion y mediante un tratamiento adecuaddogearia reutilizar el agua
obteniendo los alcaloides, que podran ser empleaglas la elaboracion de
fitomedicamentos por la actividad que poseen. Uoal@des quinolizidinicos poseen
propiedades antifungicas, antibacterianas y armasgy lo cual se ha demostrado en
condiciones de laboratorio (39Es asi que esparteina, lupinina, lupanidina, son
alcaloides quinolizidinicos que actualmente est@ndo utilizados para controlar
garrapatas y pardasitos gastrointestinales, talesocdombrices en los animales

domeésticos (34).

De otro lado, las infecciones humanas ocasionadasigrmatofitos yCandidasp, en
particular las relacionadas con la piel y membramasosas, estdn aumentando a un
ritmo alarmante especialmente en zonas tropicalsbiropicales. Este aumento que se
ha relacionado directamente en el crecimiento depddlacion de individuos

inmunodeprimidos (18).

En base a este antecedente, paralelamente al gndeeso del chocho, cabe aplicar
tecnologias para el aprovechamiento del subprodigltadlesamargado “los alcaloides”,
tendiendo a remediar la descarga indiscriminadaedio circundante para prevenir el

impacto de la contaminacion.
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Un tratamiento adecuado lograria reutilizar el aguabtener los alcaloides para
aprovechar sus propiedades en interesantes aphegcrelacionadas con el control de
agentes de contaminacion bioldgica, cultivos atpgodiversos materiales y tejidos
humanos y animales, pues Ultimamente extractodaiegas han cobrado interés como

agentes antimicrobianos usados en dermatologia (72)

En este contexto, los objetivos planteados papedsente investigacion fueron:

1. Cuantificar los alcaloides presentes en el aguaddsbamargado del chocho

(Lupinus mutabilisSweet).

2. Realizar pruebasgri vitro” de la actividad antifungicdel extracto acuoso sobre
Candida albican®ATCC 1023,Mycrosporum canianTCC 10214 yTrichophyton
rubrumATCC 22402.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria dettracto acuoso sobre
Candida albicans ATCC 10231, Mycrosporum canisATCC 10214 vy
Trichophyton rubrunATCC 22402.

La hipdtesis planteada en esta investigacion fués ‘alcaloides presentes en el agua del
proceso de desamargado del chochapinus mutabilis Sweet) tienen actividad
antifingica frente &€andida albicanATCC 10231 Mycrosporum cani&dTCC 10214 y
Trichophyton rubrunATCC 22402”



CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1Lupinus mutabilis Sweet

1.1.1 ORIGEN.

Lupinusson especies de leguminosas que crecen comerctalragnvarias partes del
mundo, incluyendo América del Sur, Europa y AusrdgRl). Lupinus mutabilises
originario de América del Sur y del Mediterraneon segumbres muy promisorias que

pueden crecer en suelos pobres (59).

En el génerd_upinuslos alcaloides se sintetizan en los cloroplastofagéiojas y son

transportados via floema a otros 6rganos de laglaara su almacenamiento en tejido
epidérmico y subepidérmico de hojas tallos y ppakhente semillas (75). Las semillas
delupinusde la variedad dulce tienen bajos contenidos catles (59), son una buena
fuente de nutrientes, debido al contenido de prateilipidos, fibra dietética, minerales y

vitaminas (44.

Las semillas dé.upinuscontienen 40% de proteinas y 20% de grasa, similarsoya
pero valores mas altos que otras legumbres. Ldmiighas son las proteinas principales
de reserva (80-90%) ehupinos estos valores son similares a los reportadosaen |
mayoria de semillas de legumbres. (58) TambiénLigsinus son fuentes nutritivas
importantes de hidratos de carbono complejos, mlegrvitaminas y antioxidantes (55).
Ademas lupinos contienen compuestos con capacidad antioxidankes taomo
polifenoles, principalmente taninos y flavonoid&mn embargo aunque estas semillas

tienen los mas bajos niveles de compuestos naciomtales (inhibidores de tripsina,
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acido fitico, saponinas y lectinas, contienen ta@mbgrandes cantidades de alfa
galactosidos (7-15%) (44En las semillas deupinus mutabilisSweet se han detectado

también hormonas vegetales (10).

Las proteinas principales de las semillas se laalen vacuolas de almacenamiento de
los tejidos cotiledonarios y la mayoria, pero nol@sivamente pertenecen a la familia de
proteinas de almacenamiento y sirven como fuenesnittdgeno y esqueletos

carbonados para la planta (16).

Lupinusutiliza alcaloides quinolizidinicos como defensatca predadores, pero esto es
un factor limitante para el consumo humano. Comaerines elevadas producen gusto
amargo, y se han reportado efectos farmacologiosembargo, se ha probado que los
alcaloides no son tdxicos a concentraciones b&asalquier efecto potencial de los
alcaloides erupinusse elimina durante la preparacion de proteinaugalgs alcaloides

son solubles en agua y se remueven durante elgur¢s8).

La demanda para alimentos saludables se incremedpalamente en paises
desarrollados. En este sentido la Organizaciondiélime la Salud (OMS) aconseja el
consumo frecuente de proteina vegetal en lugaasiprbteinas animales con cantidades

considerables de grasa saturada y colesterol (44).

Las leguminosas presentan una de las alternativdas promisorias para la
suplementacion nutricional y el mejoramiento teégado de alimentos tradicionales
(44).



1.1.2. TAXONOMIA deLupinus mutabiliSweet

Tronco
Division
Sub Division
Clase

Sub Clase
Orden
Familia

Sub Familia
Género
Especie
Nombre Cientifico

Nombre Comun

1.1.3 DESCRIPCION BOTANICA deupinus mutabiliSweet

Es una leguminosa herbacea, erecta de tallos rdas] robustos, algo lefiosos,
generalmente de color verde oscuro, amarillentee@ey variando a castafio, que se
ramifica a partir de un eje central en forma de aamdelabro, alcanza alturas de
0,8 — 2,0 m. Las hojas son palmeadas, digitaddiricion y formacion de frutos es a
menudo dispersa en el tiempo, las flores son d& ealul pero pueden cambiar a blanco
y rosado (Fotografia No 2). Las vainas contiene® @8 semillas., recubiertas por un

tegumento endurecido contienen alcaloides amargesimpiden su consumo directo

(11) (66).

:Cormofitas
: Embriofitas sifon6gamas
: Angiosperma

: Dicotiledéneas

. Arquiclamideas

: Rosales

: Leguminosas

: Papilionaceas
Lupinus

mutabilis

Lupinus mutabilisSweet
: Tarwi, Chocho (54)



FOTOGRAFIA No. 1. Semillas de Lupinus FOTOGRAFIA. No. 2 Planta de Lupinus

El fruto es de forma eliptica u oblonga, agudarabas extremos (Fotografia No. 1) con
cerca de 120 vainas por planta, en ellas se ettandas semillas que pueden variar en
su numero y pueden ser de forma redonda u ovd&adaulares, de 5-15 mm de largo y
de 6-8 mm de ancho, de color variable, puedenlaacés, marrones 0 negras y tienen
un didmetro aproximado de 1 cm. Los colores seeptas en forma combinada,

pudiendo ser marmoteado, en media luna o salpidadéegumento que cubre esta
semilla es de forma dura y debe permeabilizarse pamitir la salida de los alcaloides
(11) (13).

1.1.4 VALOR NUTRITIVO.

Las semillas son excepcionales nutritivas. Quiténtiocascara a la semilla y moliendo
el grano se obtiene una harina constituida poepras, minerales, carbohidratos. (Tabla
No 1) (40).

La proteina del tarwi contiene cantidades adecuagadisina y cistina, pero tiene
Gnicamente del 23 al 30% de la metionina requepata el éptimo crecimiento de los
animales. El aceite de tarwi es de color claro ual do hace aceptable para el uso

doméstico. Es similar al aceite de mani y es kaatente rico en acidos grasos no



-5-

saturados, incluyendo el acido linoleico. El comtende fibra de la semilla no es

excesivo, pero se estima que pueda constituirugrad importante de minerales (40).

TABLA No 1. COMPOSICION POR 100 g DE PORCION COMES TIBLE DEL TARWI

Composicion Unidades Valores promedio
Energia Cal 369,00
Agua G 11,70
Proteina G 42,20
Grasa G 16,00
Carbohidratos G 26,70
Fibra G 7,50
Ceniza G 0,00
Calcio Mg 98,00
Fosforo Mg 542,00
Hierro Mg 7,80
Tiamina Mg 0,46
Riboflavina Mg 0,52
Niacina Mg 2,00
Acido Ascorbico Mg 0,00

Fuente:http://www.uncp.edu.pe/ci/proyectos/trabajos/QUIMICAOBTENCION%20DE%20ALCOHOL%20A%20PARTIR%20DE%20LA%20MALTA%20DE%20LUP
INUS.pdf (54)

1.1.5 CONSUMO HUMANO

Es apropiado para la elaboracion de productos atinies, comidas con alto contenido
proteico. Este vegetal da lugar a infinidad de aragiones en la gastronomia; en los
Andes las semillas cocidas constituyen un ingredipara sopas, guisos, purés, salsas,
cebiche serrano, crema de chocho, postres y refggago de papaya con harina de
tarwi) (40).



1.2 ALCALOIDES.

Los alcaloides son extremadamente dificiles dentigfiorque no representan un grupo
de compuestos homogéneos, sea desde el punto t@e quimico, bioquimico y
fisiologico (35). Sin embargo los alcaloides sostancias nitrogenadas basicas y de
accion farmacoldgica potente. Solubles en solvelifé§ilos y sus sales en disolventes
hidrofilos (41) (38).

1.2.1 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS GENERALES DE L@&CALOIDES.

Las bases de alcaloides son normalmente sdlidstlczables, mientras que las bases
oxigenadas son liquidas a temperatura ambientegeBeral los alcaloides son bases
poco solubles en agua, solubles en disolventesiioag apolares o poco polares y en
alcoholes de elevada graduacion. Al ser basicosltsoides forman sales con acidos
minerales u organicos y estos en cambio son salidsleagua. La formacion de sales
estabiliza la molécula por lo que comercialmengedlraloides se encuentran en estado
de saleg8).

1.2.2 ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS.
Los alcaloides quinolizidinicos estan ampliamenitgriduidos entre las leguminosas
lotoideas, siendo losupinuslos mas ricos en este tipo de alcaloides que dmtdéados

en un anillo biciclico de quinolizidina (6) (28).

En Lupinus mutabilisse han encontrado 25 alcaloides quinolizidinicesod cuales 19
se han identificado hasta la presdiiabla 2) (28).
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TABLA No 2. COMPOSICION RELATIVA DE ALCALOIDES EN L A SEMILLA DE Lupinus

mutabilis.

_ Composicion Relativa
Alcaloides de Alcaloides (%)
Esparteina 7,39
K2 ( no identificada) 0,07
Ammodendrina 0,23
K5 (no identificada) 0,16
N-Metilangustifolia 3,46
Angustifolia + 17 oxoesparteina 0,60
Isolupanina 0,29
K9 (no identificada) 57,5
4- hidroxilupanina 8,65
Multiflorina 0,14
17- Oxolupanina 0,09
Anagirina 0,03
13-Hidroxilupanina 14,9
4,13- dehidroxilupanina 2,12
K17- K19 (no identificada) 0,09
13- tigloiloxilupanina 0,28
Monoangeloil + ester de la monogloil 0,45
de la 4,13 dehidroxilupanina 0,08
K24 (no identificada) 0,21
13 Benzoiloxilupanina 1,15
13-cis-cinnammoiloxilupanina 0,39
13-trans-cinnammoilxilupanina 99,39
13-angeloiloxilupanina 1,57
Contenido total de alcaloides en la 3,10

semilla

FUENTE: HATZOLD Et al (1982)



1.2.2.1 Propiedades fisico quimicas de los alcaleglquinolizidinicos.

Son compuestos que biogenéticamente derivan d&ra I/ que poseen en su estructura
simplemente una o dos quinolizidinas (estructutarbeiclica nitrogenada biciclica) por
lo que se diferencian de otras estructuras aldalsicen las que coexiste la quinolizidina

con otra estructura nitrogenada diferente (1).

Estos compuestos poseen propiedades alcalinasodeladpresencia de nitrégeno basico
formando por lo general nucleos heterociclicosog€en forma libre son insolubles en el
agua, poco solubles en alcohol e insolubles en\éoroformo, la mayoria poseen

oxigeno en su estructura y son soélidos no volatdes embargo algunos no contienen

oxigeno como la esparteina siendo esta liquidanpetura ambiente (36) (62).
- Lupanina
La lupanina es el alcaloide que se encuentra erom@ncentracion en el chocho, su
férmula estructural gH24N,O (Figura No 1), tiene un peso molecular de 248/86ol,
es soluble en agua, cloroformo, éter y alcohokeluble en éter de petrdleo (36).
Se puede encontrar la d y | — lupanina asi comditamsus mezclas, las mismas que

pueden ser identificadas por la presencia de unasdformas opticamente activas. La

forma racémica es encontrada en los lupinos blaf3&)s

e
[

FIGURA No. 1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA LUPANINA (36).
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La d — lupanina es un liquido espeso cristalinoagujas higroscopicas, punto de fusion
entre 40-44°C, con punto de ebullicién entre 190-1%3 indice de refraccién igual a
1,5444, soluble en agua, cloroformo, éter y alcehimisoluble en éter de petrdleo; puede
ser determinada por el gran nimero de derivadosiohidrocloruro pf 217 - 269C,
dehidrocloruro pf. 162 — 16 monohidrobromuro pf. 12, picrato pf. 212C (36).

La | — lupanina es un aceite viscoso, con un pdatebullicién entre 186-18€, puede
formar compuestos como monohidroyoduro pf. 183 5 %3 perclorato pf. 218C, y
otras sales que podrian tener similares puntosigiérf a sus derivados analogos de la

d — lupanina (36).

La lupanina tiene actividad antibacteriana, anticida contra lepidopteros y
coledpteros, también produce inhibicibn de lasvatddes moduladoras, inhibe la
sintesis de proteinas, ademas posee actividadrréntiaa, hipotensora, y actividad

hipoglicemiantg36).

- Esparteina.

La esparteina, 6H26N2, presenta atomos de nitrégeno unidos en formaatacitienen

un peso molecular de 234 g/mol, (Figura No 2). Ediquido oleoso, espeso, incoloro
con olor débil a anilina y sabor sumamente amargme un peso especifico de 1,02 a
20 y hierve a 311 en corriente alcalina. Es indelem agua, alcohol, éter, y cloroformo,

con reaccion alcalina (36).

FIGURA No. 2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ESPARTEINA (36).
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La esparteina es un gangliopléjico poco potentyuda la transmision por impedir la
despolarizacion de la membrana postsinaptica; @ssple una fase transitoria de
excitacion ganglionar, aisla el miocardio de laluefcia neurovegetativa central,
disminuye la excitabilidad del tejido nodal, la dontibilidad, frecuencia y amplitud de
las concentraciones. Sus efectos secundarios som ipgportantes como trastornos

digestivos, hipotension ortostatica (36).

Sin embargo, esparteina, se ha usado farmacoldgitarmomo sulfato de esparteina en
el tratamiento de arritmias cardiacas. Se han usachbién plantas que contenian
esparteina como fuente diurética, lo que es athibaisus propiedades a nivel cardiaco.

También se ha usado como oxitocico (15).

Esparteina y lupanina son considerados toxicoslpareertebrados por ser agonistas de
los receptores de acetilcolina, inhibidores declrsales de Nay K*, lo que bloquea la

sefal de transduccion neuronal (14).

Ademas inhibe la sintesis y formacién del RNAt,uesdepresor del sistema nervioso
central, posee actividad, oxitotocica, uterotOnicantiarritmica, diurética,

hipoglicemiante, por otro lado es estimulante maspiio (29).

- Hidroxilupanina.

Su férmula esCisH24N2 O, con un peso molecular igual a 264 g/mol. Los corsfmse
salinos mas representativos de la hidroxilupanera kidrocloruro pf. 275C, cloruro
aurico pf. 210°C, picrobromato pf. 174-17%C, hidrocloruro pf. 91-93C, tiocianato
monohidratado pf. 12% (36).
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FIGURA No. 3: ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA 4- HIDROX ILUPANINA (36)

Se han identificado dos formas isomeras de la kildfmanina como unidades quimicas
representativas, dependiendo de la localizaciongdgbo hidroxilo en la estructura
basica de la molécula, estas son: 4 - hidroxilugan{Figura No3) y la
13 - hidroxilupanina (36).

- Lupinina.

La lupinina (Figura No 4) se caracteriza por tdadiorma de prismas ortorémbicos, es
soluble en agua, éter, alcohol o cloroformo, eshase fuerte. La forma racémica de la
lupanina fue sintetizada por Becheleide en 1951upanina se difunde mas rapidamente
a través de las membranas bioldgicas, y la durat@dsu actividad es mas corta que la
esparteina. Esto demuestra que dichos alcaloides puen forma de sales (clorhidratos
y sulfatos) administrados en dosis altas actlarodoxicos, pero cuando se administran

en dosis moderadas actian como medicamento (24).

Jf,DH

H

FIGURA No. 4: ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA LUPININA (36)
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- Angustifolina.

La angustifolina inhibe el crecimiento bacteriareBacillus subtilis, B. thuringiensig
Escherichia coli,participa en la inhibicion de las actividades nladaras y en la
biosintesis de las proteinas. La angustifolina @oaetividades similares a la de la
esparteina, lupanina, angustifolina, 13 — hidrgoahina, lupinina, 17 — oxoesparteina,
13 - tigloiloxilupanina, La anagirina produce noathaciones congeénitas en terneros
(36).

1.2.3 APLICACIONES DE LOS ALCALOIDES DEupinus

El principal propdsito de los alcaloides del choelsda defensa de la planta (36), contra
animales herbivoros (nematodos, insectos, vertebyaqd75). Ocasionalmente los

agricultores utilizan esta propiedad para el cordeoplagas, ectoparasitos y parasitos
intestinales de los animales, tienen efectos téxicanutagénicos en conejos, afidos,

nematodos, abejas, caracoles, langostas, gusaszsanabajos (36).

Aunque los alcaloides son ampliamente reconocidoslearea de la medicina, en
términos de quimica ecoldgica, los alcaloides ergéierolLupinus representan un
importante sistema quimico de defensa contra migemismos patdégenos (virus,

bacterias, hongos), y contra otras especies déaplgne causan competencia (75).

La lupanina, esparteina, 13 — hidroxilupanina, atifplina, inhiben el crecimiento de

Staphylococcuaureus, B. subtilis, E. colLos dos primeros alcaloides poseen actividad
antifingica mientras que la lupinina, lupanina,-18xoesparteina y esparteina, tienen
actividad insecticida, reprimiendo en los insectbsdeseo de alimentacion, de esta
manera eliminan su supervivencia. Posee utilidéttima comercial, gracias a sus

aplicaciones en medicina y en el campo industd@). (

La esparteina tiene efectos cardiovasculares, msot@&ardiaco, antiespasmaédico y
sedante la dosis de uso farmacoldgico es de 00120ag por dia (61). En el campo de la

agricultura la lupanina puede ser usada como hdehiasi como repelente de insectos y
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como protector de las plantas, también se consglerdos alcaloides puros tienen algin

grado de actividad antifungica (36).

La presencia de flavonoides y alcaloides, les eoafila actividad antibacteriana, y
actividad antifingica en el caso de los alcaloilesmayor resolucién de inhibicion se
debe, al flavonoide y al alcaloide; con similagaoal poder de inhibicién contra bacterias
Gram positivas §. aureusATCC 6538,Microccoccus luteudATCC 9341) y bacterias
Gram negativasK(lebsiella pneumoniggla accidon antimicrobiana se deberia a que los
flavonoides por la presencia en su estructura diexilos fendlicos, penetran facilmente
a través de la membrana celular bacteriana, se inamp precipitan las proteinas
protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuandoocesmenos protoplasmaticos. La
accion antibacteriana y antifingica de los alcaside podria deber a la presencia de

nitrdgeno en su estructura como amina o amida (22).

En un estudio experimental clasico realizado con P&#dliculus humanus capitis,
empleando extracto acuoso ldgpinus mutabilisSweet la mayor eficacia alcanzaron con
el extracto obtenido a 150 minutos de coccion, fmrpe se estimo un ratio de 93% de
mortalidad (61).

1.2.4 TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES DEL CHOCHO.

Jurado (1989), indica que los alcaloides en gigtieuna accion paralizante del sistema
nervioso central, especialmente sobre los centegpiratorio y vasomotor, los que
primero son estimulados y luego paralizados, prétdose muerte por asfixia asociada

con convulsiones (15).

La toxicidad de estos compuestos ha sido demostrddais muy altas tanto en animales
como en seres humanos. Dosis comprendidas enme2b1mg/Kg de peso corporal en
ninos y dosis de 25 a 46 mg/Kg de peso corporalaéultos producen graves
intoxicaciones. Los sintomas de envenenamiento swodriasis, calambres, cianosis,

paralisis respiratoria, dolores estomacales viokntdmitos e incluso coma (36).
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Los sintomas y trastornos toxicos en peces es mtgda. La mayoria de los venenos o
alteraciones son especificos de los organos; segionse distingue sustancias irritantes
de los epitelios, venenos sanguineos y venenososesy Los primeros son los que
provocan la irritacion de las mucosas, tanto itertomo externas (boca, intestino), con
subsiguiente formacién de mucus, enrojecimiento gmdrragias. Los venenos
sanguineos provocan hemdlisis y anemia mientrasogueenenos nerviosos originan en
los peces los movimientos incoordinados, reacciomes huida o marcadas
manifestaciones paraliticas. En todos los casesr&no penetra a través de la superficie

externa de los peces, donde deja sentir sus ef@gps

Con la Dosis Efectiva Media (DE50) del efecto afitimatorio del extracto metandlico
de las semillas deupinus mutabilisSweetal 10% p/v, realizado en 40 ratas albinas se
evidencié que a una concentracion de 100 mg/Kgigtérda maxima inflamacion es
decir hubo una inhibicién del 0% de inflamacién ks dosis de 200, 400 y 500 mg/kg
se obtuvieron una inhibicion del 35%, 72% y 80,4%pectivamente. Obteniéndose una
DE50 de 241 mg/kg de peso, con un limite supeli®b% de 300,65 mg/Kg y un limite
inferior de 193,233 mg/kg (7).

A la dosis de 500 mg se observo algunas convulsignecasiono la muerte en una de
ellas posiblemente al alto contenido en alcaloaeso: esparteina, lupinina, entre otros,
qgue tiene el extracto metandlico de las semillasLdpinus mutabilisSweet que
presentan un bajo indice terapéutico, debiendouskzadas con precaucié(v). La
lupanina inhibe el crecimiento de los hongos. Lal®nres de ED50 estan en un rango de
10-50 nmol (29).

1.2.5 PROCESO DEupinus PARA USO COMO ALIMENTO.
El grano de tarwi crudo es amargo (alto contenglegparteina, lupinina), por lo tanto es

inconsumible, motivo por el que no es apetecidogues, rumiantes ni insectos; por ello

para consumir los granos de tarwi el primer passel dsesamargado (34).
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Se recepta, clasifica e hidrata el grano, con agjusglentamiento del agua se realiza con
energia solar 50% y energia eléctrica 50% a 40%& ez que el agua alcanza la
temperatura indicada, los sacos de polietilenoat@rano son introducidos en el tanque
de hidratacién. El remojo se lleva a cabo por ldasotiempo en el cual el contenido

minimo de agua en los granos hidratados es del Bb%hocho hidratado se dispone en
recipientes para ser cocido durante 40 minutogir&iio cocido es transferido al tanque
de lavado, se aplica una dosis de hipoclorito ¢t@gaca 7 ppm, con la agitacion del agua
que ayuda a la eliminacion de alcaloides, los dgites funcionan durante toda la etapa

del lavado del grano (72 horas) (26).

El contenido de alcaloides residuales en el grasamargado fluctia entre 0,02-0,07%,
(p/p) la dureza no sobrepasa los 8,2 mm de pei@irdel reporte microbioldgico indica
ausencia dek. coli y el contenido de aerobios totales no sobrepasaivel de
1x10 UFC/g (26).

El producto obtenido presenta un color crema umégrsabor y olor caracteristicos (26).

El agua del desamargado es de color amarillo nefilsabor muy amargo (34)

1.3 MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACIO N DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Los hongos estan constituidos por células con astal de célula eucariota y material
genético distribuido en un ndcleo, con una membrahalar rigida. Se dividen en dos
grupos los mohos (hongos filamentosos) y las lenaadl_os mohos estan constituidos
por filamentos multinucleados denominados hifas spieeproducen continuamente por
sus extremos y con frecuencia se ramifican. Laadesas se reproducen por gemacion y

ocasionalmente pueden formar filamentos o pseua®(i32).
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1.3.1.Candida albican®ATCC 10231

1.3.1.1Clasificacion.

Divisiéon : Deuteromycota
Clase : Blastomycetidae.
Familia : Cryptococcaceae.
Género Candida.

Especie albicans(63).

1.3.1.2Morfologia.

Candida albicanses un hongo pequefio de tipo levadura, oval quersduce por

gemacion de 3-5 um de paredes delgadas, usualmaeatepafiadas por estructuras

tubulares (seudohifas) con estrechamiento en lbsgquas de los que salen las

ramificaciones. Se han descrito 4 estados morfoddgilevaduras, células esféricas u

ovales que se reproducen por gemacion, seudomidetimado por cadenas de células

levaduriformes alargadas; micelio verdadero, gue c@ulas grandes, de pared gruesa

gue se originan en las ramas terminales del mic8lis colonias son lisas cremosas y

brillantes (Fotografia No 3) (25) (50) (51).

FOTOGRAFIA No.3 Candida albicans (64).
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1.3.1.3 Epidemiologia.

Candida es el mas comun de los patdégenos implicado encdifiees humanas
particularmente de la piel y membranas mucosas,glas estan incrementandose
alarmantemente en paises tropicales y subtropiealetesarrollo, debido al incremento
se ha relacionado directamente con el aumento deolaacion de individuos
inmunocomprometidos sujetos a quimioterapia intengi drogas inmunosupresoras, el
sida (74), y otros factores también han contribualo problema como organos
trasplantados o terapia con antibiéticos de amgdjmectro, conduciendo a una infeccién
fungal severd33).

1.3.1.4 Principales patologias.

Candidaspp son levaduras comensales que se encuentras saderficies mucosas y

tejidos epiteliales de vertebrados. Las condicidisegsdgica e inmune de los hospederos
y la versatilidad de las levaduras en sobrevivimerchos sitios anatémicos son factores
importantes en la transicion de levaduras comensakgentes de enfermedad. Muchos
factores de virulencia putativos pueden contrilaui invasividad y patogenicidad, tales
como su capacidad para adherirse a tejidos, afgueehidrofobicas, la conversion de

levaduras unicelulares a formas filamentosas yxf@esion de enzimas extracelulares

tales como aspatrtil proteinasas y fosfolipasas (33)

Varias drogas antifunficas, tales como fluconaketpconazol, nistatina, anfotericina B
y 5-fluorocitosina pueden interferir con ciertostéaes de virulencia. La inmunidad
innata por células fagociticas esta implicada eredpuesta a la invasion poandiday
muchas drogas pueden estar asociadas con mecanigmosomodulatorios,

contribuyendo en la actividad antifungica (33).

Las infecciones producidas pGr albicansse pueden dividir en tres grupos: candidiasis
cutaneomucosas: intertrigo, oniquia y paroniqurasién interdigital, candidiasis oral,
candidiasis esofagica, vaginitis, balanopostitigjlvavaginitis, otras candidiasis

cutaneomucosas como foliculitis, quelitis, entr@®ft Candidiasis mucocutanea cronica,
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la cual es infrecuente. Candidiasis sistémica cdesade endocarditis, candidiasis
pulmonar, candidiasis renal, candidiasis del siateervioso central, candidiasis ocular
(69).

1.3.2 HONGOS DERMATOFITOS.

1.3.2.1 Generalidades

La etimologia del término dermatofito proviene @ kérminos griegoslerm (que
significa piel) yphyte(que significa planta). Sin embargo, debido a @sedermatofitos
no estan filogenéticamente relacionados con lastagga(como se creia antiguamente),

este término puede considerarse como no adecuddaetualidad (19).

Los dermatofitos son hongos patogénicos humanasingades que causan infecciones
cutaneas. Estos hongos crecen exclusivamente estrato corneo, ufias o pelo y
producen enzimas hidroliticas que degradan tejmmapactos queratinizados. Como
muchos hongos los dermatofitos secretan sustanctas actividad proteolitica

conteniendo proteina como Unica fuente de carbonirggeno (77). Las infecciones
producidas por estos hongos se denominan derneaisfitunque comunmente también

son llamadas tifias (19).

La palabra tifia proviene del latiimeaque significa gusano o polilla. La tifia se clasifi
de acuerdo al lugar donde se descubre. Las infeggise encuentran primariamente en

animales, (micosis superficiales en perros y gqs) (71).

De acuerdo con su habitat natural, los dermatofitosden dividirse en tres grupos
ecologicos (Tabla 3) (19).

a) Geofilicos: Comprenden especies que se encuentran en el seém@o como
saprobios y que se nutren de la queratina alltentis (pelos, escamas y plumas)

y pueden infectar tanto el ser humano como los @esn(19).
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b) Zoofilicos: Comprenden especies que infectan los animalesog,éstsu vez,

pueden infectar el ser humano (19).

c) Antropofilicos: Comprenden aquellas especies que infectan solana¢rger

humano y que son transmisibles por contacto direatalirecto (19).

TABLA No 3. CLASIFICACION DE LOS DERMATOFITOS SEGUN SU NICHO ECOLOGICO.

ANTROPOFILICOS ZOOFILICOS GEOFILICOS

E. floccosum M. canis M. amazonicum
M. audouinii M. gallinae M. cookei

M. ferrugineum M. persicolor M. fulvum

T. concentricum T. erinacei M. gypseum

T. interdigitale T. mentagrophytes M. nanum

T. rubrum T. simii M. praecox

T. schoenleinii T. verrucosum M. racemosum
T. tonsurans T. ajelloi

T. violaceum T. phaseoliforme

T. terrestre

FUENTE. www.tesisenxarxa.net/ TESIS_URVIAVAILABLE/TDX -0901106 -092655//Basado en datos publicados por Rubio et al. 1999.

1.3.2 2Mycrosporum canis ATCC 10214

Clasificacion deMycrosporum canis

Reino : Fungi

Divisiéon : Ascomycota

Orden : Onygenales
Familia ; Arthrodermataceae
Género : Microsporum

Especie : canis(47)
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- Morfologia macroscépica y microscopica

Entre sus caracteristicas morfoldgicas macroscepmleatacan un crecimiento rapido, al
principio de color blanco algodonoso pasando asseloso con pigmento amarillo
periférico. Al cabo de 10-15 dias, el micelio aéeeadenso, mostrando colonias de color

gamuza amarillento, parduzco en el centro (42).

Muestra hifas tabicadas, en raquetas pectinad&pas nodulares y clamidosporas,
junto a macroconidios unicelulares. Los macrocasidie 20 x 120 jutienen aspecto

fusiforme, pared gruesa con superficie externanespi y varias divisiones interiores
(septas), (Fotografia No 4). Su numero de célutavagiable, los microconidios, de

3 x 71 son alargados y crecen a lo largo de las hifés (4

FOTOGRAFIANo 4. MACROCONIDIAS DE Mycrosporum canis  (30)

- Manifestaciones clinicas

Mycrosporumparece preferir sélo la queratina de piel y peloconsecuencia rara vez
invade las ufias. Crecen dentro y fuera del tallgpd® formando una vaina de esporas
en la superficie de cada cabello. Los pelos intexgdienden a romperse inmediatamente
arriba de su origen en la piel, dejando una pequerfta (71)M. caniscausa la tinea de

la cabeza, tinea del cuerpo, la tinea de la balesg presenta en zonas de la barba y el
cuello (12).
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1.3.2.3Trichophyton rubrum ATCC 22402

- Clasificacion deTrichophyton rubrum

Reino : Fungi

Division : Ascomycota

Orden : Onygenales

Familia ; Arthrodermataceae
Género : Trichophyton

Especie X Trichophyton rubrun{68).

- Morfologia macroscoépica y microscoépica.

En agar glucosado de Sabouraud la colonia al pimeis blanca (4), después toma una
pigmentacion rojiza o purpura, tanto en el micaoeo como en el agar. Las diferentes
cepas pueden variar mucho en la cantidad de pignpeatducido y pueden conservar el

aspecto limitado al fondo de la colonia (71).

Este género produce macroconidios en menor cangidaccroconidios en una mayor
proporcion (Fotografia No 5). Los macroconidios $ieas, de pared delgada y pueden
tener hasta once septos; son de paredes delgafasssdos solitariamente o en racimos

y de forma cilindrica o de lapiz. Los microconidgm piriformes o claviformes (19).
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FOTOGRAFIANo.5 MICROCONIDIOS DE Trichophyton rubrum  (30).
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- Manifestaciones clinicas

T. rubrum es actualmente el patdgeno mas comudn en el mun@ooecausante de
dermatofitosis tales como tinea capitis, tinea qegionicomicosis (73). Es de gran
importancia porgque las onicomicosis causadas {era@ganismo son extremadamente

dificiles de curar (3).

1.4 ANTIMICOTICOS.

Antifingicos es una sustancia que elimina o detmnerecimiento de hongos. Agente
antifingico o antimicotico engloba cualquier susiarcapaz de producir una alteracion
tal de las estructuras de una célula fungica guasiga inhibir su desarrollo, alterando su
viabilidad o capacidad de supervivencia, bien d&recindirectamente, lo que facilita el
funcionamiento de los sistemas de defensa del d€g20) (27) (60).

1.4.1 CLASIFICACION.

Los antimicéticos incluyen una amplia variedad dstancias con diferentes estructuras

quimicas y mecanismos de accion (43).

Los antimicoticos pueden clasificarse segun cageconvencionales que atienden con el
grupo quimico al que pertenecen en: polienos, aza@ldaminas, entre otros (19); de
acuerdo con su origen en sustancias producida®nganismos vivos o derivados de
sintesis quimica; de acuerdo con su espectro dénaea: amplio o restringido y de

acuerdo con el sitio de accion (2).

1.5 ANTIMICROBIANOS Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN
COMPUESTOS NATURALES.

Compuestos quimicos naturales o presentes naturanmen alimentos retardan el

crecimiento o matan microorganismos. La mayoriamt@nicrobianos alimentarios de
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este origen son bacteriostaticos o fungistaticomsaconcentraciones usuales y no

bactericidas o fungicidas (46).

Los blancos para antimicrobianos son microorganssipatogénicos comaCandida
albicans Mycrosporum canis, Trichophyton rubrugn microorganismos saprofiticos

contaminantes del ambiente (46).

Muchos factores afectan la actividad antimicrobideaompuestos naturales, entre estos
factores microbianos estan la resistencia inheraer@las vegetativas versus esporas,
diferencias entre cepas, numero inicial y tasa meimiento, interaccion con otros
organismos (ejemplo antagonismo), composicion ael@teaccion al gram), estado

celular (injuria), capacidad para formar biopekdsu{46).

También la actividad antimicrobiana es afectadafactores asociados con un sustrato
por ejemplo nutrientes, pH, capacidad buffer, patmredox, actividad de agua, todos
estos son factores intrinsicos del sustrato. Erbimafactores extrinsecos pueden incluir

temperatura, atmosfera, humedad relativa (46).

La actividad antimicrobiana de un compuesto najualde verse afectado por el tiempo
de almacenamiento. Cuando el compuesto se adiaiamaproducto también le afectan
factores de procesamiento, influencian por ejempéombios en la composicion del

sustrato, cambios en las poblaciones microbiarerspios en la micro estructura. La
mayoria de estos factores influyen la actividad afgimicrobiano de modo interactivo

(46).

El pH es el factor mas importante que actua erfdetieidad de un antimicrobiano, los
antimicrobianos como acidos deébiles penetran la lon@na citoplasmatica de un

microorganismo mas efectivamente en la forma pextor{46).

Otro factor es la polaridad, porque guarda relac@mla ionizacion de la molécula y la

contribuciéon de cualquier grupo alquilico o molésuhidrofébicas parentales (46).
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Los antimicrobianos deben ser como minimo parciatebidrofébicos al unirse y pasar
a través de la membrana celular pero también $Bo coinimo parcialmente solubles en

la fase acuosa en la cual se encuentra el microisrga (46).

1.6 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La concentracion minima inhibitoria se define cohao minima concentracion de
antimicrobiano (enug/mL o mg/mL) que inhibe el crecimiento visible de
microorganismo después de 24 horas de incubacBfG La CMI se ha establecido
como 'gold Standard" frente a otros métodos que evallan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistenciasuales, da respuestas definitivas

cuando el resultado obtenido por otros métodosdeterminado (31).



CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se desarrollé en el latbdo de Microbiologia de Alimentos
y en el Laboratorio de Farmacognosia de la Faculéa@iencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

2.2MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIA PRIMA

- Material procedente de las semillasLdginus mutabilisSweet.

- Liofilizado del agua de coccion

- Liofilizado del agua de hidratacién

- Aceite de lupanina 2%

- Extracto etéreo crudo de alcaloides (lupanina 7,6%)

- Aguas del proceso de desamargado preparadas aboehtorio filtradas y no
filtradas (filtros Milllipore 0,45 pum)
a) Coccion de semillas deipinus mutabilisSweet(300 g/L-1 H)
b) Hidratacion de semillas deipinus mutabilisSweet(300 g/L - 48 H)

- Extracto etéreo crudo de alcaloides totales de Ilsasmile Lupinus mutabilis
Sweet

- Extracto alcohdlico crudo de las hojasLapinus mutabilisSweet
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2.2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon cepas tipo de hongos patogéniCasdida albicansATCC 10231,
Mycrosporum caniATCC 10214y Trichophyton rubrumATCC 22402, las que fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Microbiolodé Instituto Nacional de Higiene y

Medicina Tropical Leopoldo Izquieta Pérez de Guaylaq

2.2.3 MATERIALES

- Asa de platino

- Balon de 500 mL

- Bandejas plasticas

- Buretas

- Caja de guantes estériles

- Cajas petri

- Calculadora

- Capuchones para tubo

- Embudos de separacion de 1000mL, 500mL
- Erlenmeyers

- Gradilla para tubos de ensayo
- Gradillas

- Mangueras

- Marcador

- Masquen

- Mechero

- Papel aluminio

- Papel de despacho

- Papelfiltro

- Pinzas para buretas

- Pipetas regulables de 10 pL ; 1,000 pL
- Pipetas de 10 mL

- Placas porta y cubre objetos 24 x 50
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- Probeta 250 mL

- Probeta 50 mL

- Probeta 500 mL

- Puntas estériles

- Regla

- Reverbero eléctrico

- Rollos de algodon

- Soporte universal

- Tapones para embudo
- Tripode

- Tubos de ensayo.

- Tubos tapa rosca

- Varillas de vidrio

- Vasos de precipitacion 1.000 mL; 500 mL; 250 mLQ beL

2.2.4 REACTIVOS

- Acido clorhidrico 0,01N

- Acido sulfarico 0,01N

- Agar Miuller Hinton

- Agar Sabouraud 4 %

- Agua destilada

- Caldo soya trypticasa

- Cloranfenicol

- Eter

- Hidréxido de amoniaco

- Hidroxido de sodio 0,01N
- Hidréxido de potasio al 15%
- Etanol 96°

- Acetato de etilo

- Hexano

- Dietil amina
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- Reactivo de Dragendorff
- Reactivo Mayer
- Reactivo Wagner

- Oxido de aluminio

2.2.5 EQUIPOS

- Autoclave (FEDEGARI)

- Balanza de precision (ADAM AQT)

- Bafio Maria (MLW)

- Estufa de secado (RICARDO PASSANI)
- Estufa bacteriologica (FANEN)

- Microscopio (ERMA)

- Refrigeradora (DUREX)

- Cémara de flujo laminar (ESCO)

- Rotavapor (BUCHI)

- Ultrasonido

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 ANALISIS ‘in vitro”

Considerando como factores de estudio cepas tiptiotgos patogénico€andida
albicansATCC 10231 Mycrosporum cani®&ATCC 10214y Trichophyton rubrunATCC
22402 y el comportamiento de cultivos de estosoewliciones estandares de nutrientes e
incubacioén, frente a liofilizados de aguas provetgis del procesamiento del chocho,

(semillas dd_upinus mutabilisSweet).

La actividad antimicética de los alcaloides presenén las aguas del proceso de
desamargado deupinus mutabilisSweet se determiné a través de mediciones del
diametro de crecimiento de las colonias de hongo®lgcrosporum cani&dATCC 10214

y Trichophyton rubrumATCC 22402, y la actividad antimicrobiana pafandida
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albicansATCC 10231 se determind por la ausencia o preaateirecimiento en el sitio

de siembra.

2.3.2 OBTENCION DE EXTRACTOS.

El material de origen vegetal a ensayar se obtowtocse detalla a continuacion

- Liofilizado del agua de coccion de las semillas Ldginus mutabilisSweet

(suministrados por el INIAP)

- Liofilizado del agua de hidratacion de las semilii@d upinus mutabilisSweet

(suministrados por el INIAP)

- Aguas del proceso de desamargado preparadas &moedtorio filtradas a través

de (filtros Milllipore 0,45 um) y no filtradas.

a) El agua de coccién de semillas Hdepinus mutabilisSweet se prepard
cociendo 300 g de grano seco en 1 litro de aguilatkzs durante una hora

bajo presion atmosférica normal

b) El agua de hidratacion de semillas ldgpinus mutabilisSweetse obtuvo
filtrando un macerado de 48 horas de 300 g de gnamialo en 1 litro de

agua.

2.3.2.IEXTRACTO ETEREO CRUDO DE ALCALOIDES TOTALES DE LAS
SEMILLAS DE Lupinus mutabilisSweet.

Granos enteros seleccionados se cocieron duramienhomra (100 g/300 mL de agua
destilada), se filtr, el filtrado se alcalinizéncamoniaco hasta pH 11, se dejo en reposo

una hora, se extrajeron los alcaloides con étéj},(&e recuperé la fase organica.
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2.3.2.2.1 EXTRACTO ALCOHOLICO CRUDO DE LAS HOJAS DELupinus

mutabilis Sweet.

Las hojas frescas se secaron a°85en una estufa de secado, se trituré en un mséno
macerd en etanol de 96Gay Lussac, se aplicé en el ultrasonido, se fikg adiciono

sulfato de sodio, se dejé en reposo 24 horasltgeyfievaporo a sequedad.

2.3.3 IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

En el material vegetal (Liofilizado) del agua deadn e hidratacién, aguas del proceso
de desamargado preparadas en el laboratorio &irgdho filtradas, extracto etéreo crudo
de alcaloides totales de las semillasLdg@inus mutabilisSweety extracto alcohdlico
crudo de las hojas deupinus mutabilisSweet) se realizaron pruebas cualitativas de
Dragendorff, Mayer y Wagner para identificacioniagalcaloides (37

2.3.3.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO.

Soluciones de los liofilizados de las aguas de i6ace hidratacion del proceso de
desamargado deupinus mutabilisSweet, y el material de control se analizaron por
cromatografia en capa fina empleando de 10 au20de muestra, como adsorbente:
silica gel 60 k4 (Merck); solventesacetato de etilo, hexano, dietil amina (77,5: 17,5:

5,5) y revelador reactivo de Dragendorff

2.3.4 CUANTIFICACION DE ALCALOIDES

Se tomaron 0,2 mL de agua de desamargado de cheehagregd 0,6 g de 6xido de

aluminio basico, se mezcld bien y afiadi6 0,2 mIK@& al 15%, se agité hasta formar

una pasta homogénea, se agregdé 6 mL de clorof@magitdé hasta homogenizacion y
se centrifugé (entre 1.500 y 3.000 rpm), durantemidutos Se recupero la fase

cloroférmica, se repitieron las extracciones pomlenos 10 veces, hasta que 1 mL del
altimo extracto evaporado a sequedad, suspendidé erb gotas de acido sulfurico

0,01N, de reaccién negativa con 3 o0 4 gotas detivwade Dragendorff.
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Se recogieron los lavados de todos los extractosyaporaron con calor suave sin llegar
a sequedad, dejando en la etapa final 1 mL, quepdescera rapidamente al enfriar en
un recipiente con agua fria. Se agregaron 5 mLcao &ulfurico 0,01N, dos gotas de
rojo de metilo y se titulé el exceso de acido coaON 0,01 N. El contenido de
alcaloides se reporté como Lupanina considerando jmL de HSO, 0,01 N equivale

a 2,48 mg de Lupanina.

2.4.1 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

2.4.1.1 METODO DE MITSCHERt al (56).

La actividad antimicéticdin vitro” de los alcaloides presentes en los liofilizadosade
aguas del proceso de desamargadbuiénus mutabilisSweet se evalué cont@andida
albicansen agar Muller Hinton suplementado con distintasceatraciones de extractos
alcaloidales y observando la densidad del crecitmjeue puede ser abundante, parcial o
ausente. Se preparo cantidad suficiente de calgtsipticasa (TSB), que fue repartido
en matraces de 125 mL de capacidad 25 mL de datkteriormente se prepard 100 mL
de agua destilada estéril y 100 mL de soluciomaadi 0,9 % repartiéndose 10 mL en
tubos de ensayo tapa rosca 150 x 15 mm. El conjsatautoclavé a 123C por 15
minutos. Se llevo a temperatura ambiente el mawaz225 mL de TSB esteéril, codificado

con el nombre del microorganismo ATCC y la fechaidenbra.

Con una asa esterilizada a la llama, enfriada @ tena asada de. albicansdel tubo

inclinadoy se transfirié al matraz codificado, se incub& 8@ por 24 horas.

Se preparé agar Miller Hinton que fue repartiddudros de ensayo con tapa 150 x 15,
esterilizado a 123C por 15 minutos y manteniendo fluido en bafio mad&°C hasta el

momento de empleo.

Se sometieron a ensayo concentraciones de 1.000Lpd00 pg/mL, 10 pg /mL, a

demas de un tratamiento testigo (0O pg/mL).
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Con precision en un vial, limpio, seco y estéribesd 50 mg de las siguientes muestras
a.) Liofilizado del agua de hidratacion al (35% )pdel proceso de desamargado de
Lupinus mutabilisSweet b) Liofilizado del agua de coccion al (36% p/p) peceso de
desamargado deupinus mutabilisSweet ¢) Extracto crudo de alcaloides (lupaina al
7,6% p/p), de_upinus mutabilisSweet d) Aceite de lupanina al 2% ldgpinus mutabilis
Sweet, e) Aguas del proceso de desamargado pregagadel laboratorio del grano de
Lupinus mutabilisSweet). Las muestras se disolvieron en 500 pL deSOMLa

concentracion final del extracto fue de 100.000mLg/

Se prepar6 una dilucién al décimo, utilizando tudesensayo 100 x 13 mm limpios,
secos Yy estériles, a los que se afiadio 900 uL d8MM 100 pL del extracto de la
concentracion de 100.000 pg/mL. La concentracidral fide esta dilucion fue de
10.000 pg/mL.

Se prepard una segunda dilucion al décimo, pacadb se afiadié 900 pL de DMSO y
100 pL del extracto de la concentracion de 10.a9énj1. La concentracion final de esta

dilucién fue de 1.000 pg/mL.

Se pipete6 100 pL de las soluciones del materialégiico (concentracion de
100.000 pg/mL; 10.000 pg/mL; 1.000 pg /mL) a Idsoside ensayo conteniendo 10 mL
de agar a 458C.

Se mezclé con la ayuda de un vortex e inmediatameat pasé a las cajas petri
previamente codificadas con el nombre del extradoconcentracion final de los
extractos en las caja fue de 1.000 pg/mL, 100 pgMOLpug /mL respectivamente. A
demas se afiadié directamente 1mL de las aguagatelsp de desamargado en 10 mL

de agar.

Del mismo modo se ensay6d la concentracion minirhiiboria con el liofilizado del
agua de coccidén (36%) vy liofilizado del agua derdtacion (35%) preparandose

concentraciones de 300 pg/mL; 150 pg/mL; 75 pg/@L5 pg/mL; 18,75 pg/mL;
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9,34 upg/mL; 4,68 pg/mL; 2,34 pg/mL; 1,17 pg/mL; 8,%9/mL; 0,29 pg/mL;
0,14 pg/mL en la caja.

También se prepararon concentraciones de 20.000L;1¢0.000 pg/mL y 5.000 pg/mL,
del extracto etéreo crudo de alcaloides totaldagisemillas yextracto alcohdlico crudo

de las hojas deupinus mutabilisSweet.

Una vez solidificado el medio de cultivo contenieral material vegetal se invirtieron
las cajas petri y dejaron a temperatura ambientelpoa 24 horas. Las cajas petri
preparadas no deben mostrar contaminacion, fnariise desecha y se debe repetir con

mas cuidado.

Siembra de las cajas:

Se preparo a partir del cultivo caldo soya triggecaisiblemente turbio, pipeteando 1 mL
de suspension en 10 mL de solucion salina eskérisuspension d€. albicans debe
ser equivalente al tubo 0,5 (densidad celular 118% mL), de la escala Mc Farland. A
partir de esta suspension se tomaron inéculosgsrar cajas petri que se incubaron a
37°C por 24 a 48 h.

La actividad se manifestd por ausencia de crecimigsible en las cajas estriadas con la
levadura (A). La presencia de poco crecimiento obi@no se califica como

parcialmente activo (P), un crecimiento abundanteesponde a un compuesto inactivo

(N

Las cajas petri de control deben tener la apaaeesperada (crecimiento Qe albicars
en las cajas de control negativo) de no ser hd exmerimento ha fallado y debe ser

repetido.

La presencia de pocas colonias en el estriado ied de resistencia. La presencia de
pocas colonias aisladas en la caja lejos de lae pdohde se estrid, es sefal de

contaminacion y generalmente se ignoran.
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2.4.2 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA.

2.4.2.1 METODO DE DILUCION EN AGAR CON SUSPENSIONEIESPORAS (56).

Se prepar6 la suspension de esporas para lo cualltsearon los hongos en estudio,
Mycrosporum canisATCC 10214 Trichophyton rubrumATCC 22402 en agar
Sabouraud en tubos de ensayo inclinados, incubdsdi@ 2-3 semanas a 48. A las
colonias de los tubos se agregd 3 mL de agualdst@antando cuidadosamente con una
varilla de vidrio todo el crecimiento, se pasoa@itenido a un tubo estéril, se agitd de 1 a
2 minutos en el vortex. Posteriormente se contdasnesporas en una camara de
Naeubauer, se diluyé con agua estéril hasta lagrarconcentracion de 100 esporas/mL

y se guardd en viales estériles ¥4

La actividad antimicéticéin vitro” de los alcaloides presentes en los liofilizadosade
aguas del proceso de desamargadd.ujenus mutabilisSweet y el extracto crudo de
alcaloides (lupanina 7,6% p/pe evaluaron en base a la capacidad de inhibiadn d

crecimiento micelial de las dos especies de hopgtixyenos.

Con el proposito de evaluar concentraciones dedgll 100 pg/mL, 1.000 pg/mL, a
demas de un tratamiento testigo (0 pg/mL) y unrobmositivo (Nistatina), en un vial,
limpio, seco y estéril se pesé 150 mg del mater@jetal (Liofilizado del agua de
hidratacion al (35%), Liofilizado del agua de cderial (36%) del proceso de
desamargado deupinus mutabilisSweety extracto crudo dé&upanina al (7,6%)), cada
muestra de 150 mg se disolvié en 1.000 uL de DMI® concentracion final del
extracto fue 150.000 pg/mL.

Se realizé una dilucion al décimo, utilizando tulaes ensayo 100 x 13 mm limpios,
secos Yy estériles con 900 pL de DMSO y 100 pL délaeto de la concentracion
150.000 pg/mL. La concentracion final de esta ddudue 15.000 pg/mL.
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Se realiz6 una segunda dilucién al décimo paraubd se afiadiéo 900 pL de DMSO y
100 pL del extracto de la concentracion de 15.000my, a tubos estériles. La

concentracion final fue 1.500 pg/mL.

Se pipeted separadamente 100 uL, de las solucialeds material biolégico
(concentracion 150.000 pg/mL; 15.000 pg/mL; 1.509/mL) a tubos de ensayo
contiendo 15 mL de agar Sabouraud a°@5luego se transfiri6 inmediatamente a las
cajas petri. La concentracion final de los extradwe 1.000 pg/mL; 100 pg/mL; 10
ung/mL, respectivamente.

A demas se prepararon concentraciones de 20.006Lpd0.000 pg/mL; 5.000 pg/mL;
1.250 pg/mL; 156 pg/mL; 10 pg/mL de extracto etémemlo de alcaloides totales de las
semillas yextracto alcohdlico crudo de las hojasldginus mutabilisSweet, con agar
Sabouraud a 45°C. Para el control positivo se utilizd nistatinaegarada en

concentraciones iguales a las del material vegetahgar Sabouraud a 4.

Una vez solidificados los medios de cultivo corgadio los extractos las cajas se dejaron
a temperatura ambiente por 18 a 24 horas.

Posteriormente se hizo un agujero en el centroadecéjas preparadas, con un saca
bocados de 6 mm de didmetro, colocandose en cager@a@0 pL de la suspension de
esporas, se incubd a 28 durante 14 dias paM. canisy por 21 dias en el caso de

T. rubrum.

La actividad antimicética, se determiné como elcpataje de inhibicion, se midi6 el
diametro de las colonias en cm, y se compar6é casomtrol negativo utilizandose la

siguiente relacion:

_ o Diametro de la muestra
o4 Crecimiento = — =100
Diametro de control
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En donde, un porcentaje de crecimiento menor al RB66 que el hongo es inhibido,
en cambio un porcentaje de crecimiento mayor al 288c6 que el hongo no es
inhibido.

2.5  ANALISIS ESTADISTICO.
Después de finalizar el tiempo de incubacion, avlagbles crecimiento del micelio y
concentraciones, se les realiz6 un analisis deanvaai (ANOVA). Con el paquete

computacional Statistical Analysis System (SAS)guaas medidas se compararon por
el test de Tukey (P= 0,05)



CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS CROMATOGRAFICOS DE LOS ALCALOIDES DE Lupinus

mutabilis Sweet.

El analisis cromatogréafico se desarrollo en: a)aagdel proceso de desamargado; b)
extracto etéreo crudo daipinusobtenido de la extraccidén basica liquido- liquitiolas

aguas del desamargado c) extracto crudo alcohddidas hojas de. mutabilisSweet.

Las aguas obtenidas en el proceso de desamargadaupdeus mutabilis Sweet
provenientes del INIAP dieron positivos los ensagesDragendorff, Mayer, Wagner

verificAndose cualitativamente el contenido delaidas.

La cromatografia en capa fina para la determinad@alcaloides revelo la presencia de
Lupanina en los dos liofilizados, donde el valdirieo referencial fue Rf 0,43 el cual
coincidié con el valor del Rf practico (5) FotogeaNo (5y 6).

En estudios preliminares deupinus mutabilis realizados en Italia se detecté en el
extracto crudo de alcaloides que la lupanina emaglor constituyente, pues alcanzé el
2,5 % en el grano crudo y el 11,5 % en el extrdEt@lcaloide segundo en importancia
fue la esparteina (0,32 % en grano crudo y 2,5 %lerxtracto). Mientras que otros
compuestos como la [Bhidroxilupanina y 13-hidroxilupanina y tetrahidoonbifolina,

se encontraron en menor cantidad (70).
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Lupanina Rf 0,43 (mancha de color naranja)

FOTOGRAFIA No. 5.

PLACA CROMATOGRAFICA DEL LIOFILIZADO DEL AGUA
DE COCCION DEL PROCESO DE DESAMARGADO DE
Lupinus mutabilis Sweet, PARA LA DETECCION DE
ALCALOIDES, UTILIZANDO COMO ADSORBENTE: SILICA
GEL 60 F,4 (MERCK). SISTEMA DE SOLVENTES: ACETATO
DE ETILO, HEXANO, DIETIL AMINA (77,5: 17,5: 5,5).
REVELADOR: REACTIVO DE DRAGENDORFF-

Lupanina Rf 0,43 (mancha de color naranja)

FOTOGRAFIA No. 6.

PLACA CROMATOGRAFICA DEL LIOFILIZADO DEL AGUA
DE HIDRATACION DEL PROCESO DE DESAMARGADO DE
Lupinus mutabilis Sweet, PARA LA DETECCION DE
ALCALOIDES, UTILIZANDO COMO ADSORBENTE: SILICA
GEL 60 F,54 (MERCK). SISTEMA DE SOLVENTES: ACETATO
DE ETILO, HEXANO, DIETIL AMINA (77,5: 17,5. 5,5).
REVELADOR: REACTIVO DE DRAGENDORFF-
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De igual manera en el extracto etéreo crudo dedlicedoides y en el extracto alcohdlico

de las hojas se identificé la presencia de lupanina

La cuantificacion de lupanina en el agua de cocoael6 una concentracion de 36%
(p/p) y en el agua de hidratacion 35% (p/p), adiaimente el extracto crudo de

alcaloides presentd 137 mg/g de lupanina.

3.2  ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La actividad antifingica se desarrollo frente @andida albicansATCC 10231,
Mycrosporum cani&TCC 10214 yTrichophyton rubrunATCC 22402.

3.2.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LIOFILIZADOS DEL AGU A DEL
PROCESO DE DESAMARGADO; EXTRACTO CRUDO DE LUPANINA,
EXTRACTO CRUDO ETEREO DE ALCALOIDES TOTALES Y
EXTRACTO CRUDO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus
mutabilis Sweet FRENTECandida albicans ATCC 10231.

Liofilizados del agua de coccién en concentraciodes1.000pug/mL; 100 pg/mL y
10 pg/mL no mostraron actividad frente @andida albicans ATCC 10231.
Concentraciones intermedias entre estos ensaydséafueron inactivas. Se estima que
las concentraciones ensayadas son demasiado bagaagbivar mecanismos inhibitorios

de estos patdgenos.

Los métodos de extraccidbn empleados en las aguapraleeso de desamargado de
Lupinus mutabilis Sweet pueden suministrar alcaloides y otros [piasi en

concentracion insuficiente para dar respuestaipasal ensayo de Mitscher; se sugiere
que la metodologia de extraccion puede afectarlggma medida a los compuestos

activos.

Se presumié que el liofilizado pudo afectar la poi@ actividad de los alcaloides de

Lupinuspor lo que se prepararon las aguas de proces@&bdaaboratorio para someter
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a ensayo el material sin liofilizar; encontrandasactividad en las concentraciones
1.000pg/mL; 100 pg/mL y 10 pg/mL, inclusive 1 mllde aguas ensayadas (purificada
y no purificada) fue inactivo contr@andida albicansAdicionalmente se ensayaron
aceite dd_upinuscon 2% de lupanina y extracto de las semillascidades dd_upinus
mutabilisSweet, con 7,6% de lupanina a las concentracioméds0®Oug/mL; 100 pg/mL

y 10 pg/mL resultando también inactivos.

En tales concentraciones no se observo sensibildadC. albicans al extracto,
concentraciones de los liofilizados superioresG®Q.ug/mL no se analizaron debido a
gue su solubilidad fue un factor limitante, coinerlo con los estudios de Galarza, J.
et .al(23).

Sin embargo se ensayaron dosis de desafio decextéreo crudo de los alcaloides
totales del grano obteniéndose actividad frer@asmdida albican®n concentraciones de
20.000 pg/mL; 10.000 pg/mL y 5.000 pg/mL, lo cuatrcbora que la metodologia de

extraccion degrada a los compuestos activos.

El extracto alcohdlico de las hojas depinus mutabilisSweet a las concentraciones de

20.000 pg/mL; 10.000 pg/mL y 5.000 pg/mL fue inaztirente al patdgeno.

La accion antimicrobiana de los alcaloides se ayeba la presencia de nitrégeno en su
estructura como amina o amida (23).

3.2.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA FRENTE Mycrosporum canis ATCC 10214 y
Trichophyton rubrum ATCC 22402.

En relacion al desarrollo de hongos filamentosbsaterial ensayado (liofilizados del
agua de coccién e hidratacién del proceso de degadmdelupinus mutabilisSweet)
no inhibe completamente Mycrosporum canisATCC 10214 puesto que se observo
crecimientos superiores al 25%, sin embargo seradseduccion en el porcentaje de
crecimiento en un rango de 0,54% a 14,99%rubrum ATCC 22402 tampoco fue
inhibido, pero su crecimiento se redujo entre 188%6%. (Anexo: Grafico No. 1y 2).
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3.2.2.1 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LIOFILIZADOS DEL A GUA DEL
PROCESO DE DESAMARGADO FRENTE A Mycrosporum canis ATCC
10214

Los efectos de los liofilizados de las aguas detgsamiento del chocho se observaron
durante tres estadios de crecimiento a los 6,10 gids de cultivo en agar Sabouraud
glucosado al 4% a temperatura de°28+ 2° C. bajo estas condiciones los analisis de
varianza al 0,05 % mostraron diferencias signiiieat (Cuadro No 1), indicando que en
el comportamiento dslycrosporum canigfluenciaron las distintas dosis ensayadas y la
procedencia del material analizado.

CUADRO No. 1. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMINA CION “ in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL LIOFILIZADO DE LAS AGUAS DEL
PROCESO DE DESAMARGADO DE Lupinus Sweet A
DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Mycrosporum canis ATCC
10214. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTU BRE 2008.

mutabilis

a. Porcentaje de crecimiento al dia 6.
Fuente de Variacién GL SC M F Cal Pr > F
Total 35 1223,329722
A 1 387,4336111 387,4336111 67,67  <,0001
B 2 405,2688889 202,6344444 35,39 <,0001
A*B 2 258,8688889 129,4344444 22,61  <,0001
Error 30 171,758333 5,725278

b. Porcentaje de crecimiento al dia 10.
Fuente de Variacion GL SC @] F Cal Pr > F
Total 35  1149.368889
A 1 260,2844444 260,2844444 168,28  <,0001
B 2 384,5038889 192,2519444 124,29  <,0001
A*B 2 458,1772222 229,0886111 148,11  <,0001
Error 30 46,403333 1,546778

C. Porcentaje de crecimiento al dia 14.
Fuente de Variacién GL SC M F Cal Pr > F
Total 35 2642,018889
A 712,8900000 712,8900000 479,06  <,0001
B 2 984,5538889 492,2769444 330,81  <,0001
A*B 2 899,9316667 449,9658333 302,37  <,0001
Error 30 44,643333 1,488111
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La evaluacion en el dia 6 indic6 que las conceittnes de (10 pg/mL) del liofilizado
del agua de coccion del proceso de desamargadamlaus mutabilisSweet (LC) y
liofilizado del agua de hidratacion del procesod#samargado deupinus mutabilis
Sweet (LH), son estadisticamente iguales, no prasenpoder de inhibicion micética
debido a que el porcentaje de crecimiento del hohgo superior al 25%. Igual

comportamiento se observé en la concentracion Ju@d®L (Cuadro 2).

Por otro lado, al comparar los promedios de la thesarecimiento déVl. canis por
efecto de las diferentes concentraciones, de ¢dzados (LC y LH), se determinaron

diferencias estadisticas (Cuadro No 2).

Al utilizar el LC ensayado en las concentracionesl@d; 100 y 1.000 pg/mL, el hongo
crecid en porcentajes superiores al 25%. No huliividged antimicética, pero los
porcentajes de crecimiento difieren estadisticaenentre si. (Cuadro No 2).

Al emplear LH a las concentraciones de 10; 10M9A ug/mL no existe actividad frente
a M. canis, el crecimiento micelial no mostro diferencias shigaitivas entre si. Este
tratamiento tampoco produjo inhibicién (Cuadro No 2

Los efectos de las concentraciones de (10; 10@§01g/mL) del LC y LH, en el dia
10, estadisticamente son diferentes, pero no pesgoder de inhibicion micética
debido a que el porcentaje de crecimiento del hoagosuperior al 25%. Igual
comportamiento presentan los porcentajes de crestmensayados en el dia 14 (Cuadro
No 2).

Por otro lado al comparar los promedios de la desarecimiento dél. canisen el dia
10, por efecto de la utilizacion de diferentes l@gede concentracion, dentro de cada
liofilizado (LC y LH), se determinaron diferenciastadisticas, asi se determin6 que al
utilizar el LC ensayado en las concentraciones @ey1100 pg/mL, no difieren
estadisticamente entre si, la concentracién d® Q0L difiere estadisticamente de las
anteriores. Ninguna concentracion ensayada presaotividad antimicética. Un

comportamiento igual sucedi6 el dia 14 (Cuadro No 2
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DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL LIOFILIZADO DE LA S
Sweet A DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A

AGUAS DEL PROCESO DE DESAMARGADO DE Lupinus mutabilis
Mycrosporum canis ATCC 10214. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2008.

PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Mycrosporum canis

EN LOS LIOFILIZADOS DEL AGUA DE COCCION E HIDRATACI ON DENTRO DE CADA CONCENTRACION

Concentraciones(pg/mL) 10 100 1.000
X Prob. CV (%)
Liofilizados C H C H C H
Dia 6 99,90 99,90 a 91,92 b 9830 a 8506 b 9828 b 9556 0,0001 2,50
Dia 10 99,03 a 9900 b 98,73 b 9988 a 84,43 a 9855 b 96,75 0,0001 1,28
Dia 14 99,52 10000 b 96,10 b 9937 a 76,31 b 99,27 a 9510 0,0001 1,29
PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Mycrosporum canis DE ACUERDO A LA CONCENTRACION DENTRO DE CADA LIOFIL IZADO
Liofilizados COCCION HIDRATACION
X Prob. CV (%)
Concentraciones(pg/mL) 10 100 1.000 10 100 1.000
Dia 6 9990 a 9192 b 8506 c 9990 a 9830 a 9828 a 9556 0,0001 2,5
Dia 10 99,03 a 98,73 a 8443 b 9990 a 9988 a 9855 a 96,75 0,0001 1,28
Dia 14 9952 a 9610 a 7631 b 1000 a 99,37 a 9927 a 9510 0,0001 1,29
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3.2.2.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LIOFILIZADOS DEL A GUA DEL
PROCESO DE DESAMARGADO FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC
22402.

Los efectos de los liofilizados de las aguas detgsamiento del chocho se observaron
durante tres estadios de crecimiento a los 8, 24 gias de cultivo en agar Sabouraud
glucosado al 4% a temperatura de°@8+ 2° C, en estas condiciones el andlisis de
varianza al 0,05% analizado en los diferentes ididis0O que en el comportamiento de
Trichophyton rubrunmo influenciaron las distintas dosis ensayadals; piocedencia del
material analizado (Cuadro No 3)

CUADRO No. 3. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMINA CION “ in vitro” DE
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL LIOFILIZADO DE LAS AGUAS DEL
PROCESO DE DESAMARGADO DE Lupinus mutabilis Sweet A
DIFERENTES CONCENTRACIONES. FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC
22402. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICI EMBRE 2008.

a. Porcentaje de crecimiento al dia 8.
Fuente de Variacidn GL SC M F Cal Pr > F
Total 35 408,1624306
A 1 18,56173611 18,56173611 1,55 09,2234
B 2 16,06847222 8,03423611 0,67  0,5197
A*B 2 13,22513889 6,61256944 0,55  ©,5823
Error 30 360,3070833 12,0102361

b. Porcentaje de crecimiento al dia 14.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 35 145,2563889
A 1 4,91361111 4,91361111 1,15  0,2931
B 2 4,47055556 2,23527778 0,52 90,5992
A*B 2 7,16722222 3,58361111 0,84 09,4436
Error 30 128,7050000 4,2901667

c. Porcentaje de crecimiento al dia 21.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 35 72,05087500
A 1 9,51722500 9,51722500 6,75  0,1440
B 2 16,56011667 8,28005833 5,87 90,2171
A*B 2 3,65711667 1,82855833 1,30 0,2884

Error 30 42,31641667 1,41054722
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Los analisis indicaron que no existen diferenci@mificativas en el porcentaje de
crecimiento del hongo por efecto de las concertras evaluadas en los dias 8 y 14, En
cambio en el dia 21 los porcentajes de crecimientduados a las concentraciones de
100 y 1.000 pg/mL son iguales pero difieren estadimente del analizado a la
concentracion de 10 pg/mL. Ninguna concentracion late liofilizados muestran
actividad fungicida por presentar porcentajes @eigriento superiores al 25% (Cuadro
No 4).

CUADRO No. 4. TEST DE TUKEY AL 95% DE LA DETERMINA CION *“in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL LIOFILIZADO DE LAS AGUAS DEL
PROCESO DE DESAMARGADO DE Lupinus mutabilis Sweet A
DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC
22402. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICI EMBRE 2008.

CONCENTRACIONES DEL LIOFILIZADO DE

Dias de AGUAS DE COCCION E HIDRATACION (ug/mL) X Prob. (CO/:;
incubacion 10 100 1.000

8 97,81 a 97,52 a 96,27 a 972 05197 3,56

14 98,76 a 98,26 a 97,92 a 9831 05992 211

21 99,81 a 98,61 b 98,21 b 9888 0,0100 1,20
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3.2.2.3 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANINA

AL 7,6%, FRENTE A Mycrosporum canisATCC 10214

El crecimiento deMlycrosporum canigen presencia de lupanina al 7,6%0s 6, 10 y 14
dias del ensayo presentaron diferencias signi¥ast{P = 0,05) por influencia de las

distintas concentraciones evaluadas (Cuadro No 5).

CUADRO No. 5. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMINA CION

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANIN A AL
7,6%, A DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Mycrosporum canis
ATCC 10214. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE

“in  vitro”

2008.

a. Porcentaje de crecimiento al dia 6.
Fuente de Variacidn GL SC M F Cal Pr > F
Total 17 615,8234000
Tratamiento 2 607,1296000 303,5648000 523,76  <,0001
Error 15 8,6938000 0,5795867

b. Porcentaje de crecimiento al dia 10.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 17 300,6672000
Tratamiento 2 294,4656000 147,2328000 356,12  <,0001
Error 15 6,2016000 0,4134400

C. Porcentaje de crecimiento al dia 14.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 17 192,4862500
Tratamiento 2 189,0625000 94,5312500 414,16  <,0001
Error 15 3,4237500 0,2282500

M. canispresent6 un crecimiento del 100% con las conceotras de 10 y 100 pg/mL,
evaluadas en los dias 6, 10 y 14. Las concentregitanen el mismo efecto sobre el
patégeno. Sin embargo la concentracion de 1.00@dimitd el crecimiento a 87,76,

91,42 y 93,12%, en su orden respectivo. Ningunazammnacion inhibié el crecimiento

del hongo (Cuadro 6).
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CUADRO No. 6. TEST DE TUKEY AL 95% DE LA DETERMINA CION “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANIN A AL
7,6%, A DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Mycrosporum canis
ATCC 10214. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE
2008

CONCENTRACIONES DE LUPANINA AL 7,6%

Dias de (ng/mL) X Prob. CV (%)
incubacion 10 100 1.000
6 100 a 100 a 87,76 b 9592 0,0001 0,81
10 100 a 100 a 91,42 b 97,14 0,0001 0,66
14 100 a 100 a 93,12 b 97,71 0,0001 0,49

3.2.2.4 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANINA
AL 7,6%, FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC 22402.

Los andlisis de varianza (P=0,05) evaluados los 8jal4 y 21 mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de crecimientoTdehophyton rubrunpor efecto de las

concentraciones evaluadas (Cuadro No 7).

CUADRO No. 7. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMINAC ION “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANIN A AL
7,6%, A DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Trichophyton
rubrum ATCC 22402. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
DICIEMBRE 2008.

a. Porcentaje de crecimiento al dia 8.
Fuente de Variacion GL SC @] F Cal Pr > F
Total 17 57,32569444
Tratamiento 2 21,31361111 10,65680556 4,44 09,0306
Error 15 36,01208333 2,40080556

b. Porcentaje de crecimiento al dia 14.
Fuente de Variacién GL SC M F Cal Pr > F
Total 17 10,97685000
Tratamiento 2 6, 30010000 3,15005000 10,10 90,0017

Error 15 4,67675000 0,31178333
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c. Porcentaje de crecimiento al dia 21.
Fuente de Variacidn GL Ne M F Cal Pr > F
Total 17 3,88676111
Tratamiento 2 1,85867778 8,92933889 6,87  ©,0076
Error 15 2,02808333 8,13520556

Los porcentajes de crecimiento (Cuadro No 8) indipae al utilizar concentraciones de
10 y 100 pg/mL, evaluadas en los dias 8; 14 yr2tubrum presentd un crecimiento del
100%, cualquiera de las dos concentraciones agtizd sobre el patégeno. Sin embargo
el efecto de la concentracion de 1.000 pg/mL difestadisticamente de los anteriores al
permitir crecimientos de 97,69; 98,74 y 99,32%. oP@n todo caso ninguna

concentracion inhibe el crecimiento del hongo.

CUADRO No.8. TEST DE TUKEY AL 95% DE LA DETERMINACI ON “in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO CRUDO DE LUPANIN A AL
7,6%, A DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE A Trichophyton
rubrum ATCC 22402. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
DICIEMBRE 2008

Dias de Concentraciones de lupanina al 7,6% (ug/mL)
X Prob. CV (%)

incubacion 10 100 1.000
8 100 a 100 a 97,69 b 99,23 0,0001 1,56
14 100 a 100 a 98,74 b 99,58 0,0001 0,56
21 100 a 100 a 99,32 b 99,77 0,0001 0,37

La falta de actividad antimicrobiana de los liaiddos de las aguas del procesamiento de
Lupinus mutabilisSweet pudo resultar de concentraciones insufiesede alcaloides
puros obtenidos por el método de extraccion utlizgpese a que pruebas clasicas de
identificacion de Dragendorff, Mayer, Wagner y unematografia en capa fina

determinaron presencia de este principio activtodas las soluciones testadas.

La eficacia antimicrobiana también pudo ser intedéepor materia organica propias de
las semillas del alimento coincidiendo con losdmjbs de Tomlinson, S y Palombo, E.
en estudios similares efectuados dnabaceae (leguminosas) con actividad
antimicrobiana (53).
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En las concentraciones 10; 100 y 1.000 pg/mL dalaftes totales procedentes de las
aguas de coccion e hidratacion del proceso de @gegado del chocho y extracto crudo
de lupanina no se detecté sensibilidad de los ropgbogénicos, sin embargo no se
ensayaron concentraciones mas altas, debido aacga@ubilidad es un factor limitante,
de acuerdo a lo demostrado por GALARZAegt).al(23).

En el presente estudio al no encontrar actividdduagica en el material de ensayo se
procedié a extraer y purificar en el laboratoricaddides totales del grano crudo, para
realizar ensayos de actividad antimicrobiana qustahel momento no se han reportado
en la literatura. Esto debido a que trabajos sieslacon otras especies Hepinus

arrojaron resultados positivos para algunas fraesale alcaloides, por ejemplo Fuertes,

R. et. alreportaron inhibicion dAspergillus nigery C. albicang(22).

Debiendo anotarse que trabajos similares con especies déupinuscomo Lupinus
exaltatus Zuccen han demostrado actividad de alcaloidesraditbpatdgenos como

Alternaria solani,Rhizoctonia solani $clerotium rolfsii(75).

Asi mismo el extracto de alcaloides depinus angustifoliusmostré actividad
antibacteriana contraPseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis Staphylococcus
aureus excepto conEscherichia colipara la cual la actividad fue débilmente
significativa. Adicionalmente hubo actividad antiffica frente aandida albicansg/ C.
krusei(17).

3.2.2.5 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO CRUDO DE
LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUDO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A
Mycrosporum canis ATCC 10214.

Los efectos del extracto etéreo crudo de los atbedatotales del grano y extracto crudo
alcohdlico de las hojas daupinus mutabilisSSweet se observaron en los dias 6, 10 y 14,
de crecimiento del patogeno; los andlisis de vasdaal (P = 0,05 %) mostraron

diferencias significativas (Cuadro No 9), indicandoe en el comportamiento de
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Mycrosporum canignfluenciaron las distintas dosis ensayadas y laeuencia del

material analizado.

CUADRO No. 9. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMINA CION “ in vitro” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO CRUDO DE LOS
ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUDO ALCOH OLICO
DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet A DIFERENTES
CONCENTRACIONES FRENTE A Mycrosporum canis ATCC 10214.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2 008.

a. Porcentaje de crecimiento al dia 6.
Fuente de Variacidn GL SC M F Cal Pr > F
Total 71 166118,9318
A 1 100,6781 100,6781 36,92 <,0001
B 5 165291,8411 33058,3682  12123,8  <,0001
A*B 5 562,7985 112,5597 41,28 <,0001
Error 60 163,6141 2,7269

b. Porcentaje de crecimiento al dia 10.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 71 154184,6104
A 1 129,5782 129,5782 253,74  <,0001
B 5 150690, 4626 30138,0925 59016,3 <,0001
A*B 5 3333,9292 666,7858  1305,70  <,0001
Error 60 30,6404 09,5107

c. Porcentaje de crecimiento al dia 14.
Fuente de Variacion GL SC (o] F Cal Pr > F
Total 71 144383,8661
A 1 1073,3117 1073,3117 138,55 <,0001
B 5 136796,7340 27359,3468  3531,64  <,0001
A*B 5 6049,0043 1209,8009 156,17 <,0001
Error 60 464,8161 7,7469

La evaluacion del dia 6; en el primer nivel de @emiacion (10 pg/mL), los
tratamientos, Extracto Etéreo Crudo de los Alcasidotales del Grano deaupinus

mutabilisSweet(ECAT) y Extracto Alcohdlico Crudo de las Hojas ldgpinus mutabilis
Sweet(EAH) con promedios de 99,29 y 99,22% son estadisticamguaales. (Cuadro
No 10).
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En el segundo nivel de concentracion (156 pg/mdg, tratamientos, ECAY EAH
presentaronpromedios de crecimiento de 97,40 y 98,17% que esiadisticamente

iguales (Cuadro No 10).

Dentro del tercer nivel de concentracién (1.250mLg/ se determiné un promedio de
82,47% para el EAH, el mismo que difiere estadistiente del tratamiento ECAT que
presenté un promedio de 97,32%, lo cual indicamagor eficiencia en la inhibicién al
utilizar el EAH, sobreM canis(Cuadro 10).

Dentro de las concentraciones 5.000; 10.000 y 20.@fmL, los tratamientos, ECAT
EAH presentaroruna inhibicion del 100%, al no registrar crecimgerte M. canis
(Cuadro 10).

Por otro lado al comparar los promedios de ladaserecimiento d&l. canis por efecto
de la utilizacion de diferentes niveles de con@amndn, dentro de cada extracto (ECAT y
EAH), se determinaron diferencias estadisticassasietermind que al utilizar el ECAT
se obtiene una inhibicion del 100% mediante lazaition, de concentraciones de 5.000;
10.000 y 20.000 pg/mL, a los que no se registroimiento deM. canis sin embargo
con niveles de 10; 156 y 1.250 pg/mL, se registrdesas de crecimiento de 99,29;
97,40 y 97,32 % respectivamente, los mismos qudififeren estadisticamente entre si
(Cuadro 10).

De la misma manera al utilizar EAH, se obtuvo umaikicion del 100% mediante el
empleo de concentraciones de 5.000; 10.000 y 2Qu@0aL, al no registrar crecimiento
de M. canis debiendo resaltarse que el uso de niveles del3®;y 1.250 pg/mL,

registraron promedios de crecimiento de 99,22; ©§,82,47 % en su orden, siendo

estadisticamente iguales (Cuadro 10).

Los tratamientos, ECAY EAH evaluados el dia 10 a la concentracion dgd/énL con
promedios de 99,13 y 99,39% son estadisticamenadeig (Cuadro 10).
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En el segundo nivel de concentracion (156 pg/mig,tiatamientos, ECAY EAH son

estadisticamente igualesmabstrarpromedios de 91,1y 99,09 % (Cuadro 10).

Dentro del tercer nivel de concentracién (1.250mLg/ se determiné un promedio de
crecimiento de 81,58 % para el EAH, el que difiestadisticamente del tratamiento
ECAT que presenté un promedio de 99,37%, lo cudicanuna mayor eficiencia en la

inhibicion al utilizar el EAH, sobr&lycrosporum canigCuadro 10).

En el cuarto nivel de concentracién (5.000 pg/neistadisticamente existio diferencias
obteniéndose un promedio de crecimiento del horegd,@ % para el ECAT y 39,59 para
EAH, existiendo una mejor eficiencia en la inhibitidel crecimiento al utilizar ECAT

en este nivel (Cuadro 10).

Las concentraciones, 10.000 y 20.000 pg/mL, losarreentos, ECATy EAH
presentaroruna inhibicion del 100%, al no registrar crecimiede M. canis (Cuadro
10).

Por otro lado al comparar los promedios de ladaserecimiento del hongo , por efecto
de la utilizacion de diferentes niveles de con@andn, dentro de cada extracto (ECAT y
EAH), se determinaron diferencias estadisticassasietermind que al utilizar el ECAT
se obtiene una inhibicion del 100% mediante lazaition, de concentraciones de 5.000;
10.000 y 20.000 pg/mL, al no presentar crecimiaglttiongo; en cambio al utilizar
niveles de 10; 156 y 1.250 pg/mL, se registraasag de crecimiento de 99,13; 99,10 y

99,37 % respectivamente, los que no difieren estiadimente entre si (Cuadro 10).

De igual manera, con el EAH, se obtiene una intbhidel 100% mediante el empleo de
concentraciones de, 10.000 y 20.000 pg/mL, al xistie crecimiento del hongo,
debiendo resaltarse que el uso de niveles de By 15250 y 5.000 pg/mL, registraron
promedios de crecimiento de 99,39; 99,09; 81,58 %3 %, los mismos que difieren
estadisticamente entre si (Cuadro 10).
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Los efectos de las concentraciones (20.000; 10.60I00; 1.250; 156; 10 pg/mL)
evaluadas en el dia 14 son las siguientes; enneépnivel de concentracion (10 pg/mL),
los tratamientos, ECAY EAH son estadisticamente iguales, presentandoguios de
99,78 y 99,68% (Cuadro 10).

Dentro del segundo nivel de concentracion (156 jLy/tos tratamientos, ECAY EAH
mostrarorpromedios de 99,59 y 99,56 % siendo estadisticamgnales (Cuadro 10).

Para el tercer nivel de concentracion (1.250 pg/rekjstié un promedio de 81,66 %
para el EAH, el que difiere estadisticamente dafatmiento ECAT que presento un
promedio de 99,59%, lo cual indica una mayor dificig en la inhibicion al utilizar el

EAH, sobre M. caniscon este nivel de concentracién (Cuadro 10).

A las concentraciones (5.000 pg/mL y 10.000 pg/méstadisticamente existio

diferencias obteniéndose un promedio de crecimidatdiongo de 0,0 % para el ECAT
en el cuarto y quinto nivel; en cambio con EAH @lgentaje de crecimiento fue de 42,69
y 18,29% en su orden (Cuadro 10).

En la concentracion de 20.000 pg/mL, los tratam&nECATY EAH presentaroruna
inhibicion del 100%, al no registrar crecimiento Be canis. Son estadisticamente

iguales. (Cuadro 10).

Al utilizar ECAT se obtuvo una inhibicion del 100&6n concentraciones de 5.000;
10.000 y 20.000 pg/mL, al no presentar crecimietgohongo, en cambio al utilizar
niveles de 10; 156 y 1.250 pg/mL, se registrarecimientos de 99,68; 99,59 y 99,59 %
respectivamente, valores que no difieren estadimgate entre si (Cuadro 10).

De igual manera, con EAH, se obtuvo una inhibiaéh 100% con la concentracion de
20.000 pg/mL y 87,71% con 10.000 pg/mL, debiendaltarse que el uso de niveles de
10; 156 y 1.250 y 5.000, registraron promedios r@eimiento de 99,78; 99,56; 81,66;
42,69 y 18,29%, los mismos que difieren estadisterde entre si. Actividad antifungica

se registro al emplear la concentracion de 5.00ugCuadro 10).
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DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO

CRUDO DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACT O CRUDO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus
mutabilis Sweet A DIFERENTES CONCENTRACIONES. FRENTE A Mycrosporum canis ATCC 10214. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2008

PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Mycrosporum canis EN LOS EXTRACTOS DENTRO DE CADA CONCENTRACION

Concentraciones

(ng/mL) 10 156 1.250 5.000 10.000 20.000 X Prob. (Cty:/)

Extractos ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH

Dia 6 99,29 a 99,22 a 97,40 a 98,17 a 97,32 a 8247 b 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 47,83 0,0001 3,43

Dia 10 99,13 a 99,39 a 99,10 a 99,09 a 99,37 a 8158 b 0,00 b 30,59 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 50,68 0,0001 1,42

Dia 14 99,68 a 99,78 a 99,59 a 99,56 a 99,59 a 8166 b 0,00 b 42,69 a 0,00 b 18,29 a 0,00 a 0,00 a 53,40 0,0001 5,24
PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Mycrosporum canis DE ACUERDO A LA CONCENTRACION DENTRO DE CADA EXTRAC TO

Extractos ECAT EAH

Concentracion es X Prob. (Cty:/)

(Mg/mL) 10 156 1.250 5.000 10.000 20.000 10 156 1.250 5.000 10.000 20.000

Dia 6 99,29 a 97,40 a 97,32 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 99,22 a 98,17 a 8247 b 000 ¢ 000 c 0,00 c 47,83 0,0000 3,45

Dia 10 99,13 a 99,10 a 9937 a 0,00 b 000 b 000 b 99,39 a 99,09 a 8158 b 3059 ¢ 000 d 000 d 5068 00001 1,42

Dia 14 99,68 a 9959 a 9659 a 000 b 000 b 000 b 99,78 a 9956 a 8166 b 4269 c 1829 d 0,00 e 5315 0,0001 5,24
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3.2.2.6 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO CRUDO DE
LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUDO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A
Trichophyton rubrum ATCC 22402.

Los analisis de varianza (P=0,05) analizados las 8i 14 y 21mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de crecimientoTdehophyton rubrunpor efecto de las

concentraciones evaluadas (Cuadro 11).

CUADRO No. 11. ANALISIS DE VARIANZA DE LA DETERMIN ACION “ in vitro ” DE LA
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO CRUDO DE
LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUDO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet A
DIFERENTES CONCENTRACIONES FRENTE Trichophyton rubrum
ATCC 22402. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
DICIEMBRE 2008

a. Porcentaje de crecimiento al dia 8.
Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F
Total 71 172982,5241
A 1 1,0512 1,0512 0,20 09,6564
B 5 172633,4814 34526,6963 6566,13 <,0001
A*B 5 32,4931 6,4986 1,24  0,3037
Error 60 315,4983 5,2583

b. Porcentaje de crecimiento al dia 14.

Fuente de Variacién GL Ne M F Cal Pr > F

Total 71 127167,4340
A 1 9733,6128 9733,6128  15967,4  <,0001
B 5 106025,3728 21205,0746  34785,7 <,0001
A*B 5 11371,8729 2274,3746  3730,98 <,0001
Error 60 36,5755 09,6096

C. Porcentaje de crecimiento al dia 21.
Fuente de Variacidn GL SC M F Cal Pr > F
Total 71 131305,0804
A 1 7878,4720 7878,4720  19701,6 <,0001
B 5 113697,4358 22739,4872  56864,4  <,0001
A*B 5 9705,1793 1941,0359  4853,92 <,0001

Error 60 23,9934 09,3999
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En el dia 8 fueron evaluadas las siguientes coramahes (20.000; 10.000; 5.000;
1.250; 156 y 10 pg/mL); encontrandose que el delame T. rubrumpor efecto de el
ECAT y EAH a las concentraciones de 10; 156 pggoh estadisticamente iguales, no
presentan poder de inhibicion micotica debido a euporcentaje de crecimiento del
hongo es superior al 25% (Cuadro 12).

De igual manera en el tercer nivel de concentra¢iéB50 pg/mL), los tratamientos,
ECAT y EAH presentaropromedios de 95,49 y 97,79 % difieren estadisticaenentre

si y carecen de actividad micotica (Cuadro 12).

Dentro de las concentraciones 5.000; 10.000 y 20.@mL, los tratamientos, ECAT
EAH presentaronuna inhibicion del 100%, al no registrar crecimeerdel hongo
(Cuadro 12).

Por otro lado al comparar los promedios de la ths&recimiento d&. rubrum por
efecto de la utilizacion de diferentes niveles dacentracion, dentro de cada extracto
(ECAT y EAH), se determiné diferencias estadistieadas concentraciones dentro de
cada extracto, asi se determin6é que al utilizaE@NT se obtiene una inhibicion del
100% mediante la utilizacion, de concentracione$.680; 10.000 y 20.000 pug/mL, al
no registrar crecimiento del hongo, sin embargatiizar niveles de 10, 156 y 1.250
png/mL, el extracto no presenta actividad al regist tasas de crecimiento de 99,48;
98,17 y 95,40 % respectivamente, Las concentrasia®e 10, 156 pg/mL difieren

estadisticamente de la concentracion 1.250 pg/mbadm 12).

De la misma manera al utilizar EAH, se obtiene indbicion del 100% mediante el
empleo de concentraciones de 5.000; 10.000 y 20.0§/tnL, al no registrar crecimiento
de T. rubrum debiendo resaltarse que el uso de niveles dd3®,y 1.250 pg/mL,

registraron promedios de crecimiento de 97,79; ®§,87,79 % en su orden, siendo

estadisticamente iguales (Cuadro 12).

Al comparar los promedios de la tasa de crecimiel®d. rubrum por efecto de la

utilizacion de extractos crudos de los alcaloidaefif@arentes concentraciones evaluadas
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en el dia 14 registraron diferencias significatiu@es esta manera en las concentraciones
(10; 156 y 1.250 pg/mL), del ECAT y EAsbn estadisticamente iguales. No presentan
poder de inhibicion micotica debido a que el potagende crecimiento del hongo es
superior al 25% (Cuadro 12).

En la concentracion de 5.000 pug/mL, el tratamieEGAT inhibe completamente el
crecimiento del hongo, mientras que el EAH revela go existe una inhibicion (Cuadro
12).

Las concentraciones de 10.000 y 20.000 pg/mL,zatias en las pruebam “vitro”,
sobreT. rubrum,son significativamente diferentes sobre el podandiicion micética,
en el cuadro 12, se observa claramente que eniextto mejor es el ECAT que inhibe el
crecimiento completamente, mientras que el trataimi&AH no produjo inhibicion
(Cuadro 12).

Al comparar los promedios de crecimientoTeubrum por efecto de la utilizacién de
diferentes concentraciones, dentro de cada extrde@AT y EAH), se determind
diferencias estadisticas; asi que al utilizar eNEGe obtiene una inhibicion del 100%
mediante la utilizacién, de concentraciones de (5.d®.000 y 20.000 pg/mL, al no
registrar crecimiento del hongo, sin embargo dizati niveles de 10; 156 y 1.250
ng/mL, no presenta actividad el extracto al regise porcentajes de crecimiento de
99,45; 99,40 y 99,39 % respectivamente, los misqas no difieren estadisticamente

entre si (Cuadro 12).

Al emplear EAH a las concentraciones de 10; 1562%Q pg/mL no existe actividad
frente aT. rubrum,el crecimiento micelial no mostré diferencias siigaitivas entre si, al
incrementarse la concentracion (5.000; 10.000 Y@D. pg/mL), se presentd una
reduccion en el porcentaje de crecimiento del hplugoefectos de los extractos difieren
estadisticamente entre si, sin embargo a la co@éin mas alta se registré el menor
crecimiento del micelio lo cudl reflejo una inhiidic del desarrollo micelial de 69,99%;

sin embargo carece de actividad antimicética yapmpra presentar esta actividad debe
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existir una inhibicion mayor al 75%, para lo cuabd tener un porcentaje de crecimiento

menor al 25%.

De igual manera las concentraciones (20.000; 10.9@D0; 1.250; 156 y 10 pg/mL)
ensayadas el dia 21 mostraron los siguientes aésslt en las concentraciones de 156 y
1.250 pg/mL, los tratamientos, ECAT y EAH carecenadtividad, estadisticamente los

porcentajes de crecimiento del hongo patogenogalds (Cuadro 12).

Las concentraciones de 5.000; 10.000 y 20.000 pgutilizadas en las pruebasm*®
vitro”, sobreT. rubrum,son significativamente diferentes sobre el podemdéicion
micotica. El mejor tratamiento es el ECAT por inhitompletamente, mientras que el
tratamiento EAH a las concentraciones de 5.00@00D0pg/mLno causo inhibicion, sin
embargo a la concentracion mas alta (20.000 pg/se.yegistré el menor crecimiento
del micelio lo cual se reflejé en una inhibicior desarrollo micelial de 78,84% (Cuadro
12).

Por otro lado al comparar los promedios de la tesa&recimiento dd. rubrum por

efecto de la utilizacion de diferentes niveles dacentracion, dentro de cada extracto
(ECAT y EAH), se determinaron diferencias estaddstj asi se determind que al utilizar
el ECAT se obtiene una inhibicion del 100% medidatatilizacion, de concentraciones
de 5.000; 10.000 y 20.000 pg/mL, al no registracimiento del hongo, sin embargo al
utilizar niveles de 10, 156 y 1.250 pg/mL, no pr¢éaeactividad el extracto al registrarse
porcentajes de crecimiento de 99,38; 99,22 y 98,5&spectivamente, los mismos que

no difieren estadisticamente entre si (Cuadro 12).

Concentraciones de 10; 156 y 1.250 pg/mL del EAHaan de actividad frente &
rubrum, el crecimiento micelial no mostro diferencias diigaitivas entre si, al
incrementarse la concentracion (5.000; 10.000 yMD.ug/mL), se presentd una
reduccion en el porcentaje de crecimiento del hpdgi®ren estadisticamente entre si,
sin embargo a la concentracion mas alta se regsbtmtenor crecimiento del micelio lo

cual reflejé una inhibicion del desarrollo micelitd 78,84 % (Cuadro 12).
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CUADRO No. 12. . TEST DE TUKEY AL 95% DE LA DETERMI NACION “ in vitro” DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETEREO

CRUDO DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACT O CRUDO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus
mutabilis Sweet FRENTE Trichophyton rubrum  ATCC 22402. A DIFERENTES CONCENTRACIONES. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2008

PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Trichophyton rubrum  EN LOS EXTRACTOS DENTRO DE CADA CONCENTRACION

Concentraciones

(Hg/mL) 10 156 1.250 5.000 10.000 20.000 X Prob. (Cry:/)

Extractos ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH ECAT EAH

Dia 8 98,48 A 97,79 a 98,17 a 98,27 a 9540 b 98,78 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 4891 0,66 4,68

Dia 14 99,45 A 99,53 a 99,40 a 9943 a 99,39 a 99,26 a 0,00 b 63,01 a 0,00 b 46,552 a 0,00 b 30,01 a 61,33 0,0001 1,27

Dia 21 99,38 B 99,88 a 99,22 a 9948 a 98,53 a 98,46 a 0,00 b 6084 a 0,00 b 4048 a 0,00 b 22,16 a 59,96 0,0001 1,05
PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE Trichophyton rubrum  DE ACUERDO A LA CONCENTRACION DENTRO DE CADA EXTRAC TO

Extractos ECAT EAH

Concentraciones X Prob. COV

(Mg/mL) 10 156 1.250 5.000 10.000  20.000 10 156 1.250 5.000 10.000 20.000 04)

Dia 8 9948 a 9817 a 9540 b 000 c 000 c¢ 0,00 c 97,79 a 98,27 a 97,79 a 000 b 000 b 000 b 4891 0,0001 4,68

Dia 14 9945 a 9940 a 99,39 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 9953 a 9943 a 9926 a 6301 b 4652 c 3001 d 61,33 0,0000 1,27

Dia 21

99,38 a 99,22 ab 9853 b 000 c 000 c 000 c 99,88 a 99,48 a 9946 a 6084 b 4048 c 2216 d 5995 0,0001 1,05
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En este estudio al no encontrarse actividad amfif@na concentraciones usuales para
este tipo de ensayos, se probd una concentracidasddio de 20.000ug/mL del extracto
etéreo crudo de los alcaloides totales del gramxiciiendo con el estudio de Fuertes, R.
et. at también se usaron dos diluciones consecutiva®liténiéndose concentraciones
de 10.000pg/mL y 5.000ug/mL; encontrandose actividente aM. canisATCC 10214

y T. rubrum ATCC 22402 en las concentraciones de 20.000ug/mLQODug/mL y
5.000pg/mL.

Sin embargo, estos extractos son inhibidores debiée acuerdo con Aligiannit. al
quien propuso una clasificacion de materiales datplbasado en los resultados de MIC
(Inhibidores fuertes: MIC hasta 500 ug / mL; inddmes regulares: MIC entre 600 y
1.500 pg/mL; inhibidores débiles: MIC anterior 1060g / mL) (67).

Adicionalmente se ensayaron concentraciones cescates empleadas en el método de
Mitscheret. al,(10; 100 y 1.000 pg/mL.) las cuales no inhibiesdns agentes patégenos

en estudio.

La inactividad de los extractos de semillad.dpinus mutabilisSSweet a concentraciones
de orden de 156 pg/mL significaria falta de uttideinica de estos extractos, pues
Recio. M, et. alsostiene que cuando un extracto de plantas e®actt00 pg/mL tiene
un buen nivel de potencia ; por lo que dependiela@gente responsable de la actividad

se puede decidir la purificacion posterior (57).

La insuficiente actividad deupinus mutabilisSweet en este estudio puede explicarse por
variantes atribuibles a origen geografico, fenqgtigona, procedimiento de extraccion,
tejido vegetal en estudio, pues este tipo de inflizes se ha visto en estudios con aceites

esenciales (52)

La actividad antifungica a la concentracion de fiessefala la potencialidad de este
alcaloide para ser incorporado en formulados deewserno destinados al control Me

canisy T. rubrum.
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La mayoria de antibidticos de uso clinico se haterdlo de microorganismos, sin
embargo en los ultimos 20 afios surge un interé@s/aglo por antimicrobianos obtenidos

a partir de plantas (18).

En el mundo pocas especies vegetales se han evghaaa actividad antifungica; por
ello, pensando que los alcaloidesldginus mutabilisSweet, podrian funcionar como
agentes antifingicos nuevos y ambientalmente amaigal disefio el presente estudio.



CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. El agua del proceso de desamargadolLdpinus mutabilisSweet contiene
alcaloides expresado como lupanina en concentran@émor al 40 % (p/p), la

coccion facilita una mayor liberacion de este coaspol

2. Las aguas de coccion e hidratacion del procesoedantargado déupinus
mutabilisSweet, no presentaron actividad antimicoética com@andida albicans
ATCC 10231,Mycrosporum caniATCC 10214 yTrichophyton rubrumATCC
22402, en las condiciones del presente ensayo,|l easeltado pudo influir

considerablemente presencia de materia organieddrgnte.

3. No se determind la concentracibn minima inhibitoda los extractos acuosos
debido a la falta de actividad en las pruebas deesing sobre los agentes

patogénicos tipo.

4. EIl extracto etéreo crudo de los alcaloides totaled.upinus mutabilisSweet
empleado a una concentracion de desafio 20.000 Lpg/ndos diluciones
consecutivas: 10.000 pg/mL y 5.000 pg/mL, fue actontraCandida albicans
ATCC 10231,Mycrosporum canidATCC 10214 yTrichophyton rubrumATCC
22402

5. El extracto crudo alcohdlico de las hojasldginus mutabilisSweet fue activo
contraMycrosporum cani®\TCC 10214 por inhibir su crecimiento micelial @ la
concentraciones de 10.000 pg/mL y 20.000 pg/mLc&mbio la concentracion
mas alta presento actividad frent€rechophyton rubrunATCC 22402, el mismo
extracto fue inactivo pa@andida albicanATCC 10231.
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6. Los alcaloides del chocho muestran actividad anbttida a concentraciones muy
altas en relacion a 100 pg/mL que es la asociasabaien nivel de potencial para
aplicaciones de utilidad clinica. Por tanto losaklimles delLupinus pueden
aprovecharse para otro tipo de aplicaciones, pem@p para el control de
microorganismos de interés en el campo alimenticio.



CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

1. Ensayar nuevas formas de extraccion que optimee&ohcentracion de compuestos
activos o metabolitos responsables de la actividawtifingica de los extractos

vegetales, deupinus mutabiliSweet.

2. El desarrollo de las técnicas de extraccion codki supercriticos (EFS) representa
una alternativa frente al empleo de solventes acganLa EFS es una aplicacion de
ingenieria verdeel principio se basa en el empleo de compuestaricps que son
excelentes solventes, para ciertos solutos bajo aomabinacion de presion y
temperatura. Por tanto los extractod deinusobtenidos con esta tecnologia podrian

responder mejor a los ensayos de actividad antimi@na.

3. En la presente investigacion al realizar el ardlign vitro” de la actividad
antifingica de los extractos de las aguas del poode desamargado depinus
mutabilis Sweet, sobre hongos patogénicos, se determindé que laidadivfue
efectiva en la dosis de desafio ensayada y enokslitliciones consecutivas, por lo
que se recomienda realizar un estutiiovivo” para de esta manera determinar si

bajo estas condiciones el extracto sigue siendeoact

4. Al realizar un estudidin vivo” elaborar una forma farmacéutica de uso topico para

aplicar a personas infectadas con los microorgarsgratogenos.

5. Se recomienda investigar la toxicidad de los eutsadelLupinus mutabilisSweet,

para adecuar aplicaciones destinados a uso humamaoal.



CAPITULO VI

6 RESUMEN

En el laboratorio de Microbiologia de Alimentosldd-acultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo se determindvitro” la actividad antifungica de
los liofilizados de las aguas de coccion e hidiataclel proceso de desamargado de
Lupinus mutabilis Sweet (chocho), frente a&andida albicans ATCC 10231
Mycrosporum cani&ATCC 10214y Trichophyton rubrumATCC 22402; la investigacion
esta enfocada a reducir la contaminacion ambietitedlando los alcaloides presentes en
las aguas, causantes de la muerte de especiesalesgat el lugar donde son vertidos por
la gran toxicidad que poseen. Contd con el finanigato del INIAP y SENACYT; al
realizar el andlisis de los liofilizados se deterdnla actividad antimicética utilizando
como metodologia de ensayo las técnicas de Mitseheal, y dilucion en agar con
suspension de esporas. Las aguas en las concengscle 1.000 pg/mL; 100 pg/mL y
10 pg/mL no mostraron actividad frent€€andida albicangor presentar una densidad
de crecimiento abundante. El porcentaje de creotmigle Mycrosporum canidue
mayor al 25%resultando una inhibicibn negativa para las comaeitnes de 1.000
pg/mL; 100 pg/mL y 10 pg/mL de los liofilizados agados;Trichophyton rubrum
tampoco fue inhibido. Luego del estudio realizadaechaza la hipotesis debido a que
los alcaloides del agua del proceso de desamargageesentan actividad antifangica en
las distintas concentraciones ensayadas sobregkrstess patogénicos. Por lo que se
recomienda investigar nuevas formas de extraccena jpbtener los alcaloides mas

puros.
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SUMMARY.

At the Food Microbiology Lab of the Science Facufythe Ecuela Superior Politécnica
de Chimborazo the anti - fungi activitty vitro of the liofilized elements of the cooking
and hydration water of the de - embittering procekshe Lupinus mutabilisSweet
(chocho) was determined agairzandida albicansATCC 10231,Mycrosporum canis
ATCC 10214 andrrychophyton rubrunATCC 22402. The investigation is focused on
reducing the environmental contamination using #fialoids present in the water,
causing the death of vegetal species in the ptasegpoured because of the high toxicity
it has. It had the INIAP and SENACYT financing. Wpaarrying out the liofilized
elements analysis the activity antimicotic activilas determined using as an essay
methodology the techniques of Mitschedr al and agar dilution with spore suspension.
The water in concentrations of 1.000 pg/mL, 100milg/and 10 pug/mL showed no
activity againstCandida albicanecause of the abundant growth density presere. T
growth percentage of th#&lycrosporum caniswas higher than 25% resulting in a
negative inhibition for the 1.000 pg/mL, 100 pg/mabd 10 pg/mL of the essayed
liofilized elements; th&@richophyton rubrunwas not inhibited either. After carrying out
the study, the hypothesis is rejected due to tlwe taat the alkaloids of the de -
embittering process water do not present an amfifusctivity in the different
concentrations essayed on pathogenic agentsthetisfore recommended to investigate

new extraction forms to obtain purer alkaloids.
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