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INTRODUCCION

Las plantas han evolucionado por mas de 400 mglates afios y para contrarrestar el
ataque de los insectos han desarrollado mecanidenpsoteccion, como la repelencia y la
accion insecticida. El método de control de plagas antiguo son los sacrificios humanos,
pero dada su baja efectividad, o tal vez la fatavdluntarios, se comenzaron a utilizar

polvos y extractos vegetales, de lo cual hay adeates incluso en la Biblia.

Con la aparicion en la década de los cuarentastes insecticidas sintéticos se pensé que
los insecticidas vegetales desaparecerian parapigerpero problemas como la
contaminacién del ambiente, los residuos en losegitos y la resistencia por parte de los

insectos han hecho que hoy en dia vuelvan a sadmsren cuenta.

Sin lugar a dudas los fitoinsecticidas constituyea muy interesante alternativa de control
de insectos ademas de que solo se han evaluad@ocag plantas de las 250.000 que

existen en el planeta por lo que las perspectitasas son aun insospechadas.

De hecho existen plantas como el needmaflirachta indicaJ. ; Meliaceae), que han
mostrado tener excelentes resultados encontrangmsen el mercado formulaciones

comerciales.



Pero no se debe caer en triunfalismos y pensarvanea reemplazar a los insecticidas
sintéticos sino que estos constituyen una altermatentro de un programa de Manejo
Integrado de Plagas que debe ser complementadtbdas las otras medidas de control

que existen.(23)

El hombre depende del consumo directo de las @aateo vegetales, cultivos, cereales
como de la obtencion de sus productos. Anualmente tercera parte de la produccion de
alimentos se ve destruida por pestes de cultivoguctos almacenados (Ahmed, 1984),

por lo cual se hace imprescindible el estudio devas vias de control de plagas.

Es por esto que la presente tesis se enfocardudi@sle un importante componente de la
quinua, como es las saponinas la cual desde lglediad ha sido utilizada por sus
propiedades alimenticias pero no por sus atribfigmsacoldgicos principalmente su
actividad insecticida, convirtiéendose en el priatigema de estudio en la presente

investigacion.

Cabe indicar que en el pais hay muchas empresastitugiones como por ejemplo

“ERPE” que producen y exportan quinua, para su coalgzacion esta necesita ser lavada,
esta agua de lavado en muchas ocasiones es elamawado desecho sin valor alguno
descartando también las ventajosas propiedadesifsg® que deben ser identificadas y
explotadas, siendo conveniente desarrollar tecfedogue permitan la utilizaciéon de tales

propiedades, para que los sub productos de la @@neste caso las saponinas puedan



adquirir un valor agregado cuando actla como itééat natural, con otras materias
primas que generalmente son baratas, facilmenperises pero en algunos casos dafiinas

para la salud.

Debido a la toxicidad diferencial de la saponinavarios organismos, se ha investigado
sobre su utilizacion como potente pesticida natqua no genera efectos adversos en el
hombre o en animales grandes, son de facil degtadain dejar residuales, destacando su
potencial para el uso en programas integrados dérotode plagas de esta manera
contribuir al mejoramiento de la salud de los agtizes y sus familias que utilizan
insecticidas quimicos siendo este proyecto altagnefitiente y efectivo para el control de

insectos.(24)

En nuestro pais uno de los cultivos amenazadoglagas es el de frutas ya que es de suma
importancia en cuanto a la produccion agricola,abnente se siembran 50.000 Ha de
diferentes variedades de frutaBrosophyla melanogastees la plaga que evita la

produccién normal de estos cultivos.

De esta manera el dafio que causa esta plaga, lfasdgpara poder seleccionarla de entre
un grupo, como fuentes de estudio y por ser espadaptables a métodos de crianza en el
laboratorio, para asi poder erradicarlas de losvosly de esta forma se llegue a obtener

cultivos de calidad.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. ORIGEN DE LOS PESTICIDAS NATURALES

Los productos sintéticos destinados a controlar plagasfgrmedades en los vegetales
han tenido un rol muy marcado en el incremento gedduccion agricola.

Sin embargo el uso continuo e indiscriminado de esfiatancias, no sélo ha causado
enfermedades y muertes por envenenamiento ta goftargo plazo, sino también ha
afectado al medio ambiente, acumulandose pocobcentracion en los distintos
eslabones de la cadena alimenticia, en el suelo y aguel Son responsables ademas de
la resistencia a insecticidas por parte deitsectos, sin por ello restar importancia a
la destruccion de paréasitos, predadores nasurglepolinizadores, entre los otros
tantos integrantes del ecosistema, que Wiato alterado su ciclo de vida a causa
de estos productos.(8)

El hombre depende del consumo directo de I|esitgs tanto vegetales, cultivos,

cereales como de la obtencion de sus productos



Anualmente, una tercera parte de la produccion deealios se ve destruida por pestes
de cultivos y productos almacenados, por lal cae hace imprescindible el estudio

de nuevas vias de control de plagas.

Las plantas, en conjunto, producen mas de 100s08@ancias de bajo peso molecular
conocidas también como metabolitos secundariostosE son, normalmente, no-

esenciales para el proceso metabolico basico de leaplan

Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, aligspiazicares, esteroides, acidos
grasos, etc. Semejante diversidad quimica es conseaw proceso evolutivo que ha
llevado a la seleccion de especies con nmejdefensas contra el ataque microbiano, o

la predacion de insectos y animales.

Hoy en dia se sabe que estos metabolitos secundeman un rol importante en el
mecanismo defensivo de las plantas. Por lo tantosdltimos afios se esta retornando al
uso de las plantas como fuente de pesticidas saguros para el medio ambiente y la
salud humana. Los pesticidas pueden ser clasificd@lasuerdo con el tipo de organismo
frente a los cuales son eficaces: fungicidas, helmci insecticidas, moluscicidas,

nematicidas, rodenticidas.

Sin lugar a dudas los insecticidas naturalespagtir de extractos vegetales

constituyen una muy interesante alternativa deraode insectos ademas de que solo



se han evaluado muy pocas plantas en relacion aefunatural que ofrece el planeta,

por lo que las perspectivas futuras en cuanto sstigaeion, son ain mayores. (19)

1.2. INSECTICID AS NATURALES A PARTIR DE EXTRACTOS

VEGETALES

A partir de la necesidad por encontrar una auaNernativa natural para el control
de insectos plagas y reemplazar asi los pesticigintéticos aparecen los
insecticidas botanicos ofreciendo seguridad pada medio ambiente y una

eficiente opcion agronémica.

Muchas plantas son capaces de sintetip&tabolitos secundarios que poseen
propiedades biolégicas con importancia contraectes plagas. La seleccion de
plantas que contengan metabolitos secundac@saces de ser utilizados como
insecticidas naturales deben ser de facil cultivo y mamcipios activos potentes, con

alta estabilidad quimica y de 6ptima produccion.

1.2.1. NATURALEZA DE LOS COMPUESTOS

Las plantas son laboratorios naturales en donde asntstizan una gran cantidad de

substancias quimicas y de hecho se les considera cdimenta de compuestos quimicos

mas importante que existe.



El metabolismo primario de las plantas sintetizangoestos esenciales y de presencia
universal en todas las especies vegetales. Poorgtaco, los productos finales del
metabolismo secundario no son ni esenciales nrekepcia universal en las plantas. Entre
estos metabolitos son comunes aquellos con fursideéensivas contra insectos, tales
como alcaloides, aminoacidos no proteicos, estespitenoles, flavonoides, glicosidos,

glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides.

Hay quienes sostienen que estos compuestos na tienpapel definido, e incluso se les
llega a catalogar como “basura metabdlica”. Sin &g otros autores indican que
constituyen sefiales quimicas importantes del deasés Existe gran variacion en cuanto a
la concentracion de compuestos secundarios quedsduos de una poblacion expresan.
Ademas, no hay un patron de maxima produccionrgaris especiales de almacenaje de
metabolitos secundarios, sin embargo lo comun edagumayores concentraciones de este

tipo de compuestos se encuentren en flores y sam(23)

1.3. ¢COMO ACTUAN LOS INSECTICIDAS?

Por definicién, un insecticida es aquella sustagoia ejerce su acciéon biocida debido a la
naturaleza de su estructura quimica. Por ejemplopatamos un insecto para nuestra
coleccion entomolégica usando frascos con cianergatasio podemos decir que esta

sustancia tiene efecto insecticida. Sin embargeasemos decir lo mismo del agua cuando



las gotas de lluvia matan pulgones, ya que su figatano se atribuye a las caracteristicas
de la estructura quimica del agua. La mayoria siespecies de plantas que se utilizan en
la proteccion vegetal, exhiben un efecto inseditstd mas que insecticida. Es decir,

inhiben el desarrollo normal de los insectos. Estoueden hacer de varias maneras que a

continuacion se describen brevemente:

1.3.1. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Este efecto se puede manifestar de varias manaagtimera es aquella molécula que
inhiben la metamorfosis, es decir evitan que estapreduzca en el momento y tiempo
preciso. Otros compuestos hacen que el insectgatama metamorfosis precoz,

desarrollandose en una época que no le es favoRdaalltimo, también se ha visto que
determinadas moléculas pueden alterar la funceérlad hormonas que regulan estos
mecanismos de modo que se producen insectos ctormationes, estériles o muertos.

De hecho una de las anécdotas mas comunes deoladogia sefiala que mientras se
realizaba un experimento en forma paralela en Bstabhidos y Hungria, en este ultimo

pais los insectos pasaban por un estado inmastreoastes de convertirse en adulto.

Se revisaron los métodos sin encontrar difererigiana hasta que se analizaron las toallas
de papel que se usaban para darles agua y se désqub en ambos paises se hacian de
diferentes arboles siendo las europeaglies balsameauna conifera muy comun en ese

pais, la cual tenia una hormona vegetal que legiadina muda supernumeraria.



Un ejemplo mas préactico lo constituye la albah@@aimum basiliculm de donde se
extrajo el compuesto juvocineme Il del cual postenente se derivaron las copias

sintéticas piriproxifen y fenoxicarb.(23)

1.3.2. INHIBIDORES DE LA ALIMENTACION

La inhibicion de la alimentacion es quizas el mat®m accion mas estudiado de los
compuestos vegetales como insecticidas. En rigonhibidor de la alimentacién es aquel
compuesto, que luego de una pequefia prueba, etorse deja de alimentar y muere por
inanicién. Muchos de los compuestos que muestr@nagsividad pertenecen al grupo de
los terpenos y se han aislado principalmente detasdamedicinales originarias de Africa y

la India. (23)

1.3.3. REPELENTES

El uso de plantas como repelentes es muy antiguo pe se le ha brindado toda la
atencion necesaria para su desarrollo. Esta paasticealiza basicamente con compuestos
que tienen mal olor o efectos irritantes como sotmeeotros el aji y el ajo. Un claro
ejemplo lo podemos observar en las practicas eshliz por los indigenas de Guatemala y
Costa Rica que suelen "pintar" o espolvorear cotogjrecipientes en los que almacenan
maiz y frejol para que no se "agorgoje" y ademaardar a los roedores. Por Gltimo no

resulta raro escuchar recetas caseras que hablasodge hinojoFoniculum vulgarg



ruda Ruta graveolensy eucalipto Eucaliptusglobolug entre otras plantas aromaticas

para repeler a las polillas de la ropa. (23)

1.3.4. CONFUSORES

Los compuestos quimicos de una determinada planttituyen una sefial inequivoca para
el insecto para poder encontrar su fuente de aton®e hecho se dan casos como el de la
mariposa monarca, que se alimenta de una planéneite venenosa, para otros
organismos, la cual identifica por la presenciasia sustancia toxica. Una forma de usar
esta propiedad en el Manejo Integrado de Plagasidmaponiendo trampas ya sea con
aspersiones de infusiones de plantas que le soratréivas al insecto o de la misma
planta pero en otras zonas de modo que el insest@atmuchas fuentes de estimulo y no

sea capaz de reconocer la planta que nos interetemer.

Otra opcion es colocar trampas de recipientes gogogan extractos en agua de la planta
de modo que los insectos "aterrizen" en las trampesen el cultivo.

Por lo tanto, tomando en cuenta lo antes menciodademos considerar a todos aquellos
compuestos que sabemos que su efecto es princigalnmsectistatico como preventivos

mas que como curativos. (23)



1.4. INSECTICID ASNATURALESDE USO POPULAR

La busqueda de métodos para la proteccidon naturaukigos sigue vigente a pesar de
que el mercado ofrece una variedad de ptodumuy amplia. La naturaleza nos
proporciona medios para la proteccion de cultivosmaeecen nuestra atencion. Estos
se originan en la riqueza intrinseca dedsgecies y que surgen de su lucha por la
supervivencia. La proteccion natural de cultivosusedel riesgo de la resistencia en los
insectos, tiene menos consecuencias letales |osr enemigos naturales, reduce la
aparicion de plagas secundarias, es menos nociegbdrombre, y no ocasiona dafios

en el medio ambiente.

Como alternativa, los productos naturales provenietéeana gran variedad de plantas,
actian inhibiendo, repeliendo, disuadiendo o elimipaindectos plagas de distinto tipo
(rastreros, voladores, chupadores, defoliadores) etmmo asi también estimulando
procesos vitales de los cultivos para fortalecerl@siyprotegerse de los ataques de las
distintas pestes. Algunas de estas plantas han siddiagkts cientificamente y otras

siguen vigentes por leyenda popular. (19)

La siguiente lista ofrece una variedad de especiegadds desde hace mucho tiempo por
distintas culturas y los conocimientos que se tienelaglpropiedades de estas plantas se

difunden de boca en boca.



+ Equindcea Equinaceaangustifolig: las raices de esta planta contienen un
componente téxico para las larvas del mosquito Addasosca doméstica y es
un inhibidor del crecimiento y desarrollo de los inesale la harina.

« Hisopo Hisopusofficinalis). Al igual que otras plantas arométicas, el hisopo
actua eficazmente ahuyentando, orugas, pulgonesagates.

+ Lavanda avandulaofficinalis). Sus flores ahuyentan la polilla del armario y
es una planta melifera y que atrae insectos beneficmsuo la crisopa.

+ Poleo Menthapulegiun). Las hojas trituradas y secas son uno de losdiese
mas efectivos que existen contra las garrapatdesdanimales domeésticos. Se
aplica espolvoreando la piel del animal y las zonaslelalescansa, también es
efectivo lavar al animal con una infusion bien comaa de la planta.
Ahuyenta también a las hormigas.

« Albahaca Qcimun basilicunm. Principios activos: linalol, estregol, leneol. Se
asocia al cultivo de tomates para repeler a la mosuecdl Es insecticida ya
que controla polillas, afidos, moscas, etc. Tambiéarigida.

+ Artemisa Artemisia vulgar, Ambrosiacumanensis Principio activo: Cifielo.
Esta planta es toxica para los animales por lo queerle debe sembrar sobre
pastizales, pero si al borde de los lotes de cultiva pnpedir o restringir el paso
de insectos rastreros.

+ Salvia Galvia officinalis). Planta melifera. Principios activos: boreol, cineol,
tuyona. Rechaza la mosca blanca en diferentes culyvqalgas y otros

insectos voladores.



+ Falsa acaciaRobinia seudoacacip Arbol de flores tremendamente meliferas.
Las hojas machacadas, mezcladas con azlcar atraatag a las moscas.

+ Romero Rosmarinuofficinalis). Planta melifera 'y que atrae insectos
beneficiosos. Las hojas trituradas se usan comdergpede pulgas y garrapatas.
+ Tagetes Tagetespatula). Planta toxica para las larvas de diferentes mosquitos
Sus secreciones radiculares son una barrera eficdrados nematodos, por lo

que se cultivan en proximidad plantas susceptibles comates, perejil.

+ Toronjil (Melissaofficinalis). Principio activo: linalol. Repele pulgas, polillgs
afidos.

+ Ortiga Urtica sp). Principios activos: serotonina, histamina, filosteriAaelera
la descomposicién de la materia organica parfoimacion del compost con
el cual se estimula el crecimiento de las plantas yra@anorugas y pulgones.

« Mezcla de maiz y frijol con ajiCépsicum frutescensjFam. Solanaceae
son usados desde los tiempos aborigenes y sirven raenial para repeler
distintas plagas de insectos.

+ Ruda RutagraveolensFam.Rutaceag Principios activos: Rutina, inulina. Su
fuerte olor atrae moscas y polillas negras disminuyeddfios sobre los
cultivos cercanos.

+ Ajo (Allium cepa; Alliaceag Se aislo al agente activo basico del ajo, la alliina,
que cuando es liberada interactia con una enffansmda allinasa y de esta
forma se genera la allicina, la sustancia que contiérdoe caracteristico y

penetrante del ajo. Es usado contra piojos.



« Frijol (Canavalia ensiformi3.Principio activo: canavalina. Controla las
hormigas y actia como fungicida.

+ Citronella Cymbopogon nardus,Fam. Graminegsesta especie se produce a
partir de dos variedadesvar. lana baty la cual suministra un aceite
relativamente pobre en geraniol (55-65 %); y otra catzocion el nombre de
varmahapangiri, de mejor calidad por su alto contenido en gerawielhasta
el 90 %. Los principales compuestos son el citronelal geraniol, I-limoneno,
canfeno, dipenteno, citronelol, borneol, nerol, feagenol, los cuales son
utilizados en la preparacion de insecticidas a baseei¢ées esenciales, 0 como
aromatizante de algunos insecticidas.

+ Menta (Mentha spicatg. Principios activos: mentol, felandreno, mente8e,
le utiliza para controlar hormigas.

« Ajenjo (Artemisia absinthium.Principio activo: cineol, tuyona, etc. El té de
hojas de esta planta controla babosas en los cultiypggsis en los animales.

+ Albahaca Ocimum basilicun) Principio activo: linalol, estregol, leneol, etc.
Repelente, insecticida, acaricida controla polillas,c&fienoscas.

« Artemisa Artemisia vulgar, Ambrosia cumanensis Principio activo: Cineol:
Esta planta es téxica para los animales pogue no se le debe sembrar
sobre pastizales, pero si al borde de los ld@scultivo para impedir o

restringir el paso de insectos rastreros.



« Caléndula Caléndula otticinalis). Principio activo: caléndulina: Cominmente
se le denomina botdn de oro de madera y se camigor ser excelente para
controlar neméatodos y moscas blancas si se la sienriercalada con
yerbabuena.

« Frijol (Canavaliaensiformi3.Principio activo: canavalina. Controla hormigas.

+ Mufia o Peperina Minthostachysmollis). Principios activos: Mentol, mentola,
Tienen propiedades repelentes de insectos cuando alga pesta en
almacenamiento. Dentro de las plagas que remaesncuentran el gusano
blanco de la papa, el gusano cortaddogitarsia curbatg, el gorgojo de la
papa Premmnotrvpesun) y el gusano alambrd.d&dius sp). Los sahumerios
con mufia también controlan polillas. Durante celtivo, se suele colocar
plantas frescas de mufa para prevenir el ataquenskxtos o espolvorear
cenizas de la planta en los campos atacados pormadgo

+ YerbabuenaNlenthapiperita). Principio activo: mentol, cifielo. Es una planta
excelente para el control de insectos chupadooeno piojos, pulgones,
afidos en frutales.

+ Quassia Quassiaamarg. Principio activo concentrado en la maddrajas
y raices. Es insecticida, actuando por contacto osfifge Se usa contra
insectos chupadores, minadores, barrenadores, afidalgunos coleopteros.

(19)



1.5. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS INSECTICIDAS VEGETALE S

1.5.1. VENTAJAS

1.- Son conocidos por el agricultor ya que genegatense encuentran en su mismo
medio.

2.- Muchas veces poseen otros usos como medicioalepelentes de insectos

caseros.

3.- Su rapida degradacion puede ser favorable gisesnuye el riesgo de residuos

en los alimentos.

4.- Algunos pueden ser usados poco tiempo anteEsabsecha

5.- Varios actuan rapidamente inhibiendo la alimeidin del insecto aunque a la

larga no causen la muerte del insecto.

6.- Debido a su accion estomacal y rapida degradgmieden ser mas selectivos
con insectos plaga y menos agresivos con los emsmiggurales

7.- Muchos de estos compuestos no causan fitotzdci

8.- Desarrollan resistencia mas lentamente qum$esticidas sintéticos.

1.5.2. DESVENTAJAS

1.- No todos son insecticidas sino que muchos ssectistaticos lo que los hace

tener una accién mas lenta



2.- Se degradan rapidamente por los rayos ulteagior o que su efecto residual
es bajo.

3.- No todos los insecticidas vegetales son manasds que los sintéticos.

4.- No se encuentran disponibles durante todariadeada.

5.- Los limites maximos de residuos no estan estaius

6.- No hay registros oficiales que regulen su uso.

7.- No todas las recomendaciones que manejan logzuligres han sido validadas

con rigor cientifico.

1.6. ¢CUALES PLANTAS UTILIZAR?

Son muchas las publicaciones que hacen listadgadéas con propiedades insecticidas.
Por ejemplo, ya en 1950, Heal al. Reportan aproximadamente 2.500 plantas de 247
familias con alguna propiedad insecticida o toéxiaea insectos. Pero para usarlas, no basta
con que una planta sea considerada como prometedaen probadas propiedades
insecticidas. Ademas se deben hacer analisis sigoseal medio ambiente y a la salud.

Por ejemplo, no es conveniente recomendar el usopldatas que estén en vias de
extincion, que sean dificiles de encontrar o queuslizacion implique alteraciones

importantes a la densidad en que se encuentranrerturaleza.

Si el dia de mafana se descubre que la madebbaaleh mata insectos esto no quiere decir

que los vamos a cortar. De esta forma y con ldidiac de obtener el maximo provecho de



una planta con propiedades insecticidas, sin daeneplique un deterioro al ecosistema, se

han enlistado las caracteristicas que debe tenqeahta insecticida ideal. (23)

1.- Ser perenne.

2.- Estar ampliamente distribuida y en grandesidaaés en la naturaleza, o bien que
se pueda cultivar.

3.- Usar érganos de la planta renovables como hitgass o frutos.

4.- No ser destruida cada vez que se necesiteestapbimaterial (evitar el uso de raices
y cortezas).

5.- Requerir poco espacio, manejo, agua y fertitza

6.- Tener usos complementarios (como medicinales).

7.- No tener un alto valor econémico.

8.- Ser efectiva a bajas dosis. (19)

1.7. PLAGAS

Las plagas y pestes®n el conjunto de anormalidades que ocurren ceigntrecimiento y

funcionamiento del cultivo causadas por agentescbgy abidticos.

Esta definicion incluye ademas de insectos a ldermedades causadas por hongos,
bacterias, virus y aquellas causadas por factae® deficiencias nutricionales, salinidad

y granizos. Actualmente, la mayoria de los técnjcestensionistas estan familiarizados



con el término “manejo integrado”. Sin embargo,ctanprension y las consecuencias
practicas de este concepto estan lejos de serrnmepladas en el pais. De hecho, el
Ecuador no ha sido inmune a los desarrollos endogos del agronegocio, el mercadeo y
la manufactura a escala comercial. Esto, en elmaggidos casos, ha reducido el concepto
Manejo Integrado de Plagas (MIP) en papas a un épaimtegrado de pesticidas” y la

utilizacion de variedades resistentes. (24)

La idea de cambiar radicalmente la forma enteraenguiimica de proteger al cultivo surgio
inmediatamente después de la Segunda Guerra MuS8thatmbargo, no fue hasta los afios
70, con el auge de la revolucién verde y las preaciones por los dafios a la salud humana
y al medio ambiente causados por el uso de platpgcique el MIP se consolidaba como

movimiento. (24)

Otro factor decisivo que puso fin al “quimismo” feé desarrollo de resistencias a los
plaguicidas modernos por una gran cantidad de ipasAa®casionando enormes peérdidas
econOmicas al productor y a la industria. Un buemplo muy presente en el pais es el

caso de resistencia al metalaxylRnytophthora infestans

También existen varios casos de resistencia eqtoselos ejemplos mas relevantes son
en el cultivo de algodén en México, Nicaragua yiPdonde se llegd hasta 26 aplicaciones

por cultivo.



Las consecuencias negativas del uso de carbofumean |p salud (desérdenes neuro-
sicologicos y psicomotores) entre los productores @archi fueron documentados

detalladamente en los afios 90.

El surgimiento de nuevas plagas al tratar de eimotras ha sido también recurrente.
Recientemente, la explosion de la mosca minadoras papas, ocurrida en el Carchi,
probablemente se debié en conjuncion con un clioadecivo y al uso masivo de
insecticidas por parte de los productores para atimh la Polilla Guatemaltec@ecia

solanivora,entre otros insectos.

En términos generales, el MIP es simplemente elejoatlel agroecosistema a favor del

agricultor. ElI MIP propone una estrategia de mangje, tomando en cuenta la

socioeconomia y ecologia de la finca, utiliza tottiss métodos y técnicas apropiadas y
disponibles para promover la salud y productividadcultivo.

La prevencion, el uso de umbrales y sistemas dgoapalecisiones son elementos claves
en el MIP. Un productor de papas que practique N8Pesita evaluar diversos balances

agroecoldgicos en el cultivo, por ejemplo:

» Si existe un nivel de plagas en el cultivo queifigste el control
» Si existe mecanismos naturales de control quedimed efecto o la densidad de las
poblaciones y

» Si el efecto del dafio real es considerable coma af@ctar los rendimientos.



Al desarrollar una estrategia de manejo integratiagricultor necesita tomar en cuenta la
complejidad biolégica del cultivo y entender quenanipulacion de una parte tiene efectos

en todo el sistema.

Necesita saber cuales son los requerimientos dispscilel cultivo y las limitaciones del
sitio de cultivo antes de examinar las opcionesndeejo que minimicen los riegos y el

estrés durante el ciclo de cultivo.

Asi, el MIP no se centra simplemente en promovendi®gias de control de plagas y
enfermedades, sino el desarrollo de los conocimseté| agricultor y su capacidad de toma
de decisiones. Requiere conocimientos basicos sebreultivo y la agroecologia y

habilidades préacticas. (24)

1.7.1. CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS

El control de plagas con productos quimicos es gadanas complicado. La exigencia por
los consumidores en la reduccion de la aplicaciérestos productos es cada vez mas
notable. Los productos agroquimicos no siempre llgnos resultados, por lo que, se
presta hoy dia, mucha importancia a una agricul&a biolégica. Para iniciar una lucha
biolégica, se debe reducir las aplicaciones deiqigas durante un tiempo determinado y
estando el agricultor obligado a aceptar la noavelet sus productos hasta alcanzar una

produccion controlada biol6gicamente. (1)



En el control integrado de plagas se trabaja deradite forma. Se recomienda dejar de

curar contra plagas y actuar de forma preventiva.

El control biologico es el empleo de otros insedepredadores para combatir las plagas,
de forma que, asi se evita o reduce el empleoatpigidas que dejan residuos toxicos en

los frutos y plantas y son puros venenos parala saumana. (1)

1.8. INCONVENIENTES DE LOS PRODUCTOS QUIMICOS

Dentro de los productos quimicos existen variogstipodos ellos muy utilizados en

agricultura, tanto para combatir plagas, enfermeslasalas hierbas, etc.

Estos productos son:

Insecticidas Combaten a los insectos

Acaricidas: Contra los acaros, arafia roja....

Avicidas: Repelentes de aves.

Fungicidas Control contra enfermedades ocasionadas por lsongo

Herbicidas: Eliminan las malas hierbas.

La contaminacion del medio ambiente es un probleonda utilizacion de estos productos

quimicos que dejan unas substancias quimicas edsglgue suelen ser toxicas.



Tras el uso prolongado de los productos quimicgeaducen resistencias en las plagas las
cuales es dificil de eliminarlas con un product@ngco o con otros que tengan la misma

materia activa.

Estos productos afectan al desarrollo vegetativia gidanta, tanto su crecimiento como su

porte que se aprecia totalmente dafado. Perjutacealud humana de una forma directa,

ya que estos productos crean unas substanciasialesidque quedan en los frutos y se
transforman en el organismo cuando es ingeridal@sento.

También perjudica la salud cuando se efectlanuess airectas, puesto que los productos
quimicos penetran en la ropa o por el contactetireon la piel y por el gas que desprende

algunos de ellos, afectando también al aparataratspo.

Son contaminantes. Contaminan las aguas naturaebédada lluvias o riegos que arrastran

estos productos acaban en los rios, lagos, aghtsrsuneas y mares contaminandolos. (1)

1.8.1. ESTRATEGIAS DE CONTROL

En general hay diversas estrategias de controldenellas es el Control Biologico. Por
ejemplo en Honduras la avispa parasitoide Diaddgsdaris (Hymenoptera: Chalcididae)
puede controlar hasta un 40 % de los gusanos cusntace uso limitado de insecticidas

quimicos. (18)



1.9. QUINUA (Chenopodium quingaCOMO MATERIA PRIMA PARA LA

ELABORACION DE UN INSECTICIDA NATURAL

La quinua es un grano alimenticio que se cultivpleamente en la region andina, desde
Colombia hasta el norte de la Argentina para lasliciones de montafias de altura, aunque
un ecotipo que se cultiva en Chile, se producera diel mar. Domesticada por las culturas

prehispanicas, se la utiliza en la alimentaciordégmr lo menos unos 3000 afos.

1.9.1. DESCRIPCION BOTANICA
Es una planta anual de tamafio muy variable, puestBrrdesde 1 m a 3,5 m de altura,
segun los ecotipos, las razas y el medio ecoldapeale se cultiven.
La raiz es fasciculada, llegando a tener una pdidfiad de 0,50 a 2,80 m segun el ecotipo,
la profundidad del suelo y la altura de la planta
El tallo es de seccion circular cerca de la ragmdformandose en angular a la altura donde
nacen las ramas y hojas. La corteza del talloesdi@arecida, mientras la médula es suave
cuando las plantas son tiernas, y seca con teggp@njosa cuando maduran.
Segun el desarrollo de la ramificacion se puedetordgrar plantas con un solo tallo
principal y ramas laterales muy cortas en los postidel altiplano, o plantas con todas las
ramas de igual tamafio en los ecotipos de vallgjakntodos los tipos intermedios. Este
desarrollo de la arquitectura de la planta pueddificarse parcialmente, segun la densidad

de siembra que tenga el cultivo.



En condiciones de produccion intensiva de quinu&emdor, se han logrado cultivares

con menos de 1 m de altura y un alto rendimientgrdeos. (24)

Las hojas son de caracter polimorfo en una solatgldas hojas basales son romboides,
mientras las hojas superiores, generalmente aloediedla inflorescencia, son lanceoladas.
La ldmina de las hojas tiernas esta cubierta degpubascencia granulosa vesiculosa en el
enves y algunas veces en el haz. Esta cobertueadelrblanco al color rojo-purpura.

El fruto de la quinua es un aquenio; el perigonibre una sola semilla y se desprende con

facilidad al frotarlo. A su vez, la semilla est&eelta por un episperma casi adherido.
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GRAFICO N° 1. Anatomia del grano de quinua

El episperma ha sido estudiado por Villacorta yavata (1976) quienes describen la
presencia de cuatro capas:
- Una capa externa que determina el color de lallseynque es de superficie rugosa,

guebradiza y seca que se desprende facilmentd vapa.



- El color de la segunda capa difiere de la prinyesa observa so6lo cuando la primera capa
es transldcida.

- La tercera capa es una membrana delgada, opacalat amarillo.

- La cuarta capa es translicida y esta formadaiparsola hilera de células que cubre el

embrion.

La saponina se ubica en la primera membrana. Serddo y adherencia en los granos es
muy variable y ha sido el motivo de diferentes @istI y técnicas para eliminarla, por el

sabor amargo que confiere al grano

Gandarillas (1979) afirma que el caracter amarga@oatenido de saponina estaria
determinado por un simple gen dominante. Sin enabdagpresencia de una escala gradual

de contenido de saponina indicaria méas bien seteandoligénico (24).

1.10. LAS SAPONINAS COMO OBSTACULO Y POTENCIALIDAD

En términos generales se puede afirmar que loogrda quinua, tal como salen de la

trilladora, no deben ser utilizados directamentelaerlaboracion de alimentos por las

impurezas asociadas (pajas, piedras, tierra, \efmy tener generalmente un sabor amargo
notorio.

De alli que estos granos tienen que pasar por atego de limpieza y desamargado, es

decir de eliminacién de compuestos quimicos.



No cabe duda, por ello, que es totalmente necegadcel grano de quinua que va a servir
para la produccion de alimentos humanos tenga mteicimo muy bajo de saponinas, ojala

muy inferior al nivel que puede ser detectado pdemhgua humana.

Dentro de los compuestos amargos destacan las isappnmoléculas organicas
pertenecientes ya sea al grupo de los esteroidks|os triterpenoides y que tienen alta

solubilidad en agua, soluciones de NaCl, NaOH onatta

Al tratar de definir los procedimientos para eliamina saponina se ha estudiado su
localizacién en el grano y se ha encontrado qust8a en las coberturas externas. De las
cuatro capas que recubren el grano y componenrganto el episperma la primera capa
externa se presenta bajo el microscopio como umabmaaa rugosa, formada por células
sin nucleos, quebradiza, seca y faciimente desjirlende las otras. Estas rugosidades, que
asemejan las celdas de un panal, albergan unansiastdanca, opaca y amarga que se

asume sea la saponina.

Esta capa se puede extraer con agua fria o calleumseparedes contienen ademas una serie

de inclusiones en forma de cristales.

Una buena proporciéon de los granos de quinua gqeersercializan tienen algun grado de
amargor. Por ello, no seria de extrafiar que ebtw sanargo haya sido por si solo el factor

mas importante que ha frenado el desarrollo agusinidl y consumo de la quinua. (24)



Hay dos caminos que pueden conducir a la disminud& contenido de saponinas en el

grano de quinua para consumo humano:

— El genético (por mejoramiento genético tradicionapor ingenieria genética). La
variedad Sajama de quinua es un ejemplo de lo@peede lograr en cuanto a produccion

de quinuas de muy bajo contenido de saponinas.

— El procesamiento agroindustrial. La opcién agtostrial debe ser priorizada por las

siguientes razones:

a) Las saponinas parecen ser factores protecteres glantas y del grano de quinua.

b) Normalmente es dificil evitar el cruzamientorerquinuas y por ende mantener la total
pureza de las variaciones de quinua de bajo caltel@ saponina.

c) Son mayores los dafios que causan los pajano®raento de la cosecha, al preferir
alimentarse con los granos de quinua de menor midotee saponinas.

d) en todo cultivo es cada vez mas convenienteciedd maximo la utilizacion de
plaguicidas artificiales, por motivos sanitariosr Rllo pareceria pertinente trasladar gran
parte del problema de la eliminacién de la sapoairs&ctor agroindustrial, en donde puede

ser relativamente sencillo extraerla o transforaarl



Por todas estas razones resulta evidente que nmedigaagroindustria se deben eliminar
econOmicamente las saponinas y mejorar la aceipi@ibitiel grano, sin alterar su excelente

valor nutritivo.

Se han planteado algunas opciones para el ap@awsahto de esta sustancia, que dadas
sus propiedades, puede ser empleada como ingregiara la fabricacion de cervezas y
detergentes, como componente para la fabricacidoextieguidores de incendios, en la
industria fotografica y en la industria farmaceéatien la fabricacion de hormonas

sintéticas) como fungicida, etc. (24)

1.11. PROCESOS DE DESAMARGADO DE LA QUINUA

Basicamente se han estudiado hasta el moment® ¢ipais de procesos de desamargado:
el seco a temperatura ambiente; el seco en caliehtéimedo; y el combinado que usa la

via seca y la via humeda.

1.12. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SAPONINA

Un aspecto que tiene mucho significado es contarwbo método oficial de andlisis de
saponina que permita obtener resultados comparabbtsalmente, los resultados sobre
contenidos de saponinas luego del desamargadontiéifierencias demasiado amplias

cuando se comparan similares procesos de desarnargad



El problema es determinar qué niveles de saponiedgn ser aceptados en los alimentos

sin que su sabor amargo interfiera.

En algunos alimentos se aceptan niveles de saptwaista 5% (garbanzo), pero no es
valido suponer el mismo caso para la quinua, debigloe las saponinas con sus estructuras

diferentes pueden producir sensaciones diferemtesmrgor y toxicidad.

El sabor amargo es muy dificil de cuantificar debedlas diferentes sensibilidades de las
personas. En las mezclas de harinas de quinuasdotce amargas se encontré que una
mezcla que contenia so6lo 0,6% de harina amargecinsiderada amarga por los catadores

(equivalente a 0,13% de saponinas).

Por ello es indispensable contar con un método rddisss de quinua de referencia
ampliamente conocido entre los investigadores;ryopo lado se requiere crear un comité
técnico a nivel internacional para seleccionar yiseg periédicamente los métodos
analiticos de referencia que sean mas apropiadaslgsm determinaciones de saponinas.

(24)



1.13. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MOSCA DE LA FRUTA

(Drosophila melanogastgr

Clasificacion cientifica

Reina Animalia
Filo: Artrépodo
Clase Insecto

Orden Diptero

Familia Drosophilidae

Género Drosophila

Especie melanogaster

CUADRO Nr¢ 1. Clasificacion cientifica dBrosophila melanogaster

Es un insecto que pertenece al orden Diptera qupa@ aquellos organismos en el que
solo el primer par de alas es funcional y el segusel ha transformado en 6érganos del
equilibrio, los llamados halterios o balancinesuBrganismo representativo de la familia
Droshophiloidaela que incluye a las mosquitas pequefas, con atgoardas y venacion

de las alas, el génemrosophila comprende varias especies de moscas con la vena

subcostal degenerada, incompleta o ausente, l&enpeientes a la especigelanogaster

tienen 2 interrupciones en la vena costal.



Son utilizadas para los trabajos experimentalegugaes considerado un material adecuado
debido a su facil manejo, su corto ciclo de vida gran cantidad de mutaciones que esta

puede presentar. (8)

1.13.1.HABITAD

Son Cosmopolitas, es decir, estdn ampliamenteldigtas, por o que se les encuentran en
todo tipo de clima, altitud y latitud. Se localizaspecialmente en las frutas suaves donde la

fermentacion se ha iniciado y en general en alio®eobn alto contenido de acido acético.

(8)

1.13.2.CICLO DE VIDA

El ciclo comienza cuando las hembras (son un paograndes que los machos) ponen los

huevos en la papilla alimenticia.

De los huevecillos salen unas pequefias larvas owem en la papilla alimentandose
rapidamente. Dias después, estas larvas comienzgaa por las paredes del recipiente y
a un tercio de su altura, mas o menos, se parariijas.

Aqui se transforman en pupas, que tienen formaedagiisimas capsulitas. De las pupas

naceran los ejemplares adultos que volaran paraaga y comenzar de nuevo el ciclo.



La metamorfosis de las larvas dura sobre unosds diel periodo de vida del adulto viene

a ser de 15 a 20 dias. (8)

1.13.3.MORFOLOGIA EXTERNA DEL ADULTO

En la gran mayoria de los trabajos con estas moseasitilizan sus caracteristicas

morfolégicas como el tipo, la forma y/o la disp@@icde sus estructuras. En particular, en
los estudios genéticos resulta indispensable corde@na manera general la morfologia
externa del adulto, para poder distinguir las darésticas que presentan las moscas de

ambos sexos o las que han sido afectadas por wnsci

1.13.3.1. CABEZA

En la estructura de los insectos la cabeza se fpamseis segmentos:
e Labrum
e Clipeus
* Antenal-ocular
e Mandibular
e Maxilar
* Labial
En la cabeza se encuentra sobre todo los érgandssdeentidos. La parte frontal esta

completamente formada por el tercer segmento drbenéar.



Los ojos compuestos son relativamente grandes) ssggarados con amplitud y son del

mismo tamafio y forma en los dos sexos, presentas pequefias y rigidas que surgen de
cada angulo de union de las aproximadamente 80@dasaque los conforman.

Entre los ojos estan las antenas, que se encuantrarcercanas entre si, y esta formadas
por seis segmentos: los tres primeros son muy fieguen el segundo aparecen cerdas
alargadas de varios tamafos y en el tercero coystina estructura bulbosa. (8)

En la region ventral de la cabeza se encuentrapadss bucales: el labrum y el clipeus,

que estas altamente modificadas con respectoraigelaeral de los insectos ya que forman
un aparato chupador o proboscis. No presentan maadi

En la cabeza también se encuentran numerosas cemgasgrandes, designadas por

términos derivados de sus posiciones.

1.13.3.2. TORAX

El concepto convencional del térax asume que lasdea de cada segmento involucran

transversalmente una placa dorsal, una laterabda kado entre las alas y la base de las
patas, y en una placa ventral entre las basesdmtas. Todos los segmentos del térax se
encuentran casi fusionados formando una caja Gbdas

El prototorax por si mismo es muy reducido y s@wesde soporte para el primer par de

patas. La posicion dorsal o notum es exclusivamenteollar estrecho que se extiende a
través del torax, esta fusionando posteriormenteetanesonotum y lateralmente con los

elementos pleurales de su propio segmento, seEpadan pliegue. (8)



Los esternitos dos pequeiias placas ventrales paeasdas coxas de las patas.

Los grandes pelos del térax ocupan una posiciondedisitiva y fija, estan formados por
dos tipos de ceélulas, tricogénitas y termogénitas funcion nutricional y sensorial
respectivamente. Las setas dorsocentrales, loglaes y los estructurales son importantes
fenotipicamente. Los segmentos desde donde apdeecatas estan estrechamente unidos
y son llamados pterotorax. Se presentan un marakdgamiento del mesotérax y una
reduccion del metatorax, por lo que las alas me&aittas tienen la funcion total del vuelo,
mientras que las alas metatoracicas se han redaclds halterios que funcionan como
organos de equilibrio. Estos se dividen en tregepauna porcion basal, una porcion media

y una porcion apical.

1.13.3.3. ABDOMEN

En ambos sexos la segmentacion ha sido modificadadesarrollos secundarios, de
manera que el numero primitivo de segmentos esldi# encontrar, sin embargo, situados
en la membrana pleural y cercana al margen veiéréds terguitos. En ambos sexos falta
el esternito del primer segmento abdominal. (8)

La hembra muestra ser mas generalizada; el 8° sg#gme tiene espiraculos ni esternito
definido. Después de este solo se encuentra urepegegmento donde aparece el ano, la

abertura genital se encuentra entre los segmehp93



En el macho la situacion es complicada. El 7° segméesaparece aparentemente y queda
representado solo por el espiraculo y el 8° séloupa placa pequefia en cada lado, el 9°
esta fuertemente modificado, muestra un terguitg grande y un eternito muy pequefio y

el 10° se encuentra representado por un par dagp&itiadas al lado del ano. (8)

1.14. CONTROL FISICO - QUIMICO DEL AGUA DE LAVADO DE LA
QUINUA

Andlisis total de las caracteristicas del aguaadado de la quinua Yy su aptitud frente a su

aplicacion insecticida, analisis de Cenizas, Sélitiotales, Nitrégeno Total.

1.14.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO

HIDROLIZADAS

El Tamizaje Fitoquimico consiste en la extracci@las metabolitos secundarios de la
planta con un solvente polar y la aplicacion decieses sensibles, reproducibles y de bajo
costo. Los resultados del Tamizaje Fitoquimico tiangn Unicamente una orientacion y

deben interpretarse en conjunto con los resultdébsscreening” farmacoldgico, para el

presente caso con la actividad insecticida y lap@g fitoquimicos presentes en el vegetal.
(24)

Se realizaran las pruebas de: SUDAN, LIEBERMANN-BLHRRD, FEHLING, y

ESPUMA



1.14.2.CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE SAPONINAS

PRESENTES EN EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

El control de calidad de los productos naturalesdpwlesarrollarse a través de la presencia
de algunos de sus metabolitos en particular.

La Espectrofotometria permite, de forma generatuantificacion de algunos grupos de
metabolitos a partir de algunas reacciones quaifer la determinacion sin interferencia
de algunos grupos. Este el caso en el cual serdater las saponinas totales presentes en

el agua de lavado de la quinua.

1.14.3.ESTUDIOS CROMATOGRAFICOS DE LAS SAPONINAS DEL AGUBE

LAVADO DE LA QUINUA

Grupo de técnicas utilizadas en la determinacionadélentidad de sustancias, en la
separacion de componentes de las mezclas y emifi@gmion de compuestos. Esta técnica
es muy efectiva y por lo tanto se utiliza tanto igeinde investigacion como a nivel
industrial.

Este método puede variar de técnica en técnica,giempre se basa en el mismo principio:

Todos los sistemas de cromatografia contienenasgdstacionaria y una fase movil.



La fase estacionaria puede ser un soélido o undiéqujue se queda fijo en la misma

posicion.

La fase movil puede ser un liquido o un gas queeatraves de una superficie y de la fase
estacionaria. Las sustancias que estan en un aistersromatografia interaccionan tanto
con la fase estacionaria como con la fase moévil.nhturaleza de estas interacciones
depende de las propiedades de las sustanciasasitambién de la composicion de la fase
estacionaria.

La rapidez con que viaja una sustancia a travéssidegma de cromatografia depende
directamente de la interaccion relativa entre lestasicias y las fases movil y estacionaria.
En el caso de una mezcla, si cada componentedoniena diferente con la fase movil y la

fase estacionaria, cada uno de ellos se moven&diée

1.14.4DETERMINACION DE LA DLsg

La DLsp de un insecticida es la dosis de saponinas queopaola muerte del 50% de

individuos tratados o experimentados.



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR Y PRUEBAS DE ENSAYO

La presente investigacion se desarrollo en:

» Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de @isrde la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo.
» Departamento de Control Biol6gico de la FacultaiRéeursos Naturales de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo

2.2. RECURSOS MATERIALES

2.2.1. MATERIA PRIMA

Agua de lavado de quinugChenopodium quinga
» Saponinas de quinua no hidrolizadas

e Saponinas de quinua hidrolizadas



Especie de insecto plaga:

» Drosaphila melanogastgdmosca de la fruta)

2.2.2. EQUIPOS

No° DESCRIPCION
Autoclave

1

2 Balanza analitica
3 Refrigeradora
4 Rotavapor

5 Mufla

6 Estufa

7 Reverbero

8 Desecador

9 Equipo de filtracién al vacio
10 Cémara Digital
11 Computadora

2.2.3. MATERIALES DE LABORATORIO

MATERIAL
Caja de guantes estériles
Caja de mascarillas
Caja de Parafilm
Mechero
Pipetas de 1 mL
Pipetas de 5 mL
Pipetas de 10 mL
Probetas de 250 mL
Probetas de 500 mL
Reverbero eléctrico
Paquete de algodon

B
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12 Rollo de papel aluminio

13 Papel filtro

14 Vasos de precipitacion 250 mL
15 Matraz erlenmeyer 250mL
16 Vasos de precipitacién 500 mL
17 Olla

18 Frascos de vidrio

19 Tarrinas desechables

20 Papel toalla

21 Cemento de contacto

22 Pinceles N° 0

23 Refrigerante

24 Tripodes

25 Embudos

26 Varilla de agitaciéon

27 Crisoles

28 Céapsulas de porcelana

29 Pinzas para capsula

2.2.4. REACTIVOS

N° MATERIAL

1 Agua destilada

2 Alcohol Antiséptico

3 Acido clorhidrico 2N

4 Etanol 95%

5 Eter etilico

6 Cloruro de sodio

7 Cloroformo

8 Acido clorhidrico (C)

9 Reactivo de Liebermann- Burchard
10 Reactivo de Fehling
11 Reactivo de Sudan
12 Vainillina al 1% en Etanol
13 Gelatina sin sabor

14 Maduro

15 Guineo



2.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio de esta investigacion fuero

» Saponinas hidrolizadas y no hidrolizadas proveegedel agua de lavado de la
quinua Chenopodium quinga
» Larvas deDrosaphila melanogastdmosca de la fruta) y el comportamiento que

esta tiene frente a la saponina de la quinua.

2.4.  UNIDAD EXPERIMENTAL O DE ANALISIS

Se utilizaron una plaga que afecta a los cultivosigestro pais.

CUADRO N° 2. INSECTO PLAGA, LUGAR DE PROCEDENCIA Y CULTIVO AL

CUAL ESTA AFECTA

Donado por el Departamento d

Ciencias Bioldgicas de la Facult

de Recursos Naturales de la
ESPOCH

Cultivo de frutas en
general (mosca)

Fuente: Luis Bonifaz Paredes



2.5. OBTENCION DEL MATERIAL PRIMA

Se consiguié quinua recién cultivada y sin lavadal€asa Indigena de Chimborazo, a

partir del lavado artesanal que se le dio enbalrktorio, se pudo obtener las saponinas

2.6. CONTROL FiSICO QUIMICO DE LA DEL AGUA DE LAVADO DE LA
QUINUA

2.6.1. DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES

Solidos Totales:
ST = Wi-W
VmL

olidos Totales
eso de la capsula vacia
Wf =

peso de la capsula con los
sélidos




- Colocar la capsula en la mufla
calentarla a 550°C + 25°C; transferi
al desecador para enfriamiento

pesarla (W

- Pesar en la capsula, 1-10g

muestra con aproximacion al 0.1mg
colocar sobre la fuente calérica
150°C + 25°C para evaporacion. {\M

- Adicionar gotas de aceite de oliva
continuar el calentamiento hasta ¢
cese el borboteo.

- Colocar la capsula con su conten
en la mufla a 550°C + 25°C, hag
obtener cenizas blancas las cua
deben humedecerse con gotas de 3
destilada.

- Evaporar sobre la fuente caldricg
proceder a calcinar nuevamente ef
mufla a 550°C + 25°C por un tiemj
de 4 horas como minimo, has
obtener cenizas blancas. Después
este tiempo se saca al desecador
30 minutos.

- Pesar la capsula con su conten
con aproximacion al 0.1mg. (W

2.6.2. DETERMINACION DE CENIZAS(Técnica NTE INEN 401)

Porcentaje de Ceniza:

%C = 100 W;—W

Wm

Donde:

%C = Porcentaje de cenizg
W, peso de la capsula
vacia
W,
hameda
W; = peso de la cipsula con
las cenizas

peso de la muestra




2.6.3. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

A una muestra de 10 mL del agua de lavado de quaiigada 1 mL de salicilato de sodio y
evapore ha sequedad en una capsula de porceladiy ghenvolver el residuo de la
capsula con 1 mL de acido sulfurico concentradbnacdo y rotando la capsula, agregue
10 mL de tartrato de sodio y potasio y 10 mL derdxdio de sodio. Mezclar bien la
solucion. (4)

La lectura de la intensidad de color se la reaizaa longitud de onda de 450 nm (8)

Se construye una curva de calibracion, preparamdo selucion estandar de nitrato de
potasio. Si la cantidad de nitratos es elevadatos® alicuotas del agua en andlisis,

diluyendo en 10 mL de agua destilada. (4)

2.7. OBTENCION DE SAPONINAS

2.7.1. SAPONINAS NO HIDROLIZADAS

Por lo general para la extraccién de las sapormsgaievan a cabo metodologias que
difieren poco entre si. Casi siempre se parte ademal vegetal seco, pulverizado y se
desengrasa con benceno o éter de petréleo (estenpas imprescindible) y se macera 48

horas con metanol, etanol o mezcla hidroalcoho{22).



Después de extraidas las saponinas, estas se pgegarar por varias técnicas de
separacion analiticas y preparativas, una técnigausada es la cromatografia. (22)
Las saponinas se separan muy bien en cromatoglafigapel o cromatografia de capa

delgada. (22)

2.7.1.1. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

El agua de lavado de la quinua debe dejarse emi@deaan por Io0 menos 24 horas para que

se sedimenten los soélidos presentes. (22)

Luego se toma 1000 ml de agua de lavado de quirsgacpncentra hasta un volumen de
250 ml por evaporacion, este volumen es colocadmesmbudo de separacion y se afiade

50 ml de hexano para desengrasar la muestra, lhdetanacion de dos fases.

La fase interior es la que contiene saponina,afase se le afiade algunos solventes con el
fin de determinar cual es el que mas extrae dermeoera la saponina presente en el agua

de lavado de la quinua (el solvente mas adecuadbnestanol).

2.7.1.2. PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO

A la muestra desengrasada se le afiade metanohteali@sta la formacion de un
precipitado y para asegurarse que ha precipitamtta tla saponina se lo deja

aproximadamente una hora lo centrifuga a 5000dprante 5 min y se obtiene de este



modo un extracto bruto de saponina impura, estagit@do se diluye con una mezcla de

metanol - agua (1:1) para proceder con las prudgbadentificacion. (22)

FOTOGRAFIA N° 1. Saponinas No Hidrolizadas

2.7.1.2.1. SOLUCIONES DE SAPONINA NO HIDROLIZADA

CONCENTRACION 0,1%

Se pesa 0,1 g de la saponina no hidrolizada olstenmiddiante la técnica detallada
anteriormente se diluye en 50 mL de agua desti)ddago se afora a 100 mL en un balén

aforado



CONCENTRACION 0,5%

Se pesa 0,5 g de la saponina no hidrolizada olatemiddiante la técnica detallada
anteriormente se diluye en 50 mL de agua destijddago se afora a 100 mL en un bal6n

aforado

2.7.2. SAPONINAS HIDROLIZADAS

2.7.2.1. HIDROLISIS ACIDA DE LA SAPONINA

Se peso 2 g el residuo del extracto metandlico gisavio en 20 ml de etanol, se afadio
igual volumen de acido clorhidrico 2 N y se refldigrante 3 horas; se dejo refrescar para
luego evaporar hasta la tercera parte de su volumngal y se vertié sobre igual volumen
de agua fria. La solucidn acuosa obtenida se ext@) acetato de etilo y se concentré a

sequedad en un rotavapor (21)

FOTOGRAFIA N° 2. Concentracion de Saponinas Hidrolizadas por megliond
Rotavapor



2.7.2.2. SOLUCIONES DE SAPONINA HIDROLIZADA

CONCENTRACION 0,1%

Con la ayuda de una pipeta de 1 mL graduada seQghmal del concentrado de saponina
hidrolizada obtenida mediante la técnica detalladiriormente se diluye en 50 mL de

agua destilada y luego se afora a 100 mL en umlzdtyado

CONCENTRACION 0,5%

Con la ayuda de una pipeta de 1 mL graduada seQ¢maL del concentrado de saponina
hidrolizada obtenida mediante la técnica detalladiriormente se diluye en 50 mL de

agua destilada y luego se afora a 100 mL en umlzdtFado

2.8. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO

HIDROLIZADAS

Para la adecuada identificacion se tomaron muepn@genientes de las fracciones de
interés obtenidas mediante la obtencion del crisaponinas y su posterior hidrdlisis, a
las cuales se le realizaron los ensayos correspaiedi para identificacion cualitativa de los

siguientes metabolitos de interés:



. Acidos grasos

« Tripterpenoides y esteroides
« Saponinas

« Azucares

« Sapogenina

2.8.1. ENSAYO DE SUDAN

Permite reconocer en un extracto la preseneiaothpuestos grasos. (5)

A una alicuota de la fraccion en el solvente digaegion, se le afiade 1 mL de una
solucion diluida en agua del colorante Sudinol Sudan 1V. Se calienta en bafio de
agua hasta evaporacion del solvente.

La presencia de compuestos grasos se consideitavgposi aparecen gotas o0 una
pelicula coloreada de rojo en el seno dgquidio o en las paredes del tubo de

ensayos respectivamente.

2.8.2. ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD

Permite reconocer en un extracto la presencidritdgpenos y/o esteroides, por ambos
tipos de productos poseer un nucleo del atatios generalmente insaturado en el

anillo B y la posicion 5-6. (5)



Para este ensayo, si la alicuota del extractsen@ncuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua yreslduo redisolverse en 1 mL de
cloroformo. Se adiciona 1 mL de anhidrido acétigose mezcla bien. Por la pared del
tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3 getasido sulfarico concentradsn agitar.

Un ensayo positivo se tiene por un camidipido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.

2- Verde intenso-visible aunque réapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases ordiésale color. Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer camieioegalmente ocurre cuando el material

evaluado tiene cantidades importantes de esio¥pwestos.

IMPORTANTE : Para realizar este ensayo no puede haber aguaelenedio de
reaccion pues ésta con el &cido sulfurico dieaa de forma violenta y puede ocurrir
un accidente

La reaccion de Liebermann-Burchard se empleabitampara diferenciar las estructuras
esteroidales de los triterpenoides, las primerasucen coloraciones azul o azul
verdoso, mientras que para las segundas sevabsgo, rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferenciasdgecidas por carotenos, xantofilas y

esteroides saturados que puedan estar presente



2.8.3. ENSAYO DE FEHLING

Permite reconocer en un extracto la presedeiazucares reductores. (5)

Para este ensayo, sila alicuota del extractose encuentra en agua, debe evaporarse
el solvente en bafio de aguay el residuo regise en 1-2 mL de agua. Se adicionan 2
mL del reactivo y se calienta en bafio de d&gd@ minutos la mezcla. El ensayo se
considera positivo si la solucion se colorearale o aparece precipitado rojo. El
reactivo se prepara de la siguiente forma:

Solucion A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hedi@ cristalizado y se disuelven con
agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Solucién B: Se pesan 150 g de tartrato odiéosy potasio y 40 g de hidroxido de
sodio y se disuelven con agua hasta un wvatutnotal de 1000 mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma indepge y se mezcla igual cantidad
en volumen de cada una de ellas justo en el mondenrealizar el ensayo. Dicha mezcla

es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

2.8.4. ENSAYO DE LA ESPUMA

Permite reconocer en un extracto la presenciasageninas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. (5)
Si la alicuota se encuentra en alcoholdidgye con 5 veces su volumen en aguay se

agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.



El ensayo se considera positivo si aparecemnesgn la superficie del liquido de mas

de 2 mm de altura y persistente por mas dairfitos.

2.9. CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE SAPONINAS
PRESENTES EN EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

(HEMOLISIS)

Las saponinas, ademas de su sabor amargo, seecaeacipor producir espuma y causar

hemdlisis en la sangre de los animales inferiq@.

1. Homogenizar la muestra (agua de lavado de la quinua

2. Filtrar en un lienzo

3. Tomar una alicuota de 100 mL, llevarlo a 250 mL agua destilada

4. Concentrar la dilucion a la mitad de su contensldexir 125 mL

5. Filtrar la dilucion con doble papel

6. Llevar este concentrado a 250 mL con citrato tisvdl 6%

7. Marcar tres series de diez tubos

8. Marcar seis tubos para los controles de 0 y 100#ed®lisis

9. Realizar las siguientes diluciones 0.15, 0.30,,004b, 0.50, 0.55, 0.60, 0.65, 0.70,
0.75 de agua preparada

10.Llevar cada tubo hasta 5 mL con citrato trisédiadacuno y homogenizar



11.Colocar 20 pL de una solucion de glébulos rojoparada el dia de la prueba, en
cada tubo y homogenizar

12.Llevar a todos los tubos a un Bafio Maria a 37°C3panin

13. Centrifugar los tubos por 10 min

14.Leer la absorbancia de cada tubo a 415 nm en @ttesfotometro, sacando el
sobrenadante con una pipeta Pasteur

15. Anotar los resultados en una tabla de datos

16.Hacer una grafica y calcular por interpolacionalwmen de la dilucion que permita
el 50 % de la hemolisis

17.Calcular la concentracion del extracto preparadmds la constante de calibracion

K (0.13x10% g/mL), el % de la hemdlisis y la concentraciércdda dilucion

2.9.1. CUIDADOS PARA PIPETEAR LOS GLOBULOS ROJOS

1. Homogenizar el tubo con solucion de globulos rajos vez antes de colocar en
cada tubo de dilucion o siempre homogenizar el misdmero de veces

2. Pipetear los glébulos rojos con cuidado y siemgeeraisma profundidad del tubo
y al mismo tiempo

3. Secar exteriormente la pipeta antes y despuéslaeactos glébulos rojos en cada
tubo de dilucion

4. No interrumpir la sesién mientras se coloca lo®glds rojos ya que pueden

acumularse en las paredes de la pipeta ocasiofalim®en el ensayo



5. Realizar el trabajo con globulos rojos lavadosield® las pruebas, no utilizar
glébulos guardados
6. Cuidar el momento de extraer el sobrenadante perag se muevan los globulos

rojos asentados en el fondo del tubo y se de utelswura

NOTA:

Constante de calibracién:K = 0.13x10° g/mL (quinua blanca) esta concentracién es la
que existird en el volumen del extracto diluido anb con CTS 3% que darad 50% de
hemdlisis. Particular que servira para calcularclascentraciones de las diluciones y a su

vez permitira calcular la concentracion del extsgmoblemg20)

2.9.2. LAVADO DE LOS GLOBULOS ROJOS

Para el lavado se uso globulos rojos de sangrerati@o “O” factor Rh positivo.

Se desfibrina 6 mL de sangre, inmediatamente ldegser extraida sin anticoagulante, por
diez minutos con esferas de cristal. Una vez daséiba la sangre se centrifuga en un tubo,
para eliminar el sobrenadante e inmediatamenter lal/gpaquete globular con suero
fisiologico, se repite el lavado cuatro veces hgamel sobrenadante quede claro. Después
del ultimo lavado se centrifuga para proceder aatoth mL de paquete globular y
suspenderlo en citrato trisédico al 3%, hasta almanna dilucion 1:20 la preparaciéon debe

hacerse el dia de la prueba. (20)



2.10. ESTUDIOS CROMATOGRAFICOS

2.10.1.CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE SAPONINAS NO

HIDROLIZADAS

A partir del agua de lavado de la quinua se obtascsaponinas, las cuales con el fin de
identificar que compuestos son se realiza una dagrefia, se emplea como fase mévil la
mezcla de: cloroformo: Hexano: Acetato de etildl como revelador una solucion de
vainillina en &cido fosférico al 1 % y se calentduna estufa a 166 o en un reverbero

eléctrico a baja temperatura durante 5 min. (22)

2.10.2.CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE SAPONINAS

HIDROLIZADAS

Luego de la extraccion de saponinas, se analizazoel método de cromatografia en capa
delgada (CCD) sobre silica gel — 60, con el firsdparar las sustancias contenidas en el

crudo de saponinas e identificar las sapogenireseptes en los extractos hidrolizados.

Se empled como fase movil la mezcla hexano: acdmtetilo (1:1) y como revelador una
solucién de vainillina en &cido fosférico al 1 %e calenté en una estufa a ¥D%lurante

5 min. (22)



2.11. METODOLOGIA

2.11.1.FASE DE CAMPO

En esta fase se adquiere quinua en la Casa IndigeRebamba, para luego ser lavada
artesanalmente y recolectar el agua de lavadstdepara posteriormente obtener la
Saponina como grupo fitoquimico de interés, ad@iornte a esto se procede a tener un

pie de cria d®rosophila melanogastex utilizar a nivel de laboratorio.

2.11.2.FASE DE LABORATORIO

A nivel de laboratorio se estimo que la determiiadile la actividad insecticida de la

saponina de quinua exige el seguimiento del sigeiesguema:

* Crianza del insecto plaga
* Obtencién de larvas dBrosophila melanogaster
* Ensayo de la Actividad Insecticida

* Determinacion de la Djy



2.12. PROCEDIMIENTO

2.12.1.CRIANZA DE LA MOSCA DE LA FRUTA,Drosophila melanogaster

1. Se realizard la captura de los adultos de la mizsajismos que seran
colocados en frascos de vidrio que contendrargeiesite medio que servira

para alimentarlas y desarrollar sus crias

2. Para 1 litro de medio se utiliza 250 g de madus0, @ guineo ceda, 500 ml de
agua destilada y 3 - 4 ml de acido propiénico dii@mse puede reemplazar

esto con 1 g de Tegosept.

3. Preparacioén: Para preparar el medio los materiales deberan esterilizados,
se pesa los ingredientes, para luego procedenar g maduro y el guineo con

200 ml de agua y luego afadir el &cido propidnico.

FOTOGRAFIA N° 3. Autoclave: Esterilizacion de materiales



FOTOGRAFIA N° 4. Licuadora: maduro y el guineo

4. Luego en un recipiente mezclar Bacto agar o sulairgelatina sin sabor con

300 ml de agua y llevar esta mezcla a ebullicion.

5. Una vez disuelta le gelatina se agregara la médiociada anteriormente, y se
batird constantemente evitando que se queme hastadguiera una coloracién

café.

FOTOGRAFIA N° 5. Olla: Coccién del alimento



6. Colocar el medio en los frascos esterilizados gespjue se solidifique.

FOTOGRAFIA N° 6. Frascos de Vidrio Estériles

7. Aqui ya se puede colocar los adultos de la mosga pae inicien su
reproduccion, se puede identificar las moscas ssg@parato reproductor, para
adormecerlos se puede introducir los frascos eongetador por unos minutos

para luego sacarlos sobre una superficie de hielendificarlos.
El Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Fadulte Recursos Naturales facilitd un
namero considerable de moscas, estas se alimentam medio preparado a base de guineo

y maduro.

Este medio se lo coloco en frascos de vidrio, 7dramy 3machos



FOTOGRAFIA N° 7. ALIMENTO PARA Drosophila melanogaster

Al cabo de 21 dias se obtuvo el pie de cria conlumero suficiente de moscas para poder

instalar el experimento completo incluyendo lostruas.

Luego de instalado todo el experimento se contbitis insectos muertos para asi obtener
la tasa de mortalidad con lo que se debe comptalatividad insecticida de la saponina

de la quinua

2.13. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA

Se procedi6é a realizar pruebas preliminares erasapara comprobar la eficacia de las

saponinas obtenidas



Drosophila melanogaster

En este caso se coloco las dos diluciones de pamseas hidrolizadas y no
hidrolizadas de quinua en la dieta de las moscas

» Después se procediod a colorar 10 moscas (7 hemBrazachos)

» Se esper6 todo es desarrollo de su ciclo de vida

* Se registré la tasa de mortalidad y se compardainaygrupo blanco (agua) y un

grupo control con un insecticida comprobado (Kadatégripac)

2.14. DETERMINACION DE LA DL s

» La Dosis Letal 50 es una medida estadistica querdita la capacidad que
tienen las Saponinas Hidrolizadas y No Hidrolizadiasnatar al 50% de
insectos plaga que se calcula por medio de unaaevegresion lineal.

» Para determinar la Dosis Letal 50 de las sapominastudio se utilizo las
diluciones preparadas tanto de Saponinas Hidra@zgdNo Hidrolizadas al 0,1
y 0,5 %.

* Se determind el numero de insectos muertos al dat2s dias

« Tabulando estos datos y realizando una regresiéallse determiné la

concentracion eficaz para matar al 50% del inseletga



2.15. DISENO EXPERIMENTAL

Disefio completamente al azar (DCA) con 4 Tratamgenie saponinas de quinua
(Chenopodium quinoaxon 4 repeticiones en cada tratamiento, y ademasaligamn
pruebas blanco positivas con un insecticida biclbgomprobado (Karate) y pruebas blanco

negativas con agua para destacar la crianza ndehaisecto con 4 repeticiones

CUADRO N° 3. TRATAMIENTOS REALIZADOS CON SAPONINAS

HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS FRENTE ADrosophila melanogaster

[ Tratamientos | PLIS1IC1RY P1S2C1R1 [ Blancos | BIR1] | Control | C1IR1
P1S1C1R2 P1S2C1R3 BIR2 C1R2
P1S1CIR3 P1S2C1R3 BIR3 C1R3
P1S1C1R4 P1S2C1R4 BIR4 C1R4

P1S1C2R1 P1S2C2R]
P1S1C2R2 P1S2C2R3
P1S1C2R3 P1S2C2R3
P1S1C2R4 P1S2C2RA4

Nomendatura

1P (Plagas) X 2S (Saponina) X 2C (concentracieris8}ratamientos (4) X 4R (repeticiones) = 1@iraentos

P =Drosophila melanogaster
S1 = Saponina Hidrolizada
S2 = Saponina no Hidrolizada
C1 = Concentracion 0,1 %
C2 = Concentracion 0,5 %
R1 = Repeticion 1

R2 = Repeticion 2

R3 = Repeticion 3

R4 = Repeticion 4

Nota: Se realizaran pruebas en blanco y la pruetieolc(Se utiliza un insecticida comprobado dereado para
comparar la efectividad Karate (Agripac)) en ceatarniento y de igual manera con 4 repeticiones.

B = Blanco Plag®rosophila melanogaster

C = Control insecticida Karate (Agripac)



2.16. ANALISIS ESTADISTICO

2.16.1. TEST DE ANOVA.- Procedimiento estadistico que i@ medir la variacion total
de las observaciones a la que se divide parasymoentes quedando el residuo como
error experimental.
Este analisis indica la relacion entre una varddgendiente (actividad insecticida) y uno

0 més factores dependientes (Saponina de quinua)

2.16.2. PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS.- La prueba de Tulab$% empleada

para determinar las diferencias existentes estradalias de los tratamientos a realizar.

2.16.3. COEFICIENTE DE VARIACION.- Que indica el nivel dertfianza que se puede

tener en los datos, un valor bajo indica que @lyerisa sido bien planificado y que ha
tenido un buen manejo; en tanto que un valor adgser un indicador en ciertos casos

de que ha existido una mala planificacion o elrxgato ha sido mal manejado.

2.16.4. ANALISIS DE REGRESION Y CORRELACION PARA LA DL50DPe la
extraccion mas efectiva frente a la mortalidadageinsectosDrosophila

melanogaster (Mosca de la frutas)



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Después de haber realizado el experimento que ¢ermapeontrol de calidad del agua de
lavado de la quinua y a las pruebas de actividadciitida, se obtuvieron los resultados

gue se detallan a continuacién

3.1. CONTROL FiSICO QUIMICO DE LA DEL AGUA DE LAVADO DE LA

QUINUA

CUADRO N° 4.- CONTROL FiSICO QUIMICO DEL AGUA DE LAVADO DE LA
QUINUA LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

RIOBAMBA OCTUBRE 2009.

CENIZAS 0,373%

Fuenteid Enrique Bonifaz




Al obtener los resultados de estandarizacion deh atg lavado de la quinua (CUADRO
N°4), el andlisis de solidos totales se realizdigrado de un volumen conocido de muestra
(agua de lavado de quinua) hasta sequedad en ange foaldrica. Luego se realizo la
incineracion de la muestra a 550°C para obteneranCabe indicar que en la bibliografia

no se reportan resultados de este tipo para eldglevado de la quinua.

3.2. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

CUADRO N° 5. CANTIDAD DE NITROGENO Y PH DEL AGUA DE LAVADO [E

QUINUA
DETERMINACIONES UNIDADES | LIMITE | RESULTADOS
pH Und. 6.5-9 6.8
N. TOTAL DE NITRATOS mg/L 10 10.05

Fuente: Luis Enrique Bonifaz

En el CUADRO N°5 se puede apreciar el resultadoadélisis de Nitratos en el agua de
lavado de quinua, 10.05 mg/L es un valor bajo saliejue este esta ligado al contenido
de proteina en la muestra, o que se considerablgug esta es una agua residual del

proceso del lavado de la quinua, pH de 6.8 det@muhoires neutro.



3.3. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LA SAPONINAS DEL
AGUA DE LAVADO DE QUINUA UTILIZADOS EN EL TAMIZAJE

FITOQUIMICO

CUADRO N° 6. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LAS SAPONINAS

DEL AGUA DE LAVADO DE QUINUA

NO HIDROLIZADAS Solido Café oscuro Inoloro
HIDROLIZADAS Liquido Café oscuro| Caracteristico
Fuente: Luis Enrique Bonifaz

La saponinas hidrolizadas y no hidrolizadas proyaes del agua de lavado de la quinua
tienen diferente aspecto, como se puede ver el RIAM°6, los dos tipos de saponina
son de color café oscuro, mientras que las sapwmpoahidrolizadas son inoloras, las

saponinas hidrolizadas son de un olor caractesidiét vegetal.

3.4. TAMIZAJE FITOQUIMICO

En el cuadro N°7 se puede observar los resultagldesdorincipales grupos fitoquimicos o
metabolitos secundarios investigados en las sagsmrovenientes del agua de lavado de

la quinua.



Se han analizado cualitativamente mediante prudbasoloracién y precipitacion que

permiten una identificacion rapida con reacciorsibles y reproducibles.

CUADRO N° 7. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA SAPONINAS DEL AGUA DE

LAVADO DE LA QUINUA

No Hidrolizada +++ +++ + + +++
Hidrolizada ++ + ++ - ++
+++ Muy positivo o evidente. ++ Positivo, + Ligerame positivo. - Negativo.
Fuente: Luis Enrique Bonifaz

La presencia de &cidos grasos, triterpenos, sag@nazucares y sapogeninas corroboran

con el sustento tedrico investigado segun Santd¥)d4 (22).

3.5. CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE SAPONINAS
PRESENTES EN EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

(HEMOLISIS)

Se cuantifico el contenido de saponinas en el @guavado de la quinua de acuerdo al
método planteado por Procel, en el Informe De Ra@taborales, 2001 (20), por ser un

metabolito secundario con accidn insecticida.



Mediante esta cuantificacion espectrofotométricahmmolisis de una muestra de sangre,
la concentracion media de saponinas en el aguaw#ld de la quinua es de: Cm =
1.28x10* g/mL o 0.128x18 g/mL vy la valorada por Procel es de 1.15%HmL (20) lo

que indica que son valores muy cercanos a losrdetados.

3.6. CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (TLC) DE SAPONINAS NO
HIDROLIZADAS LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD

DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA OCTUBRE 2009.

Se realizd una cromatografia en capa delgada gandificar las saponinas hidrolizadas y

no hidrolizadas del agua de lavado de quinua derdoten las siguientes condiciones:

Fase Movil: Hexano: Acetato de Etilo (1:1)
Revelador: Vainillina: BPOs 1%
Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck)

Se analizaron las diferentes fracciones obtenidas:



-
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GRAFICO N° 2. Cromatograma obtenido para el crudo de sapogieakidrolizado

M1.- Residuo del extracto metandlico (saponinas No Himhdas)
M2.- Residuo del extracto hidrolizado (sapogeninas).
Como se puede apreciar no hubo una buena sepadeilms productos obtenidos en el

Saponinas no hidrolizadas (M1)

En el caso de las fracciones post — hidrélisis (M@demos apreciar con mayor nitidez la
aparicion de manchas bastante definidas, de cadoraerde al revelar con Vainillina:

HsPO, 1%:; se determina un RF= 0,85



3.7. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LAS
SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUAD E

LAVADO DE LA QUINUA

Para la determinacion de la actividad insecticiddeda actividad como inhibidor de la
alimentacion, se utilizé soluciones de saponindasaconcentraciones de 0,1% y 0,5%

segun los diferentes tratamientos, y se evalutldatdad y efectos causados.

3.7.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LAS
SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUA [E

LAVADO DE LA QUINUA SOBRE Drosophila melanogaster

CUADRO N° 8. PORCENTAJE MEDIO DE MORTALIDAD DE Drosophila
melanogasteA LOS 25 DIAS DE ANALISIS, FRENTE SAPONINAS HIDRQEZADAS
Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA. CENTRO DE

CIENCIAS BIOLOGICAS, FACULTAD DE RECURSOS NATURALESESPOCH.

RIOBAMBA. FEBRERO 2010

E1C1 SNHO0,1% 18 56 32%
E1C2 SNHO0,5% 18 42 43%
E2C1 SHO,1% 20 34 59%
E2C2 SHO0,5% 20 22 91%
BLANCO 0 1 59 2%
KARATE 0 10 0 100%




Al determinar el porcentaje de mortalidad@®sophila melanogastese logro establecer

gue la saponinas hidrolizadas a una concentra@60,8% presenta una mayor actividad

insecticida, del 91%, en comparacién con el extrate saponinas no hidrolizadas a la

misma concentracion que presenta una mortalidad 488b, siendo las saponinas

hidrolizadas mas efectivas que las no hidrolizadas.

CUADRO N° 9. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA REPRODUCCION DE INSE®IS

FRENTE A LAS SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZAIAS DEL AGUA

DE LAVADO DE LA QUINUA. CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGI®@S, FACULTAD

DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBREROI1P0

Limite inferior Limite superior

E1C1 4 45,2500 2,21736 41,7217 48,7783
E1C2 4 | 32,2500 4,34933 25,3292 39,1708
INSECTOS E2C1 4 24,0000 1,82574 21,0948 26,9052
REPRODUCIDOS E2C2 4 11,7500 2,06155 8,4696 15,0304
BLANCO | 4 58,5000 3,31662 53,2225 63,7775
KARATE | 4 0,0000 0,00000 0,0000 0,0000
Total 24| 28,6250 20,17060 20,1077 37,1423

Con el CUADRO N°9 se puede ver que la reproducoid@s alta de insectos se da en el
control blanco con un promedio de 58 insectos HAs&ctos dependiendo al nimero de
repeticiones en este caso 4, seguido del tratacniEh€1 con una media de 45 insectos +/-

2 por repeticion cabe indicar que el nUmero detigpeaes fueron 4.



CUADRO N° 10. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUERTE DE INSECTOS
FRENTE A LAS SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZAIAS DEL AGUA
DE LAVADO DE LA QUINUA. CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGI®@S, FACULTAD

DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBREROI1R20

Limite inferior Limite superior

E1C1 4 6,5000 0,57735 5,5813 7,4187
E1C2 4 7,2500 0,50000 6,4544 8,0456
INSECTOS E2C1 4 8,5000 0,57735 7,5813 9,4187
MUERTOS E2C2 4 9,2500 1,25831 7,2478 11,2522
BLANCO | 4 0,0000 0,00000 0,0000 0,0000
KARATE | 4 10,0000 0,00000 10,0000 10,0000
Total 24 6,9167 3,42518 5,4703 8,3630

Se indica que el tratamiento mas efectivo con i@hae la muerte de los insectos es el
control con el insecticida KARATE (Ingrediente aocti Lambdacihalotrina) con un
promedio de 10 insectos sin variacion es decif@sivo.

En efectividad el tratamiento que le sigue serig2C2 con una media de 9 insectos con
una variacion de +/- 1 insecto por repeticion, sede decir que con este tratamiento como
minimo morirdn 7 insectos y como maximo 11 insegtmscada repeticion a un nivel de
confianza del 95%, se realiz6 por cada tratamiémtpeticiones.

Cabe indicar que todos los tratamientos incluy@omsiaas impuras y proteinas, en relacién

con el insecticida karate que contiene nivelesagles de principio activo.



CUADRO N° 11. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS DE LA
REPRODUCCION Y MUERTE DE LOS INSECTOS FRENTE A LASAPONINAS
HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, FACULTAD DE RECURSOSATURALES.

ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2010

Estadistico de Levene| gll1 | gl2 Sig.
INSECTOS REPRODUCIDOS 2,805 5 18 0,048
INSECTOS MUERTOS 4,320 5| 18 0,009

Con el cuadro N°11 se puede observar la variaeidstente entre la reproduccion de
insectos y los diferentes tratamientos si estervato inferior al 0,05 o 5% este es

significativamente distinto de igual forma con P a los insectos muertos.

3.7.2. ANALISIS DE VARIANZA DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LAS

SAPONINAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

CUADRO N° 12. ANALISIS ANOVA DE LA REPRODUCCION Y MUERTE DE LOS
INSECTOS FRENTE A LAS SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO IBROLIZADAS
DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA. CENTRO DE CIENCIASBIOLOGICAS,

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBAEBRERO 2010



Inter-grupos | 9.230,375 | 5 | 1.846,075 | 261,134 | 0
Insectos Intra-grupos 127,250 18 7,069
Reproducidos Total 9.357,625 | 23

Inter-grupos 262,333 5 52,467 125,920 D
Insectos Intra-grupos 7,500 18 0,417
Muertos Total 269,833 | 23

2,772853153 7,0357%

Realizando el andlisis Anova para saber si exigaificancia entre los diferentes

tratamientos, a un nivel de significancia del 5%.p8ede decir que existe una diferencia
significativa debido a que el valor F (Fisher) Tialblo = 2,7728 es menor al F Calculado =
261,134 con lo que podemos concluir que la prodncde insectos es diferente en relacion

a los diferentes tratamientos.

También podriamos decir que existe una diferengraficativa con relacion a la muerte de
insectos, debido a que el valor F (Fisher) Tabukdy7728 es menor al F Calculado =
125,920 con lo que podemos concluir que la prodmcde insectos es diferente en relacion
a los diferentes tratamientos.

El coeficiente de variacion es del 7,03 % consdiereomo admisible al ser un limite
tolerable hasta el 30 % y nos da un diagnésticonmario de que el experimento esta bien

realizado.



3.7.3. PRUEBA DE TUKEY AL 5% PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
INSECTICIDA DE LAS SAPONINAS DEL AGUA DE LAVADO DH.A

QUINUA

CUADRO N° 13 PRUEBA DE TUKEY AL 5%: COMPARACION ENTRE LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS CON RELACION A LA REPRODUQON DE LOS
INSECTOS, FRENTE A LAS SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NG®GIIDROLIZADAS

DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.

KARATE ,0000
E2C2
E2C1
E1C2
E1C1

BLANCO 58,5000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

11,7500

24,0000

32,2500

45,2500

E IS S S S e

Al aplicar los diferentes tratamientos y realizaarueba de Tukey para diferenciar si
estos son significativamente iguales en relacidia @aroduccion de insectos, podemos
observar en el Cuadro N° 13, que existe una dibesignificativa de las comparaciones

con los diferentes tratamientos, ya que su nivaligi@ficancia es menor al 5%.



CUADRO N° 14. PRUEBA DE TUKEY AL 5%: COMPARACION ENTRE LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS CON RELACION A LA MUERTE DELOS
INSECTOS, FRENTE A LAS SAPONINAS HIDROLIZADAS Y N®IIDROLIZADAS

DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.

BLANCO ,0000
E1C1
E1C2
E2C1

6,5000
7,2500 | 7,2500
8,5000 | 8,5000
E2C2 9,2500 | 9,2500
KARATE 10,0000
Sig. 1,000 | ,583 ,115 ,583 ,583

N S I SN R S SN N

Al aplicar los diferentes tratamientos y realizaarueba de Tukey para diferenciar si
estos son significativamente iguales en relacimrauerte de insectos, podemos observar
en el Cuadro N° 14, que existe una diferencia Bggtiva de las comparaciones con los

diferentes tratamientos, ya que su nivel de sicgniitia es menor al 5%.

También podemos observar que tanto los tratamiét@d y E1C2 son significativamente
iguales ya que la diferencia entre ellos al cab@%ldias de andlisis solo es de 1 insecto lo
cual estadisticamente no marca una gran diferer€aso parecido hay entre los

tratamientos E1C2, E2C1 y E2C1, E2C2



GRAFICO N° 3. MEDIA DE INSECTOS REPRODUCIDOS VS TRATAMIENTC(
CON SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGA DE
LAVADO DE LA QUINUA. CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, FACULTAD DE

RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2
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Se demuestra el comportamiento de reproduccionodeinsectos con los diferent
tratamientos, se puede observar que con el ingkctiKARATE) no se reproducen
insectos ya que todos los insectosres mueren al cabo de dos dias sin dejar proges
En cambio que con el control blanco existe una aneldi reproduccion de 59 insec

seguido del E1C1 con una media de 46 ins



GRAFICO N° 4. MEDIA DE INSECTOS MUERTOS 'S TRATAMIENTOS CON
SAPONINAS HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUA CE LAVADO DE
LA QUINUA. CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS FACULTAD DE RECURSOS

NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 20

INSECTOS MUERTOS VS
TRATAMIENTOS
10,0
w 100 23
© 90
S g0
> © 6,5
S 70
8 60
[
O 50
2 40
w30
< 20
w 1,0 0,0
2 00
E1C1 E1C2 E2C1 E2C2  BLANCO  KARATE
TRATAMIENTOS

Se demuestra el comportamiento de muerte de lestoscon lodiferentes tratamiento
se puede observar que con el insecticida (KARADE)imsectos los insectos mueren,
dejar descendencia.

En cambio que con el control blanco muere 1 instal vezpor mala manipulaciéo mala

practica.



En esta grafica se puede tomar en cuenta tambiéregqun rango de 8 a 10 insectos
mueren por consecuencia del tratamiento E2C2, degiel tratamiento E2C1 con un

rango de 6 a 7 insectos muertos.

3.7.4. DETERMINACION DE LA DLso

Como ya se ha establecido precedentemente segtesldsados obtenidos de la aplicacion
de las saponinas hidrolizadas sobmsophila melanogastepor lo que se procedié a
indagar para encontrar la concentracion idéneastiesaponina que sea capaz de matar al
50 % de esta plaga partiendo de la concentracidnldg 0,5% datos que se encuentran en

el cuadro N°8

CUADRO N° 15. COMPARACION DE INSECTOS MUERTOS APLICANDO LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS POR SEMANA. CENTRO DE CIENES
BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCHRIOBAMBA.

FEBRERO 2010

1 4 6 6 9 1 10
2 6 6 7 7 0 0
3 5 5 5 6 0 0
4 3 1 2 3 0 0

FuenteLuis Enrique Bonifaz



GRAFICO N° 5. COMPARACION DE INSECTOS MUERTOS APLICANDO LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS POR SEMANA. CENTRO DE CIENES
BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCHRIOBAMBA.

FEBRERO 2010
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Como se puede apreciar en la grafica, el tratamieras efectivo es la aplicacién del
insecticida (Karate) ya que en la primera semanaremutodos los insectos sin dejar huevos
o larvas para que se reproduzcan, seguidos deal@snientos E2C2 y E2C1 en el cual

mueren al rededor de 8 y 6 insectos por semanaatgmente.



Se podria argumentar que si se demuestra la adivitsecticida de las saponinas de
quinua, pero la evidencia mas grande es marcadk gmmca reproduccion de insectos ya
gue el insecticida natural si bien es cierto nonhaga de contado pero si se ve involucrado
en la disminucion del apetito y la movilidad dedento, razones por las cuales los insectos
cumplen su ciclo de vida pero no se reproduceroed normal como pasa con el control

blanco.

GRAFICO N° 6. PORCENTAJE DE MORTALIDAD DEDrosophila melanogaster
FRENTE A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SAPONISA

HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.
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La DLso descriptivamente se presenta en el Grafico N°iaees de la aplicacion de la
regresion lineal de los datos conseguidos reflgj@mouna ecuacion.
Y =0,3209x +0,2674
R*=1
Por el determinado Gréafico N° 7 5o Drosophila melanogastefrente a las Saponinas
Hidrolizadas a los 25 dias de analisis correspah@8% de estas saponinas es decir 0,08

mL/ 100 mL de agua son necesarios para matar aldeOi¥tsectos.

GRAFICO N° 7. PORCENTAJE DE MORTALIDAD DEDrosophila melanogaster
FRENTE A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SAPONISA NO

HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.
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La DLso descriptivamente se presenta en el Grafico N°Baeés$ de la aplicacion de la

regresion lineal de los datos conseguidos reflgj@mouna ecuacion.

Y =0,1071x +0,2143
R*=1
Por el determinado Gréafico N° 8 5o Drosophila melanogastefrente a las Saponinas
no hidrolizadas a los 25 dias de andlisis corredpah 0,58% de estas saponinas es decir

0,58 mL/ 100 mL de agua son necesarios para nmdffade insectos.



CONCLUSIONES

1. Al establecer una comparacion general entre laagfc de las saponinas
hidrolizadas y no hidrolizadas frenteDaosophila melanogastse determina una
diferencia muy significativa entre la capacidad tjaeen la saponinas hidrolizadas

sobre las no hidrolizadas de matar a un porcedé&jpsectos.

2. El agua de lavado de la quinua contiene 0,373 %z&8n9720 mg/L de Sdlidos

Totales, y Nitrégeno Total (Nitratos) 10 mg/L.

3. A través del Tamizaje fitoquimico de las saponidasquinua no hidrolizadas se
identifica la presencia de: Acidos grasos, Trigeoides y Esteroides, Saponinas,
Azlcares, Sapogenina, y de las saponinas hidraizadAcidos grasos,

Tripterpenoides y Esteroides, Saponinas, Sapogenina

4. Al cuantificar por hemolisis las saponinas preser@e el agua de lavado de la

quinua tenemos que: La concentracién media es: @ragx10* g/mL.



5. La DLso Drosophila melanogastdrente a las saponinas hidrolizadas corresponde
al 0,08% de concentracion al cabo de 25 dias dksiand.a DLso Drosophila
melanogasterfrente a las saponinas no hidrolizadas correspald0,58% de

concentracion al cabo de 25 dias de analisis.

6. Al determinacion la actividad insecticida se elsted que la saponinas hidrolizadas
a las concentraciones de 0.1% y 0.5% son los tratéos mas adecuados ya que
matan en un numero considerable a la plaga, pguéguede ser considerada como
“Promisorio” y puesto como excelente candidato peraontrol integrado de la
plagaDrosophila melanogastePor los resultados obtenidos y por el tiempo que
tarda la mortalidad, mas que un efecto insecticela,observa un efecto de

Inhibicion alimentaria.

7. Los tratamientos E1C1, E1C2 si bien es cierto esmienos eficientes con relacion
al porcentaje de mortalidad, pero son mas facdltener, implican menos costo y

contaminacién ambiental



RECOMENDACIONES

1. Conociendo la actividad insecticida de la sapordeaquinua hidrolizada sobre
Drosophila melanogastese sugiere que se realicen analisis mas especHuure
los compuestos fitoquimicos que tienen actividasgdaticida con lo que se podra
optimizar este proceso de extraccion ya que infordmabibliografica sobre este

tema es casi nula.

2. Difundir los resultados obtenidos en esta invesi@a acerca de la actividad
insecticida de la saponina de quinua a los agomstpor ser métodos naturales de
bajo costo y que contribuyen a mantener el equolil@colégico sin afectar
drasticamente el desarrollo, cambio y evolucioniadeaturaleza obteniéndose de

esta, manera productos con sello verde

3. Efectuar aplicaciones de la saponinas hidroliz&sasoncentraciones superiores al
0,5% que son las que presentan actividad inseatiewl cultivos que tengan

Drosophila melanogaster para validad su actividaddcticida in Vivo

4. Realizar estudios de actividad insecticida de dgmsinas del agua de lavado de la

quinua en otros insectos plaga



RESUMEN

En el pais hay muchas empresas e institucionesprqaieicen y exportan quinua, para su
comercializacion esta necesita ser lavada, esta dgulavado en muchas ocasiones es
eliminada como desecho sin valor alguno descartéadbién las ventajosas propiedades

especificas que deben ser identificadas y explstada

El agua de lavado de la quinua es un residuo qualfmocontenido de saponinas es nocivo
para el medio ambiente, el objetivo de esta tesisitho obtener saponinas hidrolizadas y

no hidrolizadas "para comprobar su actividad incielet

Se realizo el andlisis fisico quimico del aguaadadlo de la quinua determinandose: 373 %

Cenizas, 9720 mg/L de Solidos Totales, y Nitrogéatal (Nitratos) 10 mg/L.

Del Tamizaje Fitoquimico se logro determinar la semcia de Acidos Grasos,

Tripterpenoides y Esteroides, Saponinas, Azucares.

La determinacion cuantitativa de saponinas en gh atg lavado utilizando el método de

hemodlisis es 1.28x1bg/mL.



La actividad insecticida se determiné incorporaladsaponina hidrolizada y no hidrolizada

a las concentraciones de 0,1%, 0,5% en la dietedbds Drosophila melanogaster.

La actividad insecticida de las saponinas hidrdégay no hidrolizadas sobBrosophila
melanogasteranalizado a los 25 dias, tiene un®Ls, de 0,08% para saponinas

hidrolizadas y de 0,58% para saponinas no hididdiza

A través de los 25 dias de analisis se eviden@aagatividad de inhibicion alimentaria mas

no una actividad insecticida por parte de las sapsrdel agua de lavado de quinua



SUMMARY

In the country there are many enterprises andtinistins which produce and export South
American pigweed. For its commercialization it hasbe washed; this washing water in
many occasions needs to be eliminated as a wattewiany value discarding also the

advantageous specific properties which must betifteshand exploited.

The pigweed washing water is a residue which becaldsits high saponin content is
noxious for the environment. The objective of tiissis has been to obtain hydrolyzed and

non-hydrolyzed saponins to test its insecticidevagt

The physical and chemical analysis of the pigweeskhing water was carried out

determining 373% ashes, 9720mg/L total solids d&wddlL total nitrogen (nitrates).

From the phytochemical sieving it was possible étetmine the presence of Fat Acids,

Tripterpenoids Steroids, Saponins and Sugars.

The saponin quantitative determination in watewathing using the hemolysis method is

1.2x10-4 g/mL.



The insecticide activity was determined incorpargtihe hydrolyzed and non-hydrolyzed

saponin at concentrations of 0.1%, 0.5% in thechdigt ofDrosophila melanogaster

The insecticide activity of the hydrolyzed and rforrolyzed saponins on thigrosophila
melanogasteanalyzed at 25 days, has a DI50 of 0.08% for Hydeal saponins and 0.58%

for the non-hydrolyzed saponins.

Through 25 days analysis an alimentary inhibitietivity but not and insecticide activity

are evident in the water saponins of the pigweeshing.
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ANEXOS

ANEXO N° 1. PRUEBA DE TUKEY AL 5%: COMPARACIONES MULTIPLES DE
MEDIAS ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS CON RELAON A LA
REPRODUCCION DE LOS INSECTOS, FRENTE A LAS SAPONISA

HIDROLIZADAS Y NO HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.

Limite Limite

superior inferior
E1C2 13,00000(*) | 1,88009 0,000 7,025 18,9750
E2C1 21,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | 15,2750 | 27,2250
E1C1 E2C2 33,50000(*) 1,88009 0,000 27,5250 39,4750

BLANCO -13,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | -19,2250 | -7,2750
KARATE 45,25000(*) 1,88009| 0,000 39,2750 51,2250

E1C1 -13,00000(*) | 1,88009 | 0,000 | -18,9750 | -7,0250
E2C1 8,25000(*) 1,88009 0,004 2,275( 14,22%0
E1C2 E2C2 20,50000(*) | 1,88009 | 0,000 | 14,5250 | 26,4750

BLANCO -26,25000(*) | 1,88009| 0,000 -32,2250  -20,2750
KARATE 32,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | 26,2750 | 38,2250

Ei1C1 -21,25000(*)| 1,88009 0,000 -27,2250 -15,2750
Insectos E1C2 -8,25000(*) | 1,88009 | 0,004 | -14,2250 | -2,2750
Reproducidos L
E2C1 E2C2 12,25000(*) | 1,88009 0,000 6,275 18,2250

BLANCO -34,50000(*) | 1,88009 | 0,000 | -40,4750 | -28,5250
KARATE 24,00000(*) 1,88009| 0,000 18,025 29,9750

E1C1 -33,50000(*) | 1,88009 | 0,000 | -39,4750 | -27,5250
E1C2 -20,50000(*)| 1,88009 0,000 -26,4750  -14,5250
E2C2 E2C1 -12,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | -18,2250 | -6,2750

BLANCO -46,75000(*) | 1,88009| 0,000 -52,7250  -40,7750
KARATE 11,75000(*) | 1,88009 | 0,000 | 5,7750 17,7250

E1C1 13,25000(*) | 1,88009 0,000 7,275 19,2250
E1C2 26,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | 20,2750 | 32,2250
BLANCO E2C1 34,50000(*) | 1,88009 0,000 28,5250 40,4750
E2C2 46,75000(*) | 1,88009 | 0,000 | 40,7750 | 52,7250
KARATE 58,50000(*) | 1,88009| 0,000 52,5250 64,4750
E1C1 -45,25000(*) | 1,88009 | 0,000 | -51,2250 | -39,2750
E1C2 -32,25000(*)| 1,88009 0,000 -38,2250 -26,2750
KARATE E2C1 -24,00000(*) | 1,88009 | 0,000 | -29,9750 | -18,0250
E2C2 -11,75000(*)| 1,88009 0,000 -17,7250 -5,77%0

BLANCO | -58,50000(*) | 1,88009 | 0,000 | -64,4750 | -52,5250
*, La diferencia de medias es significativa al niie05.




ANEXO N° 2. PRUEBA DE TUKEY AL 5%: COMPARACIONES MULTIPLES DE

MEDIAS ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS CON RELAON A LA

MUERTE DE LOS INSECTOS FRENTE A LAS SAPONINAS HIQRIZADAS Y NO

HIDROLIZADAS DEL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA.

Limite superior| Limite inferior

Insectos
Muertos

E1C2 -0,75000 0,45644 0,583 -2,2006 0,7006
E2C1 -2,00000(*) 0,45644 0,004 -3,4506 -0,5494
El1C1 E2C2 -2,75000(*) 0,45644 0,000 -4,2006 -1,2994
BLANCO 6,50000(*) 0,45644 0,000 5,0494 7,9506
KARATE -3,50000(*) 0,45644 0,000 -4,9506 -2,0494
E1C1 0,75000 0,45644 0,583 -0,7006 2,2006
E2C1 -1,25000 0,45644 0,115 -2,7006 0,2006
E1C2 E2C2 -2,00000(*) 0,45644 0,004 -3,4506 -0,5494
BLANCO 7,25000(*) 0,45644 0,000 5,7994 8,7006
KARATE -2,75000(*) 0,45644 0,000 -4,2006 -1,2994
E1C1 2,00000(*) 0,45644 0,004 0,5494 3,4506
E1C2 1,25000 0,45644 0,115 -0,2006 2,7006
E2C1 E2C2 -0,75000 0,45644 0,583 -2,2006 0,7006
BLANCO 8,50000(*) 0,45644 0,000 7,0494 9,9506
KARATE -1,50000(*) 0,45644 0,040 -2,9506 -0,0494
E1C1 2,75000(*) 0,45644 0,000 1,2994 4,2006
E1C2 2,00000(*) 0,45644 0,004 0,5494 3,4506
E2C2 E2C1 0,75000 0,45644 0,583 -0,7006 2,2006
BLANCO 9,25000(*) 0,45644 0,000 7,7994 10,7006
KARATE -0,75000 0,45644 0,583 -2,2006 0,7006
El1C1 -6,50000(*) 0,45644 0,000 -7,9506 -5,0494
E1C2 -7,25000(*) 0,45644 0,000 -8,7006 -5,7994
BLANCO E2C1 -8,50000(*) 0,45644 0,000 -9,9506 -7,0494
E2C2 -9,25000(*) 0,45644 0,000 -10,7006 -7,7994
KARATE -10,00000(*) 0,45644 0,000 -11,4506 -8,5494
E1C1 3,50000(*) 0,45644 0,000 2,0494 4,9506
E1C2 2,75000(*) 0,45644 0,000 1,2994 4,2006
KARATE E2C1 1,50000(*) 0,45644 0,040 0,0494 2,9506
E2C2 0,75000 0,45644 0,583 -0,7006 2,2006
BLANCO 10,00000(*) 0,45644 0,000 8,5494 11,4506

*, La diferencia de medias es significativa al higs.




ANEXO N° 3. CUANTIFICACION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE SAPONISA

PRESENTES EN EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA (HEMOLSIS)

CUADRO N° 16. TABULACION DE DATOS DE LA HEMOLISIS PRODUCIDA POR

EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

Absorbancia = 415 nm
Sangre Humana: “O” Rh positivo

Incubacion: 5mL de dilucién, 30min, 37°C

Control de hemdlisis (H) A ] Az As A A-Aoy %H

0% (H); 5mL CTS 3% + 20 L sol.GR 0.030 0.029 0.083 0.031 - 0

100% (H); 5mL Agua + 20 pL sol.GR 0.27$ 0.2991 @27 0.278 0.247 100
N° Muestra CTS VT 20pL

(mL) 3% (mL) sol.GR As A Az A A-Ag %H [g/mL]
(mL)

1 0.15 4.85 5 20 0.047 0.040| 0.04. 0.043 0.0[L2 50 4,12E-05
2 0.30 4.70 5 20 0.062* 0.078 0.082 0.080 0.049 819. 8,25E-05
3 0.40 4.60 5 20 0.102 0.093 0.112 0.102 0.0f1 28.8 1,10E-04
4 0.45 4.55 5 20 0.125 0.127| 0.142* 0.126 0.095 538. 1,24E-04
5 0.5 4.5C 5 20 0.177 0.188* 0.17¢ 0.18( 0.14¢ 60.2 1,38E-04
6 0.5t 4.4% 5 20 0.24¢ 0.241 0.25¢ 0.247 0.21¢ 87.7 1,51E-04
7 0.60 4.40 5 20 0.297 0.300| 0.29 0.295 0.2p4 9106. 1,65E-04
8 0.65 4.35 5 20 0.307 0.309 0.308 0.308 0.2[r7 1112. 1,79E-04
9 0.70 4.30 5 20 0.113 0.315 0.327 0.314 0.283 6114. 1,93E-04
10 0.75 4.25 5 20 0.322 0.330 0.32( 0.321 0.290 7.41 2,06E-04

*Valores eliminados para efecto de calculos
Fuente: Luis Enrique Bonifaz
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CUADRO N° 17. TABULACION DE DATOS DE LA HEMOLISIS PRODUCIDA POR

EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

Absorbancia = 415 nm
Sangre Humana: “O” Rh positivo

Incubacion: 5mL de dilucién, 30min, 37°C

Control de hemélisis (H) A A, As A A-Aoy %H

0% (H); 5mL CTS 3% + 20 pL sol.GR 0.031 0.028 0.083 0.031 - 0

100% (H); 5mL Agua + 20 uL sol.GR 0.274 0.294 0.278 0.284 0.253 100
N° Muestra CTS VT 20pL _ _

(mL) 3% (mL) sol.GR A A, As A A-Ayn %H [g/mL]
(mL)

1 0.15 4.85 5 20 0.050 0.048 0.041 0.046 0.015 5.9 4,12E-05
2 0.30 4.70 5 20 0.064* 0.079 0.0843 0.081 0.060 719. 8,25E-05
3 0.4C 4.6 5 20 0.095* 0.10¢ 0.11f 0.10¢ 0.07¢ 30.¢ 1,10E-04
4 0.45 4.55 5 20 0.128 0.127| 0.124 0.126 0.0P5 37.7 1,24E-04
5 0.50 4.50 5 20 0.176 0.177, 0.174 0.1Y6 0.145 57.3 1,38E-04
6 0.55 4.45 5 20 0.246 0.243 0.250* 0.244 0.213 484. 151E-04
7 0.60 4.40 5 20 0.290 0.296) 0.301 0.293 0.262 B0 1,65E-04
8 0.65 4.35 5 20 0.303 0.308 0.310* 0.305 0.2Y4 508 1,79E-04
9 0.7¢ 4.3 5 20 0.31( 0.31¢ 0.325° 0.31: 0.287 111.] 1,93E-04
10 0.7¢ 4.2t 5 20 0.30¢ 0.31¢ 0.31¢ 0.31¢ 0.28¢ 112.¢ 2,06E-04

*Valores eliminados para efecto de calculos
Fuente: Luis Enrique Bonifaz
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CUADRO N° 18. TABULACION DE DATOS DE LA HEMOLISIS PRODUCIDA POR

EL AGUA DE LAVADO DE LA QUINUA

Absorbancia = 415 nm
Sangre Humana: “O” Rh positivo

Incubacion: 5mL de dilucién, 30min, 37°C

Control de hemdlisis (H) A A, As A A-Aoy %H
0% (H); 5mL CTS 3% + 20 pL sol.GR 0.034 0.029* %03 0.033 - 0
100% (H); 5mL Agua + 20 pL sol.C 0.28t | 0.29¢ | 0.27: | 0.28: 0.25¢ 10C
N° Muestra CTS VT 20pL
(mL) 3% (mL) sol.GR A; A, Az A A-Avn %H [g/mL]
(mL)
1 0.15 4.85 5 20 0.048 0.052 0.04 0.050 0.00.7 6.7 0.404x10'
2 0.30 4.70 5 20 0.080 0.078 0.060* 0.079 0.046 118. 0.808 x1d
3 0.40 4.60 5 20 0.113 0.105 0.094* 0.109 0.076 929. 1.077 x1d
4 0.45 4.55 5 20 0.125 0.130 0.129 0.128 0.0B5 37.41.213 x10
5 0.50 4.50 5 20 0.180* 0.174 0.178 0.176 0.143 356. 1.347 x1d
6 0.5 4.4% 5 20 0.24¢ 0.241 0.251* 0.24¢ 0.21] 83.1 1.481 x1(°
7 0.60 4.40 5 20 0.289 0.298 0.295* 0.293 0.260 .40 1.616 x1d
8 0.65 4.35 5 20 0.309 0.307| 0.30f 0.307 0.274 8107. 1.751 x1d
9 0.70 4.30 5 20 0.322* 0.308 0.312 0.310 0.277 .10P0 1.885x1d
10 0.75 4.25 5 20 0.309 0.300 0.314 0.312 0.2f9 9.80 2.020x10

*Valores eliminados para efecto de calculos
Fuente: Luis Enrique Bonifaz
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RESULTADOS

1. En 100mL de agua de lavado de quinua aforados ar25@on agua destilada,
concentrados hasta 125 mL y aforado luego a 25@anLCTS 6% permite ver una
hemodlisis gradual.

2. Se realizo tres determinaciones con el métodazadit, resultados que se pueden
ver en las tablas 1,2, y 3 de las cuales se getesamnaficas correspondientes.

3. De las tres determinaciones el volumen medio es=\08 mL.

4. De las tres determinaciones la concentracién mestiaCm = 1.28xI g/mL o

0.128x10° g/mL (Error en funcién de la concentracién delraliion = 3%)

ANEXO N° 4. PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO

Resultados:De los 1000 mL de agua de lavado de la quinudbteso 1.83 g de saponina

impura del extracto metandlico. (19)

ANEXO N° 5. CROMATOGRAFIA EN COLUMNADE SAPONINAS DE QUINUA

Mediante esta técnica cromatogréafica se reunievserhidrolizados obtenidos por ambas
metodologias con un peso final de 15.79¢g, pararaepdecuadamente los productos. Cada

una de las fracciones eluidas se analizaron ponatagrafia en capa delgada,



especialmente las fracciones de acetato de etheptano (1:1) que fueron escogidas para

continuar la separacion debido a la aparicion detoductos de interés.(Fig. 2)
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F1- Fraccion eluida Nro 1
F2- Fraccion eluida Nro 2

F3- Fraccion eluida Nro 3

Fig. 2= Cromatogramas obtenidos para las fracciones derés) eluidas en la
Cromatografia en Columna.

Al analizar el recorrido de las manchas se puedecay que hubo una buena separacion de
los productos, obteniéndose tres manchas bien idigdiny nitidas en cada caso, de

coloracion que varia del verde al amarillo verd¢2a)

Ademas se compararon de forma preliminar los R pada una de las manchas con un
patrén de diosgenina de valor de Rf = 0.51 , olds®lose similitud entre este y el valor de

Rf calculado para la mancha intermedia de laditaesiones escogidas(Fig. 3).



Estas fracciones fueron reunidas en una fraccital tie 0.79g con el 5% de la muestra

inicial introducida en la columna. (22)
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Ft —Fraccion totaP —Patron de diosgenina
Fig. 3 -Cromatogramas del patron de diosgenina comparadelate una fraccion total
eluida en la mezcla acetato de etilo: n —heptand)(1
Las restantes manchas no pudieron ser analizada® pontar con disponibilidad de otros

patrones

ANEXO N° 6. CROMATOGRAFIA DE PLACA PREPARATIVA

Con el objetivo de arrastrar la mancha de inteld@isiae por la columna, para su posterior

andlisis espectroscopico, desarrollamos la téaeca@omatografia preparativa.

Los resultados de la misma se muestran en la FiGotho se puede apreciar obtuvimos

franja de color amarillo -verdoso luego de ser addamente marcada, se arrastro y tres
franjas de colores : verde oscuro, amarillo — veodg verde claro respectivamente. La

disolvié en la mezcla de acetato de etilo: n-heptarl).



r

Fig. 4-Cromatograma de la fraccién de interés eluidageanlumna obtenida mediante

una técnica preparativa

Luego de ser decantado vy filtrado con papel defilbara eliminar los restos de silica, se
dejé reposar durante tres dias, al cabo de loseguatbservamos la aparicion de un
precipitado blanco amarillento, con un peso ded.Esto se corresponde con el 1.33% del
hidrolizado total introducido en la columna..

Este producto se compard con el patron de diosgemiediante cromatografia de placa
delgada, bajo las mismas condiciones cromatoggafesapleadas anteriormente .Como
muestra la Fig 8, el producto aislado presentafunu® similar al patrén .

Este producto aislado de la fraccion post- hidi®ksn acetato de etilo: n— heptano (1:1) se
corresponde con el 0.1% de la muestra inicial d#gg2fe planta seca y molinada que se

empled en el estudio. (22)



Qo
]

m- Producto aisladp- Patrén de diosgenina

Fig. 5~ Cromatogramas del producto aislado y el patrédiasgenina.

Se realizo6 la deteccion del punto de fusibn a laestra en una microplatina digital
(elctrothermal 9200) y el rango de valor detectagoentre 206 y 209°C.

Luego de analizar nuestro producto aislado tanto métodos cromatograficos como
espectroscopicos, le asignamos la estructura gaideda diosgenina (Fig. 5) , Sapogenina

Esteroidal de interés farmacéutico notable

Fig. 5 Estructura quimica de la diosgenina en la confordmaso .

Usos En medicina popular se emplea en el tratamiegitestrefiimiento, cistitis, uretritis,
urolitiasis, edemas, resfriados, bronquitis, gastteritis, diabetes, parasitosis intestinales.
(22)



