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RESUMEN

La importancia de controlar, adecuadamente, pestes agricolas como ciertas especies
de caracoles, que incluso forman parte del ciclo de vida de otros organismos que son
parasitos y pueden tener repercusion considerable sobre la salud de animales
domeésticos y seres humanos; trae la necesidad de desarrollar pesticidas que ademés no
sean toxicos para otros organismos y plantas. Por lo que el presente estudio tiene el
objetivo de elaborar un biomolusquicida a partir de extractos de mojuelo de
Chenopodium quinoa roja y blanca y evaluar su actividad molusquicida frente a Helix

Pomatia Linnaeus.

El método usado para la obtencién de los extractos de mojuelo de Chenopodium
quinoa fue por percolacion, donde se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 7.31%
para la Chenopodium quinoa roja, y 6.83% para la Chenopodium quinoa blanca. Luego
se identificd la presencia de saponinas por cromatografia en capa fina de silica gel en
los extractos antes mencionados, donde se usé para la fase movil cloroformo:metanol
(9:1) y el revelador vainillina-acido sulfurico, obteniendo una placa con manchas de
color marrdn, azul violeta y amarillo-marron las cuales indican la presencia de
saponinas en los extractos de Chenopodium quinoa y en el acido oleandlico.
Posteriormente se determiné el contenido de saponinas en los extractos mediante
espectrofotometria UV/VIS, se hizo reaccionar el estandar de saponinas con el reactivo
de Liebermann-Burchard obteniendo una longitud de onda méxima de absorcién de
530 nm, después se procedio a elaborar la curva de calibracion obteniéndose un valor
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de R?=0.9968, a partir de esto se cuantifico la cantidad de saponinas presentes en
los extractos hidroalcoholicos del mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca,
dando valores de 4.64 mg/L y 4.51 mg/L de saponinas en Chenopodium quinoa roja y

blanca, respectivamente.

Para la evaluacion de la actividad molusquicida se realizaron los biomolusquicidas
que contenian 0.5; 1.0; 2.0 y 5.0 % de extracto de mojuelos de Chenopodium quinoa
roja o blanca, notandose que 5% de extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa roja
produce muerte del 100% de caracoles en el cuarto dia, mientras que el extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa blanca, el séptimo dia recién produce la misma
mortalidad, deduciendo que ambas variedades de Chenopodium quinoa producen una

actividad molusquicida frente a Helix Pomatia Linnaeus.

Para la determinacién de la Dosis Letal 50 (DLso), se experimentd con 5 caracoles
en cada ecosistema artificial, se realizaron 3 repeticiones y los datos obtenidos fueron
Ilevados a un software para su comparacion, en donde la DLso de ambos extractos esta
en el rango de 3.38% y 0.65% para el extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa
roja y; en el rango de 5.25% y 0.65% para la Chenopodium quinoa blanca, siendo la
actividad molusquicida dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion de los

caracoles en los extractos de mojuelo de Chenopodium quinoa.

Con esto se concluye que el residuo de Chenopodium quinoa es una fuente
considerable de saponinas que presentan actividad molusquicida contra poblacion de

caracoles que puedan perjudicar la salud de animales y el ser humano.
Palabras clave: Mojuelo de Chenopodium quinoa, saponinas, Helix Pomatia

Linnaeus, biomolusquicida, acido oleandlico, extraccion, cuantificacion, dosis letal 50
(DL 50).
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ABSTRACT

The importance of adequately controlling agricultural pests such as certain species
of snails, which are even part of the life cycle of other organisms that are parasites and
can have a considerable impact on the health of domestic animals and humans; It
brings the need to develop pesticides that are also not toxic to other organisms and
plants. Therefore, the present study aims to develop a bio-molluscicide from red and
white quinoa extracts and evaluate its molluscicidal activity against Helix Pomatia

Linnaeus.

The method used to obtain the quinoa mojuelo extracts was percolation, where a
yield percentage of 7.31% was obtained for red quinoa, and 6.83% for white quinoa.
Then the presence of saponins was identified by thin layer chromatography of silica
gel in the aforementioned extracts, where were used for the mobile phase chloroform:
methanol (9: 1) and the developer vanillin-sulfuric acid, obtaining a plate with spots
of brown, blue violet and yellow-brown color which indicate the presence of saponins
in the quinoa extracts and in the saponin standard. After the content of saponins in the
extracts was determined by UV / VIS spectrophotometry, the standard of saponins was
reacted with the Liebermann-Burchard reagent obtaining a maximum absorption
wavelength of 530 nm, then the curve was developed calibration obtaining a value of
R2 =0.9968, from this the quantity of saponins present in the hydroalcoholic extracts
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of the mojuelo of red and white quinoa was quantified, giving values of 4.64 mg/L and

4.51 mg/L of saponins in quinoa red and white, respectively.

For the evaluation of molluscicidal activity, were made biomolluscicides containing
0.5; 1.0; 2.0 and 5.0% mojuelos extract of red or white quinoa, noting that 5% of
extract of red quinoa mojuelo causes death of 100% of snails on the fourth day, while
the extract of mojuelo white quinoa, on the seventh day recently produces the same
mortality, deducing that both varieties of quinoa produce a molluscicidal activity
against Helix Pomatia Linnaeus.

The determination of the Lethal Dose 50 (LD50), 5 snails were experimented in
each artificial ecosystem, 3 repetitions were performed and the data obtained were
taken to a software for comparison where the LD50 of both extracts is in the range
3.38% and 0.65% for red quinoa extract and 5.25% and 0.65% for white quinoa, being
the molluscicidal activity dependent on the concentration and time of exposure of

snails to quinoa extractsa mojuelo extracts.

With this it is concluded that the quinoa residue is a considerable source of saponins
that present molluscicidal activity against snail populations that may harm the health

of animals and being human.

Keywords: Mojuelo Chenopodium quinoa, saponins, Helix Pomatia Linnaeus, bio-

molluscicide, acid oleanolic, extraction, quantification, lethal dose 50 (DL 50 ).
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INTRODUCCION

Los caracoles son una de las mayores pestes agricolas en el mundo, debido a
que estos se reproducen facilmente y en gran nimero, se alimentan practicamente
de cualquier materia organica (por ejemplo, cultivos utilizados por el ser humano)
y presentan una buena adaptabilidad a diversos habitats®. Asi se tiene, el género
Helix Linnaeus, al cual pertenece la especie Helix pomatia Linnaeus que se
encuentra ampliamente distribuida alrededor del mundo?, pudiéndose convertir en
un potencial problema agricola, si no se controla su poblacién.

Para el control de la poblacion de estos caracoles, los molusquicidas quimicos
sintéticos son los mas utilizados (por ejemplo, metaldehido, carbamatos,
niclosamida, organofosforados, etc.); sin embargo, estos son extremadamente
toxicos para otros organismos (peces, crustaceos, algas, etc.) y para el medio
ambiente®,

En los ultimos tiempos, el uso de productos naturales ha ganado gran
importancia en todo el mundo. Un gran nimero de familias de plantas han
suministrado muchas clases de productos, que pueden variar en el grado de
actividad molusquicida. Varios paises han promovido el uso de productos vegetales
debido a su amplia gama de propiedades ideales, tales como alta toxicidad dirigida
a los caracoles, baja toxicidad para otros animales, bajo costo, solubilidad en el
agua, facil biodegradacion, abundante crecimiento en areas endémicas y seguridad
para el operador?.

Asimismo, las saponinas son una clase de compuestos naturales, que se
encuentran abundantemente en méas de 100 familias de plantas. Uno de los efectos
que se atribuyen a las saponinas es su actividad molusquicida. Existen muchas
especies vegetales que presentan un alto contenido de saponinas como por ejemplo
el mojuelo de la Chenopodium quinoa Willd (quinua)®.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la actividad
molusquicida de los extractos de mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca,

contra la especie Helix Pomatia Linnaeus, en condiciones de laboratorio.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=77904

UNIVERSIDAD

s Qi omicr
DE SANTA MARIA
INDICE

RESUMEN ...ttt e s e e e e s ebre e e e s sabeee e e sarreeas Vi
ABSTRACT ettt a et e e re e te et e e e teeae e e e re e e viii
INTRODUCCION. ..ottt X
HIPOTESIS ..ottt Xiv
OBUIETIVOS ..ottt e bt e s te e esbeestaenaesneenseaneens XV
CAPITULO | oottt 1
1. MARCO TEORICO ...t ieiiiisissuneseessessessesse s bbb bessessessesse s sessas 1
1.1.  Chenopodium quinoa Willd..........ccoovevierieiiiiiseee e 1
1022 SEEEN DA W v B~ P e T 4
1.3 CAagBRIcS.. . M oG e, 17
1.4, MOIUSQUICTUBS ... .eeeeiieeieiriesieesiesie e et ae st et sta e e s e e sae e e sraesaeaneens 22
CAPITUMGYY.. = . il .. . NN ... ... 24
2. MATERIALES Y METODOS ......oouieieieeeeeeeee et 24
N B Y (=T T 1= RS 24
ALY Reactivos. il .......... ... ... SR R . 26
RN ARG UpOS ... TR R 26
' T e N ¢ B R N N 26
CAPITU[ESENERN | BVt W sy ... 34
3. RESULTADOS Y DISCUSION.......ccooiiviieisieisiseeeseeeseeensssesesiensessenesis 34
3.1. Obtencién de los extractos del mojuelo de la Chenopodium quinoa....... 34
3.2.  Determinacion de SAPONINGS .......ccureriererieriiieeiriereeesie e 36

3.3. Evaluacién de la actividad molusquicida de los extractos de mojuelo de
ChenopOodiUumM QUINOA. ....c..eeviireeiieeieseesreesseeeeseesiesseesraeseesseesseesseeseesseesseseens 41
CONCLUSIONES ...ttt sraesae e e e enneaneens 47
SUGERENCIAS ...ttt ettt sbe et e esreenreeneens 48
REFERENCIA ...ttt e e e e e e s eaaeeaeas 49
ANEXOS ...t ra e reenrenre e 57

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




¥+ % UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE TRER( e

TESIS UCSM —a  DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Formulaciones del DIOpestiCida «.veeeereerernrieeernrnriernrersecnsreiasessnns 32
Tabla 2. Rendimiento de extraccion del mojuelo la Chenopodium quinoa blanca y roja

Tabla 3. Valores de Rf de las principales manchas visibles en la placa cromatogréafica
para la deteccion de SAPOMINAS. ......eeuueiieit ettt et eeee e e e aeeeaeeaeeees 37

Tabla 4. Contenido de saponinas en los extractos hidroalcoholicos del mojuelo de la
Chenopodium quinoarojay blanca ................ccoooviiiiiiiiivce e seene e, .40

Tabla 5. Promedio de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de mojuelo
de Chenopodium QUINOATOJA. ... .. .uiiieii et 41

Tabla 6. Porcentaje de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de mojuelo
de Chenopodium QUINOA FOJA ... . uvne ittt eaes 42

Tabla 7. Promedio de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de mojuelo
de Chenopodium quinoa BLANCA . .. ... 42

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de mojuelo
de Chenopodium quinoa blanca .............c.cooiiiiiii i 42

Tabla 9. Concentracion de extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa que produce
la muerte del 50% de Helix pomatia LinNaeus. ............coooviieiiie i, 45

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Planta de Chenopodium quinoa Willd.............cccoeeiiiiiiiiiiee 3

Fig. 2. Ejemplos de saponinas con diferentes estructuras a) Acido oleanélico -Genina
triterpénica b) Shatavarina IV - Saponina con genina esteroidica c¢) Solanina -

Saponina con genina alcaloide esteroideo..........o.ovuiiiiiiiiiiiiii i 6
Fig. 3. Partes del caracol terrestre. ... .....ooouiiniiri e 18
Fig. 4. Caracol Helix Pomatia Linnaeus .............coooviiiiiiiiiiiiiiieeieeeieea, 21
Fig. 5. Mojuelo de la Chenopodium quINOA rOJa. .......ooviiiniiiiiiiiiine e, 24
Fig. 6. Caracol de la especie Helix Pomatia Linnaeus ..............ccooeeviiiiiininnn 25
Fig. 7. Tamizado del mojuelo de la Chenopodium quinoa. ................cooeveiennn. 27
Fig. 8. Obtencion del extracto del mojuelo de la Chenopodium quinoa por el método
de PerCO L IO I . R P ... ... i eieeeaas 28
Fig. 9. Célculode losvaloresde Rf..... ... 29
Fig. 10. Ecosistemas artificiales para los caracoles. ...................ocooiviiiiinin, 32

Fig. 11. Extracto obtenido del mojuelo de la Chenopodium quinoa. a) Después de la
percolacion, b) Después de la eliminacion del solvente. ............................... 34

Fig. 12. Placa cromatografica del extracto hidroalcohélico del mojuelo de la quinua
roja (QR), del mojuelo de la Chenopodium quinoa blanca (QB) y del estandar de
saponina (ST), después de la aplicacion del revelador y observado en luz visible.

Fig. 13. Saponinas con geninas triterpénicas presentes en la Chenopodium quinoa, a)
acido oleandlico, b) hederagenina, c) gipsogenina, d) acido espergulagénico, e) acido

serjanico y f) &cido fitolacageniCo .........cc.ouivtiei i 38
Fig. 14 Espectro de absorcion UV/VIS del estdndar de saponina (&cido
oleandlico). ... Y - o R ..., 39
Fig. 15 Curva de calibracion para la cuantificacion de saponinas por
espectrofotometria UV/IVIS. .. . 40

Fig. 16. Mortalidad del biomolusquicida con diferentes concentraciones de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja (0.5; 1.0; 2.0 y 5.0) %. Tratamiento durante 7

Fig. 17. Mortalidad del biomolusquicida con diferentes concentraciones de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa blanca (0.5; 1.0; 2.0 y 5.0) %. Tratamiento durante

Fig. 18. Dosis letal-50 del biomolusquicida para cada dia evaluado. .................. 46

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ik UNVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

HIPOTESIS

Dado que existe una escasa disponibilidad de pesticidas biolégicos y la falta de
aprovechamiento del residuo organico de Chenopodium quinoa Willd con presencia
de saponinas, es probable que las propiedades de sus saponinas puedan ser
aprovechadas para la formulacion de un biopesticida contra los caracoles de la especie

Helix Pomatia Linnaeus.
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OBJETIVOS

1. Obtener los extractos del mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca mediante

el método de percolacion.

2. Determinar la presencia de saponinas en los extractos del mojuelo de
Chenopodium quinoa roja y blanca, cualitativamente mediante cromatografia en

capa fina (TLC) y cuantitativamente mediante espectrofotometria UV/VIS.
3. Evaluar la actividad molusquicida de los extractos de mojuelo de Chenopodium

quinoa roja y blanca, sobre el caracol Helix Pomatia Linnaeus en un ecosistema

artificial, mediante el calculo de la DLso
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Chenopodium quinoa Willd.

1.1.1. Clasificacion taxonémica

La planta estudiada en el presente trabajo, de acuerdo al Sistema Integrado de

Informacion Taxonomica (ITIS), presenta la siguiente clasificacion taxonomica®:

¢ Reino: Plantae
e Subrreino: Viridiplantae
e Superdivision: Embryophyta
e Division: Tracheophyta
e Subdivision: Spermatophytina
¢ Clase: Magnoliopsida
e Superorden: Caryophyllanae
e Orden: Caryophyllales
o Familia: Amaranthaceae
e Género: Chenopodium L.

e Especie: Chenopodium quinoa Willd.
1.1.2.Sinonimia
1.1.2.1. Sinonimia Cientifica

Chenopodium album subsp. quinoa (Willd.) Kuntze, Chenopodium
album var. quinoa (Willd.) Kuntze, Chenopodium album f. subspontaneum
Kuntze, Chenopodium hircinum f. rubescens (Mog.) Aellen’.

1.1.2.2. Sinonimia Vulgar

Quinua, Ayara, Kiuna, Kuchikinwa, Achita, Kinua, Kinoa, Chisaya

Mama (Quechua)’.
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1.1.3.0rigeny agroecologia

Chenopodium quinoa se origind en la regién andina de América del Sur
(Bolivia, Peru, Ecuador, Norte de Chile y Colombia), siendo uno de los cultivos
mas antiguos del continente americano. Asimismo, se han encontrado hallazgos
arqueoldgicos en Ayacucho/Perud, donde existe evidencia que la Chenopodium
quinoa fue cultivada 5000 a.C 8.

Este cultivo presenta condiciones éptimas de crecimiento de -3°C por la noche
a 30°C durante el dia, y con precipitaciones anuales de 1.500 mm a mas de 2.500
mm. Su area de cultivo tradicional es desde una latitud de 8°N hasta 30°S. Puede
ser cultivada desde el nivel del mar hasta 3.800 m de altitud. Ademas, la
Chenopodium quinoa prefiere un suelo semi-profundo, bien drenado y arenoso,
pero también crece en suelos arcillosos. Crece a un rango de pH de 4,5 a 8.
Igualmente, esta planta muestra tolerancia a la helada, la salinidad y la sequia, y
tiene la capacidad de crecer en suelos de baja fertilidad’.

1.1.4. Descripcion botanica

Chenopodium quinoa es una planta herbacea anual, que crece 0,20-3,00 m de
altura, con el tallo angular, acanalado con rayas longitudinales verdes o rojas. La
raiz puede alcanzar profundidades de hasta 0,30 m. Las hojas tienen forma de pie
de ganso y estdn formadas por peciolos y lamina; los peciolos son largos y
canalizados en su lado superior; la ldmina es polimorfa en la misma planta:
romboidal o triangular en la lamina de las hojas inferiores y triangular o lanceolada
en las hojas superiores. La inflorescencia es una panicula, llena de racimos de flores
en glomérulos, rojizos, purpurinos a dorados. Las flores son bisexuales, regulares,
pequerias, sésiles, pentdmeras y no tienen pétalos. El fruto es un aquenio, protegido
por un perigonio, que es del mismo color que la planta: blanco, amarillo, gris,
marron claro, rosa, negro o rojo, de paredes delgadas y de una sola semilla. Las
semillas son de 1,0-2,6 mm, lenticulares, lisas, blancas, amarillas, rojas, parpuras,
marrones 0 negras (dependiendo de la variedad), con fina testa coriacea y
endospermas’®. En la Fig. 1 se observa la ilustracion de Chenopodium quinoa

Willd. con sus atributos botanicos caracteristicos.
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Fig. 1 Planta de Chenopodium quinoa Willd?.

1.1.5. Descripcion fitoquimica

Se ha encontrado que la Chenopodium quinoa Willd, presenta los siguientes
nutrientes esenciales: vitaminas, minerales y aminoéacidos esenciales. Ademas, se
han identificado diversos componentes bioactivos en esta planta, tales como
saponinas, compuestos fenolicos, fitoesteroles, fitoecdisteroides, alcaloides y

péptidos bioactivos®.

Varias saponinas triterpénicas han sido reportadas en la Chenopodium quinoa.
Se han encontrado tanto monodesmosidos como bidesmosidos, con sapogeninas
como el cido oleandlico, hederagenina, acido fitolacagénico y acido serjanico®®.
Las saponinas triterpénicas estan presentes en todas las partes de la planta de
Chenopodium quinoa como las hojas, flores, frutos y semillas®!. La concentracion
de las saponinas en esta planta varia de 0.01% a 4.65% de materia seca, esto

depende de su genotipo y su exposicion a diversas condiciones ambientales'?,

En el proceso de beneficiado de la Chenopodium quinoa, una de las
operaciones para su desaponificacion es el escarificado (separacion de la cascarilla
del grano por friccion), en el que se elimina un residuo denominado “mojuelo”, el

cual posee un alto contenido de saponinas'®. Entre las saponinas de la cascarilla del
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grano de la Chenopodium quinoa se han encontrado a: acido oleandlico,

glucopiranosil éster de hederagenina, chikusetsusaponina I1Va y quinoasaponinas’.

1.1.6.Usos y propiedades

Las hojas, tallos y grano de la Chenopodium quinoa han sido utilizados en la
medicina tradicional como cicatrizantes, analgésicos, desinfectantes del tracto
urinario, antiinflamatorios y repelentes de insectos. Asimismo, se ha comprobado
que esta planta presenta diversas propiedades farmacologicas como: antioxidante,
citotoxica, antilipidica, inmunoadyuvante, antihelmintica, anticancerigena vy

hemolitica’.

Las saponinas de la Chenopodium quinoa, debido a sus cualidades quimicas,
tienen maltiples propositos. Estas han sido utilizadas en la fabricacion de jabones,
detergentes liquidos, champds, pasta de dientes, removedores de manchas y
estabilizadores de espuma; en bebidas, especialmente en la cerveza; como un
insecticida; en un compuesto como extinguidor de fuego y en el procesamiento de
fotos®.

1.2. Saponinas
1.2.1. Definicion
La palabra saponina deriva de “soap”, debido a las propiedades similares del
jabon.}* Estos compuestos son metabolitos secundarios (diversos grupos de
moléculas que estan involucrados en la adaptacion de las plantas a su ambiente,
pero no son parte de las principales vias bioquimicas de crecimiento celular y
reproduccion)®®, glicosilados'® y anfifilicas®’.

1.2.2. Localizacién

Las saponinas se pueden encontrar en un gran namero de plantas, las cuales

pertenecen aproximadamente a 100 familias. Se producen predominantemente en
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las angiospermas, pero también pueden ser encontradas en algunas plantas
inferiores, tales como helechos y algas, asi como en ciertos invertebrados marinos.
Se pueden localizar en las raices, brotes, flores y semillas de las plantas®. Las
saponinas pueden almacenarse en las células vegetales como precursores inactivos,
que por los sistemas enzimaticos de la planta pueden ser activados como mecanismo

de defensa’®.

1.2.3.Funcién

Diversas plantas sintetizan metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, como parte de su naturaleza, o como mecanismo de defensa frente
al ataque de patdgenos o estrés?®. Las saponinas sintetizadas pueden proteger a la
planta contra el ataque de hongos patogenos'**°?° o la depredacion realizada por

insectos y animalest’2?,

1.2.4.Estructura

Las saponinas son heterdsidos (glicosidos); por lo tanto, estdn compuestas por
una parte azucar (monosacarido, oligosacarido) y una parte no azucar (aglicona o
genina). Quimicamente hablando, los heterésidos son acetales, donde un grupo

hidroxilo de la parte azlcar se condensa con un grupo hidroxilo de la genina?.

Las saponinas forman un grupo muy diverso de compuestos con tres tipos
basicos de esqueletos de aglicona (sapogeninas), los cuales son: triterpenoide,

esteroide o alcaloide esteroideo (Fig. 2)*®2,

La parte azlcar de las saponinas pueden variar en el nimero de cadenas;
dandose el caso de, una cadena (monodesmasidos), dos cadenas (bidesmaosidos), o
incluso tres cadenas (tridesmosidos) (del griego desmos = cadena). Ademas, la
composicion de la cadena de azlcar (pentosas, hexosas, desoxihexosas, y acidos

urénicos) y su forma (lineal, ramificada) puede aumentar aun mas la diversidad
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estructural. Algunas estructuras de saponina pueden ser aciladas o acetiladas con

diferentes grupos quimicos>8,

C) ’

HO OH

o

(o] (o]

(o) (o]

HO -
HO Ho“°
HO
OH

Fig. 2 Ejemplos de saponinas con diferentes estructuras a) Acido oleandlico? -
Genina triterpénica b) Shatavarina IV - Saponina con genina esteroidica

¢) Solanina?® - Saponina con genina alcaloide esteroideo.

1.2.5. Extraccion

La extraccidn es un proceso para separar un determinado componente de una
matriz. Este proceso es un paso fundamental en la recuperacion y purificacion de

compuestos bioactivos (solutos) de materiales vegetales. En general, las técnicas
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empleadas para la extraccion de saponinas pueden ser clasificadas en dos
categorias, las convencionales y las tecnologias verdes?’.

La extraccion convencional se basa en la solubilidad del soluto de la planta en
el disolvente. Por lo tanto, a menudo se utiliza una gran cantidad de disolvente para
extraer el soluto, a pesar de que a veces es asistida con calentamiento y agitacion.

Estas técnicas convencionales son?:

1.2.5.1. Maceracién

La extraccion por maceracion es una extraccion solido-liquido, donde
el compuesto de interés es extraido por remojo del material vegetal en un
solvente especifico durante un determinado periodo de tiempo. Este proceso
depende de dos factores principales, la solubilidad y la difusion efectiva. El agua,
alcoholes (metanol y etanol) y mezclas entre ellos son los disolventes de
extraccion utilizados para extraer saponinas. El tiempo de extraccion empleado
por esta técnica es prolongado y puede tardar hasta semanas, por o que a menudo

se utiliza un sistema de agitacion mecanica?.

1.2.5.2. Percolacion

El método de percolacion es también una técnica convencional
frecuentemente utilizado para la extraccion de diversos metabolitos secundarios,
en el que se utiliza un percolador; éste instrumento es un recipiente con una
abertura superior ancha (forma de cono), por donde se agrega y se elimina el
material vegetal; presenta también una valvula en la parte inferior, para regular

el flujo del solvente extractor?,

El procedimiento de la extraccion mediante percolacion consiste en la
adicion del material vegetal en el percolador, posteriormente se agrega el
solvente hasta cubrir la planta, se deja macerar por unas cuantas horas y
finalmente se deja fluir el solvente a una determinada velocidad de flujo®.
Ademas, Phrompittayarat et al., compararon diferentes métodos de extraccion
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de saponinas, en el que la percolacion con etanol, mostré una mayor extraccion

de saponinas totales®..

1.2.5.3. Soxhlet

Esta técnica de extraccion emplea el proceso de destilacion, el cual
consiste en el calentamiento del disolvente a ebullicion y el retorno de los
vapores condensados al matraz original®?. Las desventajas de esta técnica son el
calentamiento y tiempo de extraccion. El etanol es el disolvente mas utilizado
para esta técnica de extraccion. Se han reportado diferentes estudios, en los

cuales el tiempo de extraccion por soxhlet vario de 24 a 72 horas®.

Ademas, existen numerosos estudios llevados a cabo sobre extraccion de
saponinas usando este método de extraccion. Mediante reflujo, la extraccion por
reflujo es realizada primero para remover los lipidos del material vegetal usando

como disolvente al cloroformo y al hexano®,

Por otro lado, las técnicas de extraccion mediante tecnologias verdes
involucran el uso de compuestos quimicos de forma mas segura, eficiencia
energética, uso de materias primas renovables y prevencién de la contaminacion.
Debido a esto, el agua es usada como solvente de extraccion por la manipulacion
de la presion y la temperatura del sistema de extraccion. Las tecnologias verdes de

extraccion son?e:

1.2.5.4. Sonicacion

La extraccion de compuestos bioactivos por medio de ultrasonidos
provoca efectos mecanicos de cavitacion acustica (formacion, crecimiento y
colapso implosivo de las burbujas formadas en liquidos irradiados con
ultrasonidos de alta intensidad), lo cual mejora la penetracion del solvente dentro
del material vegetal y la liberacion de los productos intracelulares por disrupcion
de las paredes celulares.
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Las ventajas de este método son: el tiempo de procesamiento reducido,
el bajo consumo de solventes y la extraccién se puede realizar a bajas
temperaturas. Por consiguiente, existen diversas investigaciones de la extraccion

de saponinas utilizando esta técnica3*3,

1.2.5.5. Microondas

Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes con un rango
de frecuencia de 0.3 a 300 GHz. Las microondas son capaces de penetrar en el
material vegetal y generar calor mediante la interaccion con moléculas polares,
tales como el agua presente en el interior de estos materiales. El agua contenida
en el material vegetal permite la absorcion de la energia de microondas, la cual
provoca un sobrecalentamiento interno y una disrupcion de la estructura celular,
y consecuentemente, facilita la difusion del compuesto bioactivo desde la matriz
de la planta. Las ventajas de esta técnica son: una corta duracion de la extraccion,
un uso de disolventes minimo y un alto rendimiento. Esta técnica ha sido

aplicada para la extraccion de saponinas®’.

1.2.5.6. Extraccion acelerada con disolventes

Es una técnica de extraccidn rapida y automatizada, que usa la minima
cantidad de disolvente a temperatura y presion elevadas. EI aumento de la
temperatura mejora la solubilidad y la transferencia de masa, y la presion elevada
mantiene al disolvente por debajo de su punto de ebullicion, permitiendo una
extraccion rapida, segura y eficiente. EIl proceso de extraccion es completado
usualmente en 15-25 minutos usando solo 15-45 mL de disolvente?®. Esta técnica

recién esta siendo utilizada para la extraccion de saponinas®®.

1.2.5.7. Extraccion en fase solida

En esta técnica el material de soporte utilizado es un sélido, a través del
cual pasa un liquido o un gas. Los compuestos bioactivos son absorbidos en el
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soporte (fase estacionaria), seguidamente estos compuestos son eluidos de
acuerdo a la afinidad que presenten con la fase estacionaria o con la fase movil.
Esta técnica permite la extraccion y purificacion de las saponinas, para lo cual
se usa distintos materiales absorbentes (C18, C8, resinas XAD, etc.). El extracto
es cargado sobre el material de soporte, luego se da una primera lavada con agua,
para eliminar a los polisacaridos. En la siguiente etapa, el material de soporte es
lavado con una proporcion adecuada de alcohol:agua, la cual permita una buena

purificacion de las fracciones de saponina?®.

Algunas saponinas pueden ser sensibles a distintos parametros de
extraccion (calor, pH y la presencia de metanol). El calor puede degradar grupos
acilo muy sensibles, mientras que el pH puede influir tanto en los grupos acilo y
la parte azucar. El uso de metanol como disolvente usualmente conduce a la
formacion de derivados de -OCHzs y lactonas, los cuales han sido identificados
en plantas, pero son producto del proceso de extraccion. Debido a esto, se
recomienda una extraccion en frio, por medio de un proceso de sonicacion con

etanol-agua®®.

La extraccién de saponinas en caliente utilizando una mezcla agua-
alcohol, seguido de una evaporacion a sequedad, continuando con una disolucion
en agua y finalmente una extraccion liquido-liquido con n-butanol®; presenta
algunas desventajas, tales como: la evaporacion de la soluciéon acuosa que
contiene saponinas es un proceso complicado, debido a la formacién de espuma;
ademés, la extraccion liquido-liquido con n-butanol permite una cierta
purificacion de saponinas con respecto a compuestos altamente polares
(principalmente polisacaridos), pero el extracto resultante puede presentar
muchos interferentes. Asimismo, la extraccion con n-butanol puede ser
incompleta; ya que algunas saponinas altamente polares (bidesmosidos y
tridesmosidos), que contienen 7-8 componentes de azucar, dificilmente pasan a

la fase n-butanol®®.

1.2.6. Determinacion
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La determinacion (cualitativa y cuantitativa) de las saponinas se puede llevar a
cabo por diversas técnicas, las cuales son descritas a continuacion:

1.2.6.1. Espectrofotométrica

La porcion del espectro electromagnético, denominada UV/Visible (UV
185-400nm y Visible 400-700nm), generalmente rinde poca informacion de la
estructura del analito, pero es muy util para las determinaciones cuantitativas del
mismo. La concentraciéon de un analito en solucion puede determinarse
midiéndose la absorbancia a determinada longitud de onda y aplicando la ley de

Lambert-Beer?,

Esta técnica se ha convertido en un método popular en la cuantificacién
de saponinas de materiales vegetales, debido a su simplicidad, rapidez y su bajo
costo. El ensayo de vainillina-acido sulfarico, es el método espectrofotométrico
comunmente utilizado para la determinacion de saponinas totales en materiales
vegetales. El principio basico de este método es la oxidacion de las saponinas
por el acido sulfurico, una vez dada la oxidacién, estas reaccionan con la
vainillina, normalmente este ensayo se mide a una longitud de onda maxima
(Amax) de 544 nm?®. Asimismo, la determinacion de saponinas esteroidales
totales, también esta basada en las reacciones coloreadas con anisaldehido o
vainillina, acido sulftrico y acetato de etilo. Este ensayo se mide a una Amax de
430 nm. La diferencia entre los ensayos para la determinacién de las saponinas
totales y las saponinas esteroidales totales es el solvente utilizado en la
preparacion de los reactivos. Para saponinas totales, la vainillina es disuelta en
etanol y el &cido sulfurico en agua, mientras que para la saponinas esteroidales
totales, tanto el anisaldehido como el &cido sulfarico son disueltos en acetato de

etilo®®.

1.2.6.2. Cromatografia en Capa Fina (TLC)

La cromatografia, es el proceso mediante el cual se pueden separar los
componentes de una mezcla. El principio basico de esta técnica, se basa en la
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afinidad de los compuestos de interés, hacia dos fases inmiscibles. Una se llama
fase estacionaria, porque esta inmovilizada dentro de una columna o fijada sobre
un soporte; mientras que la segunda, Ilamada fase movil, es forzada a través de
la primera. Las fases son seleccionadas de acuerdo a la solubilidad que presenten
los compuestos de interés en cada una de ellas. La migracion diferencial de los

compuestos conduce a su separacion*C.

En la cromatografia de capa fina. La fase estacionaria, normalmente esta
compuesta por silica gel depositada sobre un soporte de aluminio. La fase mdvil,
son disolventes de diferentes polaridades. La fase mavil interactGa con la fase
estacionaria por capilaridad, moviendo los componentes de la muestra a
diferentes velocidades, lo que depende de su grado de interaccién con la matriz
y su solubilidad en el disolvente®.

La cromatografia de capa fina ha sido utilizada para determinar la
presencia de las saponinas. En cuanto a la fase estacionaria se utiliza placas de
silica gel. Asimismo, las fases mdviles normalmente usadas son la mezcla de
cloroformo-metanol-agua o butanol-acido acético-agua para las saponinas y
benceno-acetona para las sapogeninas. Los reveladores frecuentemente usados
incluyen al reactivo de Carr—Price, reactivo Liebermann-Burchard, &cido
fosfotungstico, 10% acido sulfarico en etanol, 0.5% p-anisaldehido 1% acido

sulfarico en acido acético, vainillina-acido acético*'.

1.2.6.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica cominmente
usada para separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla. Esta
presenta un fundamento similar al explicado en la seccidn anterior. En esta
técnica, una muestra liquida o una muestra solida disuelta en un disolvente
adecuado, se lleva a través de una columna cromatografica por medio de una
fase movil liquida. La separacion estd determinada por interacciones entre

soluto/fase estacionaria, incluyendo adsorcion liquido-solido, separacion
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liquido-liquido, intercambio de iones y exclusion de tamafios; y por
interacciones de soluto/fase movil*2,

ElI HPLC es la técnica mas utilizada para la determinacion de saponinas,
debido a que esta puede tratar eficazmente compuestos no volatiles y polares.
Estd ha sido extensamente usada tanto para la determinacion de sapogeninas
como para saponinas intactas. Las separaciones son realizadas usualmente en
columnas normales (silica gel) y de fase reversa (Cs, Cis). La fase movil que es
utilizada varia de acuerdo al compuesto y al tipo de columna que se utilice. Si se
utiliza una columna Cs, usualmente la fase movil utilizada es acetonitrilo-agua;
en el caso de una columna de silica gel, la fase mévil normalmente corresponde

a hexano-etanol-agua®.

El principal problema del analisis de saponinas por HPLC es la deteccion,
dado que solo unas pocas saponinas; por ejemplo, el acido glicirretinico y las
curcubitacinas, poseen una absorcion maxima en el rango UV, entonces son las
Unicas saponinas que pueden ser detectadas facilmente a 254 nm. La mayoria de
saponinas no presentan los cromdéforos necesarios para su deteccion UV, por lo
que estas saponinas deben ser detectadas a longitudes de onda UV mas bajas en
un rango de 200 - 210 nm. Se han reportado estudios que indican una adecuada
sensibilidad de este modo de deteccion, dandose un rango de 50-300 ng, el cual
depende del tipo de saponina. Sin embrago, la deteccion a bajas longitudes de
onda, limita la seleccion de solventes y la gradiente que puede ser utilizada. Se
ha visto que el acetonitrilo absorbe mucho menos a longitudes bajas, en
comparacién al metanol; la seleccion de gradientes de acetonitrilo-agua es el
modo de eleccién. La alternativa para la deteccion a bajas longitudes de onda
UV, ha sido la derivatizacion en pre-columna de las saponinas con el fin de que
se unan a grupos cromaforos que faciliten su deteccion altas longitudes de onda
UV (254 nm). Los cromoéforos que se has utilizado para la deteccion de
saponinas incluyen: cumarinas, cloruro de benzoilo, bromuro de 4-

bromofenacilo*.

1.2.6.4. Otros métodos
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Aprovechando las propiedades de las saponinas, diversos estudios
sefialan la deteccion de éste metabolito secundario mediante las siguientes
pruebas:

1.2.6.4.1. Formacién de espuma

Como se observo en la definicion de saponinas, éstas presentan
propiedades similares a la del jabén*, por lo que en solucién acuosa, se

produce la formacion de espuma.

La prueba de la espuma, normalmente se realiza antes de realizar la
cuantificacion de saponinas. El procedimiento consiste en tomar una cantidad
del material vegetal y llevarlo a un tubo de ensayo, se agrega agua destilada
y se agita vigorosamente durante dos minutos. La formacion de espuma

estable y persistente, indica la presencia de saponinas?,

1.2.6.4.2. Hemodlisis

Aprovechando también la propiedad hemolitica de las saponinas®®,
es posible efectuar la determinacion de este grupo de compuestos mediante
espectrofotometria luego de la reaccion con sangre y por ende la liberacion
de oxihemoglobina. El procedimiento consiste en hacer reaccionar el extracto
que contiene las saponinas con sangre fresca en presencia de EDTA durante
30 minutos a 30°C, posteriormente se centrifuga (3000 rpm, durante 10
minutos) la solucion y se procede a determinar la absorbancia del
sobrenadante a 545 nm de longitud de onda?®#4. Como estandar, normalmente

se utiliza diosgenina®.

Sin embargo, ésta determinacion podria brindar una informacion
parcial del contenido total de saponinas en una determinada muestra, debido
a que éstos metabolitos secundarios presentan diferentes niveles de actividad
hemolitica, dependiendo principalmente de la estructura quimica que

presentan®.

1.2.7. Propiedades biologicas y farmacologicas
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La presencia de ambos grupos polar (oligosacarido) y no polar (sapogenina),
proporciona a las saponinas grupos con fuertes propiedades tensoactivas, que son
responsables de muchos de sus efectos adversos y beneficiosos?®.

El efecto biolégico primario de saponinas es la interaccion con los
componentes celulares. Por ejemplo, las saponinas producen hemolisis de los
glébulos rojos por interacciones no especificas con proteinas de la membrana,

fosfolipidos y colesterol de los eritrocitos™®.

1.2.8. Aplicaciones

Las saponinas son utilizadas en un gran ndmero de aplicaciones comerciales,
debido a sus propiedades fisicoquimicas, farmacoldgicas y bioldgicas. Los sectores
donde se ha aplicado a las saponinas son: alimentario, cosmético, agricola y

farmacéutico.

1.2.8.1. Sector Alimentario

Las saponinas de diversas plantas, son utilizadas como aditivos
alimentarios. Debido a sus propiedades espumantes se utilizan en bebidas;
ademas, se utilizan como emulsificantes en preparados que contienen colorantes
0 saborizantes lipofilicos, los cuales son afadidos a bebidas, vegetales
fermentados y aderezos. Asimismo, las saponinas son utilizadas como agentes
flavorizantes en alimentos como: bebidas, goma de mascar, dulces, hierbas y
condimentos, productos de proteinas vegetales y suplementos dietéticos de

vitaminas y minerales®.

En los alimentos, las saponinas también son utilizadas como
antimicrobianos y antifingicos*’. Por otro lado, las propiedades fisicoquimicas
de las saponinas también son utilizadas en el procesamiento de alimentos. Se ha
reportado que las saponinas pueden formar complejos con el colesterol,
permitiendo la remocion del colesterol de productos lacteos®®. Ademas, las

saponinas pueden aumentar la hidrofobicidad de las grasas facilitando su
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floculacion; debido a esto, las saponinas han sido utilizadas en la precipitacion

selectiva de glébulos de grasa en productos lacteos*.

1.2.8.2. Sector Cosmeético

Debido a sus propiedades tensoactivas, las saponinas se utilizan como
surfactantes naturales en productos del cuidado personal tales como: champus,
acondicionadores de cabello, lociones, jabones liquidos, pastas dentales y
productos para el cuidado de los bebes®®. Ademas, las saponinas también se
comercializan como ingredientes bioactivos en formulaciones cosméticas, donde
se les atribuye propiedades de retraso del envejecimiento de la piel y prevencion
del acné.>**2 Asimismo, debido a las propiedades tensoactivas de las saponinas,
estas son utilizadas como detergentes, agentes emulsionantes y espumantes®,

1.2.8.3. Sector Agricola

Existen investigaciones que reportan el uso de las saponinas como
reguladores del crecimiento vegetal, ya que estan relacionadas con el sistema de
defensa de las plantas (actuan sobre hongos, nematodos, moluscos y patdgenos);
por lo tanto, son utilizadas en la formulacion de biopesticidas®*. Por otro lado, se
ha reportado el uso de las saponinas en la remediacion de suelos, debido a que
estos metabolitos secundarios son compuestos anfifilicos, los cuales pueden
mejorar la solubilidad de contaminantes apolares en la fase acuosa, y su
estructura molecular posee grupos hidroxilo y carboxilo, los cuales pueden

formar complejos con metales pesados®.
1.2.8.4. Sector Farmacéutico

Las sapogeninas como la diosgenina ha sido ampliamente utilizada como
materia prima en la produccion de hormonas esteroideas y farmacos®. Las

saponinas son usadas como adyuvantes inmunolégicos en formulaciones de

vacunas veterinarias debido a sus propiedades de mejora inmunolégica; ademas,
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se han producido avances significativos en el desarrollo de vacunas humanas
(vacunas contra el cancer, VIH y enfermedades infecciosas) que utilizan como
adyuvantes a las saponinas®’.

Se han reportado investigaciones donde se estudia extractos de plantas

que contienen saponinas, los cuales exhiben actividades como antitumorales,

anticarcinogénicas, anticoagulantes, antiflogisticas, antidiabéticas,
espermicidas,  antiinflamatorias,  antioxidantes, inmunomoduladoras,
antihepatotdxicas, antivirales, hipoglicémicas, antigenotdxicas,
neuroprotectoras, antiulcerosas, anticolesterolémicas, antiestres,

antirreumatoides,  antialérgicas,  antimicrobianas, antiparasitarias y
antifungicas®. Asimismo, se ha estudiado el uso de las saponinas en
preparaciones farmacéuticas como adyuvantes, para potenciar la absorcion de
sustancias o farmacos farmacoldgicamente activos*®.

Las saponinas han demostrado actividad molusquicida, contra
Biomphalaria glabrata (huésped intermedio de la esquistosomiasis intestinal),
Lymnaeidae (huésped intermedio de la Fasciola) y caracoles (perjudiciales en

una gran variedad de cultivos)®®.

1.3. Caracoles

Los caracoles son un tipo de moluscos gasteropodos, sus cuerpos presentan una
consistencia suave y himeda y sus conchas son duras y espiraladas. La mayoria de los
organos de un caracol estan ocultos bajo su concha. La concha también protege al
caracol de sus enemigos. Los caracoles que viven en la tierra presentan dos pares de
tentaculos. Al final del par méas largo estan los ojos del caracol. Ademas, los caracoles
de agua tienen solo un par de tentaculos y sus ojos estan en la base de los tentaculos
Los tentaculos ayudan al caracol a ver, sentir, oler y saborear. Su boca se encuentra en
la parte inferior de su cabeza. El resto del cuerpo de un caracol esta enrollado dentro
de su concha. Las conchas de los caracoles se pueden encontrar de muchos colores,

formas y tamafios. La mayoria son levemente puntiagudas, pero algunas son planas. A
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medida que un caracol crece, se agregan nuevas capas a su concha, por lo que la concha

se hace cada vez méas grande®®, como se observa en la Fig. 3.

Fig. 3 Partes del caracol terrestre.>

Por lo general, se encuentran en héabitats calientes y humedos. Existen miles de
diferentes tipos de caracoles. Algunos viven en tierra, pero la mayoria viven en el mar.
Otros se encuentran en rios, lagos y estanques. Asimismo, los caracoles se mueven
muy lentamente. A medida que se arrastran, se deslizan sobre una capa lisa de moco
viscoso. Esto les ayuda a moverse sobre terrenos irregulares y protege la parte inferior
de sus cuerpos. Por otro lado, la mayoria de los caracoles se alimentan de plantas
muertas, hongos y algas; a otros les gusta comer hojas jugosas, frutas y flores,
pudiendo ser plagas para estas plantas; y algunos se alimentan de otros animales e
incluso pueden atacar caracoles mas pequefios. Los caracoles tienen una lengua
especial llamada radula. La cual esté cubierta con miles de dientes pequefios y afilados

que le sirven para raspar su comida, casi como un rallador de queso®.

Los caracoles generalmente se aparean una vez al afio, a fines de la primavera o
al comienzo del verano. La mayoria de caracoles son hermafroditas. Los caracoles
depositan hasta cien huevos unas pocas semanas después del apareamiento. Estos
huevos presentan una forma esférica pequefia de color blanquecino. Los huevos
comienzan a eclosionar aproximadamente dos semanas después. Unos meses después
de la eclosion, los caracoles bebés comienzan a verse como versiones en miniatura de

sus padres. Los caracoles generalmente se vuelven adultos después de un afio, pero los
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tipos més grandes pueden demorar cuatro afios. La mayoria de los caracoles viven

entre dos y ocho afios*®.

1.3.1.Plaga de caracoles

Los caracoles se reproducen con relativa facilidad. Comen casi cualquier cosa
organica, y un solo individuo puede tener cientos de crias cada afio. Entonces,
cuando la poblacién aumenta a niveles excesivos y comienza a afectar a los

humanos u otros animales, se convierte en un problema®.

Una plaga es un dafio ocasionado por una irrupcion multitudinaria de insectos,
animales u otros organismos de una misma especie; que afecta a una gran parte de
la poblacion o sus actividades. Pueden competir por alimentos o transportar
organismos que comprometan la salud de las personas. Desde esta perspectiva,
algunas especies de caracoles se convierten en plagas peligrosas que han afectado
principalmente a la agricultura. Sin embargo, una especie puede ser una plaga en
un lugar y no en otro, ya que sus efectos dafiinos no son los mismos en todas partes.

A menudo, los animales introducidos en areas donde no son nativos se
convierten en plagas una vez que preceden a algunas especies locales o alteran el
equilibrio ecoldgico de su nuevo habitat. Pueden prosperar tan bien alli que su

nimero aumenta tan rapidamente y sus efectos dafiinos en el sitio se multiplican®.

El problema con los caracoles terrestres con respecto a la agricultura es que
muestran una preferencia importante por el consumo de cultivos econdmicamente
valiosos para los humanos, como el cacao, la calabaza, la papaya y otros. Cuando
comen estas plantas, causan pérdidas econdémicas y escasez de alimentos. Por otro
lado, muchos caracoles albergan parasitos capaces de llegar a otros animales y
personas, causando enfermedades peligrosas como la esquistosomiasis, fascioliasis,

paragonimiasis, etcb’.

1.3.1.1. Helix pomatia
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1.3.1.1.1. Clasificacion taxonémica

El caracol estudiado en el presente trabajo, presenta la siguiente
clasificacion taxonomica, segin el ITIS®?:
¢ Reino: Animalia
e Subrreino: Bilateria
¢ Infrarreino: Protostomia
e Superfilo: Lophozoa
e Filo: Mollusca
e Clase: Gastropoda
e Orden: Stylommatophora
e Familia: Helicidae
e Genero: Helix Linnaeus

e Especie: Helix pomatia Linnaeus

1.3.1.1.2. Nombre comun
Caracol romano, caracol de Borgofia, caracol de vifia, Escargot,
etc®,

1.3.1.1.3. Descripcién

El Helix Pomatia Linnaeus presenta una concha que mide 3-4.5 cm
de alto y 3-5 cm de ancho aproximadamente. Constituye aproximadamente
un tercio del peso total del caracol y protege sus érganos internos. Tiene un
color marron, 3 a 5 bandas o rayas mas oscuras y 4 a 5 espirales. La apertura

del caparazon es grande, con bordes blancos®.

El Helix Pomatia Linnaeus es un caracol terrestre (Fig. 4), que posee
un solo pulmon y un pie muscular que ayuda con su locomocién. El pie se
contrae para producir movimiento y las glandulas dentro de él liberan un
moco que reduce la friccidn con la superficie inferior, reduciendo los riesgos
de dafar su piel. Otra caracteristica anatomica importante son los dos pares
de tentaculos en la cabeza. El par superior tiene los ojos, mientras que el

inferior contiene sensores de olor®.
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Fig. 4 Caracol H. pomatia®.

1.3.1.1.4. Distribucion y habitat

El caracol romano habita en muchas partes del centro, sureste, oeste,
este, norte y sur de Europa. Sin embargo, ha sido trasladado por los humanos
a Oceania, Asia, Africa, y las Américas, donde existe una gran industria de
cria de caracoles de esta y algunas otras especies comestibles. El habitat de
este caracol generalmente estd por debajo de los 2.000 m.s.n.m. en lugares
con temperatura moderada y alta humedad. No habitan en lugares con mucha
luz, ya que no pueden tolerar la luz solar directa. Sin embargo; estos caracoles
presentan una gran resiliencia, adaptandose para vivir en varios tipos de
habitats?.

1.3.1.1.5. Alimentacion

El H. pomatia es un herbivoro que se alimenta de frutas, verduras,
hojas, flores, savia de los arboles y otros elementos de las plantas. Al igual
que otros gasteropodos, este caracol raspa su comida con la ayuda de una
estructura bucal llamada radula, que contiene varias filas de pequefios dientes
de quitina. Por lo general, su alimentacion la realiza durante la noche, pero
puede encontrarlos durante las primeras horas de la mafiana o los dias
lluviosos. Estos caracoles necesitan consumir una cantidad considerable de

calcio para preservar sus caparazones lo mas duro posible, y cuando no
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pueden obtenerlo de sus alimentos, se alimentardn de otros materiales que
contienen calcio, incluso tierra o rocas®.
1.3.1.1.6. Reproduccion

EL Helix Pomatia Linnaeus coloca huevos. Estos caracoles son
hermafroditas, ya que tienen érganos reproductores masculinos y femeninos.
Sin embargo, pueden aparearse con otros individuos de su especie. Estos
caracoles alcanzan la madurez sexual entre los 2-4 afios de edad. Cuando los
huevos estan listos, seleccionan un lugar subterraneo donde colocan de 8 a 30
huevos, de los cuales nacen los caracoles bebés y no reciben ningun cuidado
de sus padres. Este proceso se puede repetir de 2 a 6 veces al afio, dependiendo

de las condiciones climéaticas®®.

1.3.1.1.7. Aplicaciones

Los gasterépodos como el Helix Pomatia Linnaeus han sido
utilizados por su valor culinario durante siglos, y las propiedades curativas de
la baba de caracol para tratar quemaduras, abscesos y otras heridas ya han
sido mencionadas en la antigliedad por Hipdcrates. Recientemente, la baba de
caracol es también utilizada en el sector cosmético, ya sea directamente o
como crema comercial, con promesas de un efecto de regeneracion de la piel,

lucha contra el acné, cicatrizante o antienvejecimiento®,

1.4. Molusquicidas

Como se indico en la seccién anterior, se sabe que algunos caracoles son portadores
de enfermedades y vectores de plagas; asimismo, pueden afectar la agricultura, debido
a su preferencia por alimentarse de cultivos Utiles para los seres humanos. Existe una
gran poblacidn de caracoles que habita en aguas dulces, donde las larvas de trematodos
parasitos también pasan a ser parte de su ciclo de vida; por lo tanto, causan una serie
de enfermedades. Existen enfermedades transmitidas por los caracoles acuaticos, la

fascioliasis y la esquistosomiasis, las cuales causan un dafio inmenso al hombre y a

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

sus animales domésticos. Debido a esto, se han probado diferentes de compuestos
sintéticos para la erradicacion de caracoles. Aunque eficaces, estos molusquicidas
hasta ahora no han demostrado ser enteramente satisfactorios; ya que, pueden causar
contaminacion ambiental. Asimismo, se estan haciendo esfuerzos para encontrar
molusquicidas de origen vegetal®.

1.4.1. Molusquicidas sintéticos

Existen varios tipos de molusquicidas sintéticos disponibles para el control de
los caracoles, entre los principales tenemos: metaldehido (causa un efecto irritante,
provocando que los caracoles segreguen grandes cantidades de moco y se
desequen), carbamatos (son agentes anticolinesterasa), organofosforados (potentes
inhibidores de la colinesterasa) y piretroides sintéticos (acttan principalmente sobre
la membrana nerviosa, alterando su permeabilidad a Na* y K*, esto provoca
descargas repetitivas de los nervios en las sinapsis y las uniones neuromusculares).
Sin embargo, estos molusquicidas sintéticos pueden causar serios riesgos

medioambientales®®.

1.4.2. Molusquicidas de origen vegetal

Los molusquicidas de origen vegetal o biomolusquicidas, son producto de la
biosintesis de las especies vegetales; por lo tanto, son potencialmente mas
biodegradables y de menor costo en comparacion a los sintéticos. Ademas, estos
biomolusquicidas presentan una alta toxicidad sobre las plagas diana, pero baja

toxicidad sobre los otros seres vivos®®.

Se ha encontrado que diversas plantas presentan varios grupos de compuestos
que son toxicos para los caracoles. Entre estos compuestos tenemos: saponinas,
taninos, alcaloides, alquilfenoles, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas,
terpenoides, cumarinas, naftoquinonas y los ésteres de forbol, los cuales son

venenosos para los caracoles a dosis aceptables que oscilan entre <1-100 ppm®’.
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CAPITULO Il
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales
2.1.1. Material biologico
2.1.1.1. Mojuelo de la Chenopodium quinoa
Los mojuelos de la Chenopodium quinoa roja y blanca (Fig. 5) fueron
obtenidos de la empresa Fundo América, localizada en el distrito de La Joya,

perteneciente a la provincia de Arequipa del departamento de Arequipa, Perd.
La recoleccion se realizé en el mes de abril del 2017.

Fig. 5 Mojuelo de la Chenopodium quinoa roja.

2.1.1.2. Animales de experimentacion

Los experimentos fueron realizados en 150 caracoles de la especie Helix
pomatia Linnaeus (Fig. 6), con un peso de 4-6 gramos y una edad entre 4 a 6
semanas. Estos animales fueron adquiridos en el fundo majes de la Universidad
Catdlica de Santa Maria. Los animales se mantuvieron en un ambiente cerrado,
a temperatura ambiente (20 °C), con alimentacion a base de hojas de limoén y

naranja.
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Fig. 6 Caracol de la especie Helix Pomatia Linnaeus

2.1.1.3. Material de laboratorio

e Espatula

o Bolsas de cierre hermético

e Tamices de 250 — 850 um

e Papel filtro

e Perlas de vidrio

e Probetas de 100 y 1000 mL

e Pipetasde 1,5y 10 mL

e Vasos de precipitados 100 y 250 mL
e Luna de reloj

e Fiolasde5,10y 25 mL

e Tubos de ensayo

e Papel aluminio

e Balo6n de vidrio fondo plano

o Desecador de vidrio

e Cuba de desarrollo cromatogréafico
e Placa de silica gel

e Capilares

e Atomizadores

e Bandejas de plastico

e Malla de pléstico
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2.2. Reactivos

e Etanol 96% (Merck)

e Etanol 70% (Merck)

e Cloroformo (Merck)

e Metanol (Merck)

e Agua destilada

e Acido sulfarico (Merck)

e Vainillina (Merck)

e Sulfato de amonio (Merck)

e Anhidrido acético (Merck)

e Estandar de saponina (Acido Oleandlico >97%) (Merck)

2.3. Equipos

e Balanza Analitica (OHAUS® PIONEER™ )

e Equipo de Percolacion (Equipo casero)

e Equipo de bafio Maria (GIMA STAR®)

e Rotavapor (BUCHI Labortechnik AG CH-9230 Flawil)
e Estufa (MEMMERT Western Germany)

e Espectrofotometro UV/VIS (Shimadzu UV 1700)

2.4. Métodos

2.4.1.Obtencion de extractos de mojuelo de la Chenopodium quinoa

2.4.1.1. Recolecciony procesamiento del material vegetal

El mojuelo de la Chenopodium quinoa obtenido se guardd en bolsas con
cierre hermético, para su adecuado traslado al laboratorio de la Universidad
Catdlica de Santa Maria. En el laboratorio se procedié a completar el secado,

para lo cual se dejo bajo la sombra a temperatura ambiente (aproximadamente
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20°C) durante 3 dias. Para obtener particulas pequefias y homogéneas el material
vegetal fue tamizado en un rango de tamafio de 250-850 um, como se observa
en la Fig. 7. La parte tamizada se guardd en un recipiente cerrado
herméticamente y se almacend en un ambiente seco y apartado de la luz solar,

con el fin de lograr una adecuada conservacion.

Fig. 7 Tamizado del mojuelo de la Chenopodium quinoa.

2.4.1.2. Obtencidn de los extractos

La extraccion de los metabolitos activos del mojuelo de la Chenopodium
quinoa se ejecutd por el método de percolacién (Fig. 8). Este método de
extraccion se fundamenta en el uso de un percolador, en el cual se deposita el
material en estudio; luego, se adiciona un determinado disolvente, que arrastra
los metabolitos activos de interés, siendo recolectados por la parte inferior del
equipo. Este proceso depende esencialmente de la solubilidad y la difusion
efectiva que tienen los principios activos de interés; ademas, este proceso se ve
favorecido por el area superficial del material, que estd en contacto con el

solvente®.
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Fig. 8 Obtencion del extracto del mojuelo de la
Chenopodium quinoa por el método de percolacion

El procedimiento para la obtencion del extracto consistié en pesar 200 g
del mojuelo de Chenopodium quinoa tamizado. Seguidamente, se agrego el
material vegetal en el equipo de percolacion. Asimismo, en la parte superior del
material vegetal se colocd papel filtro y perlas de vidrio; a continuacion, se
afiadio 2000 mL de solvente (etanol al 70%). Se dejé macerar durante 24 horas
y finalmente se dejo fluir el solvente a una velocidad aproximada de 20
gotas/minuto, en un recipiente ambar. El extracto obtenido fue almacenado a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y alejado de la luz. Este
procedimiento fue realizado por triplicado. Ademas, cabe sefialar que se eligid
etanol al 70% como disolvente, debido a que las saponinas son glucésidos
hidrosolubles, tomando en cuenta que un solvente polar disuelve a un soluto

polar®e,
2.4.1.3. Rendimiento de la extraccion

El porcentaje de rendimiento de extraccion (RE%), se realizé por medio
del método gravimétrico. El procedimiento consistio en llevar el extracto
obtenido al rotavapor, con la finalidad de eliminar el solvente y obtener un
extracto blando. Seguidamente, el extracto fue colocado en un balén de fondo
plano previamente pesado y se llevé a bafio Maria de aproximadamente 50 °C,

con el objetivo de evaporar los restos de solvente. Posteriormente, se colocd los
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balones en el desecador para obtener un peso constate. El recipiente con el
extracto blando fue pesado y se le resto la masa inicial del balén vacio,
obteniéndose asi la masa del extracto blando. Finalmente, se aplicé la Ecuacion

(1) para hallar el RE%. Este procedimiento se realizé por triplicado.

REY — Masa extracto (g) < 1009 5
°~ Masa material vegetal (g) 0 Ecuacion (1)

2.4.2. Determinacion de saponinas del mojuelo de la Chenopodium quinoa

2.4.2.1. Deteccion de saponinas

Se efectud la deteccion de saponinas presentes en el extracto etandlico
del mojuelo de la Chenopodium quinoa, utilizando el método de cromatografia
de capa fina (TLC). La TLC es un tipo de cromatografia, su fase mavil es liquida
(mezcla de solventes) y su fase estacionaria es una capa delgada de material
(generalmente silica gel) en la parte superior de una plataforma plana (aluminio).
Esta capa de material se conoce como sorbente. La fase mavil transporta los
solutos a través de la fase estacionaria. La velocidad a la que el soluto se mueve
a través de la fase estacionaria depende de la atraccion de la fase movil, ya que

disuelve el soluto y lo desplaza hacia arriba; y de la afinidad por el sorbente®®.

El factor de retencion (Rf) se usa para la evaluacion cualitativa de una
separacion por TLC. Este factor se calcula mediante el cociente entre la distancia
que recorre el compuesto y la distancia recorrida por la fase movil, como se

observa en la Fig. 97°.

Recorrido final 0 [~ - e
del disolvente

r— Placa de TLC

P JES Rfde A=Y/Z

Compuesto A
— Z

- Y Rfde B =X/Z
}x

Fig. 9 Calculo de los valores de Rf'°,

Compuesto B

Origen —»-

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

En la presente investigacion, se utilizé la técnica de cromatografia de
capa fina para detectar la presencia de saponinas en el extracto etandlico del
mojuelo de la Chenopodium quinoa. Se dispuso de una placa de silica gel de 100
X 40 mm, en la que se marcé los puntos de origen a 10 mm del borde inferior,
con una distancia entre ellos de 5 mm y en el siguiente orden: uno para el acido
oleandlico (estandar de saponina) y uno para cada muestra del extracto etandlico
del mojuelo de la Chenopodium quinoa. La solucidn de acido oleandlico y de los
extractos fueron preparadas disolviendo 0.005 g en 5 mL de metanol
(concentraciéon final: 1 mg/mL). Seguidamente, se aplico utilizando tubos
capilares de vidrio, en su correspondiente punto de origen, aproximadamente 10
pL solucion de los extractos y 2 pL de la solucion de acido oleandlico, en
alicuotas de no mas de 1 pL cada vez., dejando secar cada area después de cada
aplicacion. Se colocé la placa en la camara cromatografica conteniendo como
fase mavil cloroformo:metanol (9:1). El proceso de la cromatografia termind
cuando el solvente por capilaridad alcanzé 1 cm antes del borde de la placa de
silica gel. Al retirar la placa de la camara cromatografica se marcé rapidamente

la distancia alcanzada con un lapiz.

La deteccion se realizé con el revelador vainillina-4cido sulfarico, que se
basa en la reaccidn de la vainillina con las saponinas triterpénicas oxidadas por
el &cido sulfdrico, generandose compuestos de color rojo purpura’. Para lo
cual, la placa se pulverizd con éacido sulfurico al 5% en etanol, seguida
inmediatamente por vainillina al 1% en etanol. Despues se calent6 a 100 °C

durante 5 minutos y se observo en el rango visible’.

2.4.2.2. Cuantificacidn de saponinas

Para la cuantificacién de saponinas del mojuelo de la Chenopodium
quinoa se empled el ensayo espectrofotométrico UV/VIS desarrollado por
Lozano et al”. Este método consiste en la utilizacion del reactivo de
Liebermann-Burchard (16.7% de anhidrido acético en &cido sulfarico
concentrado). EI método espectrofotométrico UV/VIS es normalmente utilizado

para la cuantificacion de estos metabolitos secundarios en materiales vegetales,
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debido a su facil realizacion, su bajo costo y obtencion de resultados a corto
tiempo. Esta técnica se basa en la oxidacion de las saponinas por el acido
sulfurico, las saponinas oxidadas reaccionan con anhidrido acético, formando

productos coloridos”®.

Se determind la longitud de onda de méxima absorcion (Amax), para lo
cual se realiz6 un barrido con el acido oleandlico (90%). Luego se prepard una
curva de calibracion absorbancia/concentracion, para ello se elabor6 una
solucion madre de 100 mg/L con el &cido oleandlico. Las disoluciones obtenidas
a partir de esta solucion fueron de 1.6, 3.2, 4.8, 6.4, 8.0, 16.0 y 24.0 mg/L a un
volumen total de 2 mL con agua, a estas diluciones se les afiadi6 7 mL del
reactivo Liebermann-Burchard, se agitd durante 20 segundos utilizando un
agitador vortex y se dejo inmdvil durante 30 minutos. Seguidamente, se
determiné la absorbancia de cada disolucion a la Amax, construyendo con los
datos la curva de calibracion y encontrando la ecuacion que la describe. Este

proceso se realizé por triplicado’.

Una vez obtenida la curva de calibracion se procedié a determinar el
contenido de saponinas en el extracto alcoholico del mojuelo de la Chenopodium
quinoa. La cantidad que se tomd del extracto fue de 10 mg disueltos en 2 mL de
agua. A continuacioén, se procedié de forma similar como el procedimiento

descrito para las soluciones estandar.

2.4.3.Evaluacion de la actividad molusquicida de los extractos de mojuelo de
Chenopodium quinoa

2.4.3.1. Elaboracion del biomolusquicida

Una vez comprobada la presencia de saponinas en el extracto etanolico
del mojuelo de la Chenopodium quinoa roja y blanca, se procedi6 a darle una
formulacion para su aplicacion por medio de un pulverizador. La formulacion
estuvo dada por la mezcla del extracto, agua y sulfato de amonio (fertilizante
inorganico que permite agregar nitrégeno a suelos deficientes)™ en diferentes

proporciones, como se muestra en la Tabla 1.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

Tabla 1 Formulaciones del biopesticida

o Formulaciones Control

Composicion | [ i v  Negativo
Extracto 05% 1.0% 20% 5.0% 0.0%
Sulfato de amonio 2.0% 2.0% 2.0% 2.0% 2.0%
Agua 975% 97.0% 96.0% 93.0% 98.0%

2.4.3.2. Preparacion del ecosistema artificial

Se prepar6 cinco ecosistemas artificiales, con el fin que los caracoles se
encuentren en un ambiente similar a su habitat habitual. Se recolectaron
caracoles adultos de 1 afio de edad aproximadamente, del mismo tamafio y de
color marrén. En bandejas de plastico (30 cm de largo, 12 cm de ancho y 10 cm
de alto) se coloco tierra procedente de su habitat natural hasta una altura de 5 cm
aproximadamente, esta tierra fue humedecida con 10 mL de agua destilada
utilizando un esparcidor; ademas, se afiadié hojas de limoén (3 a 4 hojas) las
cuales son el alimento natural de estos caracoles. Finalmente, se instald una
malla en la parte superior de la bandeja, para evitar que los caracoles salgan del

ecosistema artificial. Los ecosistemas artificiales se muestran en la Fig. 12. Se

trabajo en condiciones de humedad ambiental y sombra.

Fig. 10 Ecosistemas artificiales para los caracoles.

2.4.3.3. Evaluacion del efecto molusquicida

Para evaluar el efecto molusquicida del extracto etandlico del mojuelo de
la Chenopodium quinoa roja y blanca, se determiné la dosis letal 50% (DLso).
La DLso es la dosis del biopesticida que produce la muerte del 50% de los

caracoles.

Para encontrar la DLsp, se coloc6 5 caracoles en cada ecosistema
artificial, se dejé que estos animales se adecuen a este medio durante 3 dias.
Luego de transcurrido este tiempo, por medio de un esparcidor se disperso
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aproximadamente 2 mL cada una de las formulaciones y el control negativo
sobre los caracoles; este proceso se realiz6 una vez por dia durante siete dias. Se
evalud el tiempo de muerte y cuantos caracoles murieron durante este periodo.
Los caracoles se consideraban muertos si permanecian inactivos cuando se les
pinchaba con un objeto punzante o si permanecian retraidos en el caparazon o si
el color del caparazon y el pie cambiaba a un blanco brumoso. Este estudio se

realizo por triplicado.

2.4.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron llevados a una matriz y analizados mediante el
software Microsoft Excel 2016, el mismo que también se utilizé para realizar una
estadistica descriptiva determinando el promedio aritmético y desviacion estandar
de estos datos.

Por otra parte, se realiz6 una estadistica diferencial, que permiti6 la
comparacion de los grupos experimentales, mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con la prueba de multiples rangos de menor diferencia significativa
(LSD) al 95% de nivel de confianza, para el mismo que se utiliz el software

Statgraphics Centurion XVI.1.

La determinacion de la dosis del biopesticida que produce el 50% de caracoles
muertos (DL50), se realiz6 mediante el método de Miller y Tainter descrito por
Randhawa™, el cual consistié en transformar el porcentaje de animales que
murieron a cada dosis en probitos, los valores de probitos se representaron en
funcion de las dosis logaritmicas y luego se determind la dosis correspondiente al
probito 5, es decir, 50%. Ademas, los valores se presentan considerando el error
estandar (SE) de la DLso el cual se determind mediante la ecuacion planteada por
Randhawa, donde N es el nimero de animales en cada grupo y los probitos de 84 y

16 son 5.99 y 4.01; respectivamente”.

E _ (LOgDL84 - LOgDLlG) .,
= V2N Ecuacion (2)
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencidn de los extractos del mojuelo de la Chenopodium quinoa

La obtencidn de los extractos del mojuelo de la Chenopodium quinoa roja y blanca
se realizo por el método de percolacién. La Fig. 11a muestra la obtencion de los
extractos después de la percolacion con etanol al 70%. Asimismo, se ha reportado en
la literatura cientifica diversos estudios que utilizan a la percolacion con soluciones
hidroalcdlicas, para la extraccion de saponinas de diversas especies vegetales,
sefialando que este método es adecuado para la extraccion de este tipo de metabolitos

secundarios, debido a su polaridad™®’.

La coloracion de los extractos obtenidos fue amarillenta, tanto para el caso de la
Chenopodium quinoa roja y blanca (Fig. 11a), similar al extracto que obtuvieron en el
trabajo realizado por Apaza et al.™® Por otro lado, se eliminé el solvente obteniéndose
un extracto blando (Fig. 11b), el cual mostro una apariencia blanda y consistente, con
un color amarillo-verdoso. El extracto obtenido por Coello” report6 caracteristicas
similares al extracto presentado en esta investigacion, en el cual se identifico la

presencia de saponinas’®.

R
P9y 5

Fig. 11 Extracto obtenido del mojuelo de la Chenopodium quinoa. a) Después de la
percolacion, b) Después de la eliminacion del solvente.
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Ademas, se determind el porcentaje de rendimiento (%RE) de la extraccién de los
extractos del mojuelo de la Chenopodium quinoa blanca y roja. El %RE estéa referido
como porcentaje peso/peso (% p/p), que equivale a gramos de extracto obtenido por
cada 100 gramos de la especie vegetal utilizada. La Tabla 2 presenta los resultados
conseguidos con respecto al %RE, los cuales refieren un rendimiento promedio para
la Chenopodium quinoa roja de 7.31+0.63% y para la Chenopodium quinoa blanca de
6.83+0.47%.

Tabla 2 Rendimiento de extraccion del mojuelo la Chenopodium quinoa blanca y roja

%RE Chenopodium quinoa Roja %RE Chenopodium quinoa Blanca
Mg - Masa del -
N° d(-E, Mojuelo | extracto |Rendimiento| ~N° d('e, Mojuelo | eytracto Rendimiento
extraccion () blleg)do (Yop/p) | extraccion () blando (g) (Yop/p)

1 200.00 13.56 6.78 1 200.00 12.94 6.47

2 200.00 15.11 7.56 2 200.00 14.76 7.38

3 200.00 14.48 7.24 3 200.00 12,51 6.26
4 200.00 13.89 8.24 4 200.00 14.38 7.19

5 200.00 13.43 6.72 5 200.00 13.67 6.84
Promedio (X) 7.31 Promedio (X) 6.83
Desviacion estindar (o) 0.63 Desviacion estandar (o) 0.47

En el trabajo de investigacion reportado por Lozano et al. ™ sefialan que obtuvieron
un rendimiento de extraccion en un rango de 36.0 — 39.4% de los residuos de
escarificado (mojuelo) generados por empresas exportadoras de Chenopodium
quinoa’. La diferencia en el rendimiento de extraccion en comparacion a la presente
investigacion podria estar dado debido al uso de otro método de extraccion, ya que la
investigacion referida utiliz6 la maceracién y como disolvente etanol al 50%;
asimismo, al utilizar una mayor proporcion de agua, se produciria una mayor
solubilidad de compuestos polares, provocando un mayor rendimiento de extraccion.
Por otro lado, en el trabajo realizado por Carrasco®® obtuvieron un rendimiento de
11.6% del extracto alcoholico del mojuelo de la Chenopodium quinoa®, el cual es méas
cercano al obtenido en el presente trabajo, esto se debe probablemente a que usaron
alcohol absoluto para la extraccion, evitando asi la solubilidad de gran parte de los

compuestos polares.
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3.2. Determinacion de saponinas
3.2.1. Deteccidn de saponinas

La deteccion de las saponinas en los extractos hidroalcohdlicos del mojuelo de
la Chenopodium quinoa roja y blanca, se realiz6 mediante el método de
cromatografia de capa fina. La fase movil utilizada fue cloroformo:metanol (9:1) y
el revelador vainillina-acido sulfurico, este Ultimo permite detectar a las saponinas
en el rango de luz visible, ya que las saponinas reaccionan con este revelador
produciendo manchas de color azul, azul violeta y algunas veces rojo o amarillo-
marron’2, La Fig. 12 muestra la placa cromatografica de los extractos del mojuelo
de la Chenopodium quinoa roja y blanca luego de la aplicacion del revelador
vainillina-acido sulfarico, esta figura corresponde a la luz visible. Esta figura
muestra manchas de color marron, azul violeta y amarillo-marrén, las cuales
corresponderian a las saponinas presentes en los extractos de Chenopodium quinoa
y en el acido oleandlico. De acuerdo, al articulo reportado por Le et al™, el principio
bésico de este método es la oxidacion de las saponinas por el &cido sulfurico,
seguido de su reaccion con la vainillina en medio acido formando compuestos

coloreados’®.

|

Fig. 12 Placa cromatografica del extracto hidroalcohélico del mojuelo de la
Chenopodium quinoa roja (QR), del mojuelo de la Chenopodium quinoa blanca
(@B) y del acido oleandlico (ST), después de la aplicacion del revelador y observado
en luz visible.
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La Tabla 3 presenta los valores de Rf de las principales manchas observadas
en la Fig. 12. En el presente estudio se utilizé6 un estandar de saponina (acido
oleandlico) como referencia, la mancha del &cido oleandlico tiene un Rf de 0.33, la
cual también se encuentra en el extracto hidroalcohdlico del mojuelo de
Chenopodium quinoa roja y blanca, por lo que se podria corroborar la presencia de
este compuesto en ambos extractos. En la investigacion realizada por Ng et al., en
la cual utilizaron la cromatografia de capa fina para analizar la presencia de
saponinas en la Chenopodium quinoa, encontrandose al acido oleandlico (Fig. 13a)
como componente de esta especie vegetal®.

Tabla 3 Valores de Rf de las principales manchas visibles en la placa
cromatografica para la deteccién de saponinas

Mancha en placa Rf_del Rf del Rf del extracto

conrovdador | 990 | eXacto deC | e ¢ duioa
12 - 0.22 0.22
28 0.33 0.33 0.33
3 - 0.48 0.48
42 - 0.56 0.56
5 - - 0.62
6° - 0.72 0.72
- - 0.91 -

Asimismo, los extractos hidroalcohélicos del mojuelo de Chenopodium quinoa
roja y blanca presentan otras manchas que corresponderian a otros tipos de
saponinas, cuyos Rfs se muestran en la Tabla 3. En los estudios realizados por
Ahumada et al. 882y Kuljanabhagavad et al. 82 sefialan que la Chenopodium
quinoa presenta diversas saponinas con geninas triterpénicas, entre ellas el acido
oleandlico, la hederagenina, la gipsogenina, el &cido serjanico, el é&cido
espergulagénico y el acido fitolacagénico, en la Fig. 13 se observa la estructura
quimica de estos compuestos®®2. Es asi que, las manchas que representan las demas
saponinas en la placa cromatogréafica, posiblemente podrian ser alguno de estos

compuestos.
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Fig. 13 Saponinas con geninas triterpénicas presentes en la Chenopodium
quinoa, a) acido oleandlico, b) hederagenina, c) gipsogenina, d) acido
espergulagénico, e) acido serjanico y f) acido fitolacagénico®.

3.2.2. Cuantificacion de saponinas

Demostrandose la presencia de saponinas en los extractos del mojuelo de la
Chenopodium quinoa blanca y roja, se procedié a cuantificar el contenido de las
mismas en estos extractos. Como se describe en la parte metodolégica, la
cuantificacion de las saponinas se realiz6 mediante un ensayo espectrofotométrico
UV/VIS. El acido oleanolico reacciono con el reactivo Liebermann-Burchard,
formando un producto de color naranja-marron, al cual se le hizo un barrido
espectral dentro del rango UV/VIS, permitiendo elucidar que la longitud de onda
de maxima absorcion (Amax) fue a 530 nm, como se aprecia en la Fig. 14.
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La formacion de este producto coloreado se produce por la oxidacién del acido
oleandlico por el &cido sulfarico, este acido oleandlico oxidado reacciona con el
anhidrido acético produciendo grupos cromoforos; estos reactivos forman parte del
reactivo de Liebermann-Burchard®. Ademas, en el estudio realizado por Lozano et
al. ® utilizaron el mismo método de determinacion de saponinas obteniendo una
Amax de 528 nm”3, un dato aproximado al obtenido en la presente investigacion con
una Amax de 530 nm, la diferencia podria deberse al tipo de espectrofotometro

UV/VIS utilizado, la pureza del &cido oleandlico y reactivos de trabajo, entre otras.

1.4 -
1.2 -
1.0
0.8 -

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0.0 T T T 1
300 400 500 600 700

Long. de onda (nm)
Fig. 14 Espectro de absorcion UV/VIS del estdndar de saponina (acido oleandlico).

Una vez obtenida la Amax, Se procedio a la elaboracion de la recta de calibracion
absorbancia/concentracion, la cual se muestra en la Fig. 15. La ecuacion de esta
curva fue de y = 0.0477x — 0.0765, donde “y” representa a la absorbancia (variable
dependiente), “x” representa a la concentracion (variable independiente), 0.0477 es
la pendiente de la linea y -0.0765 es el intercepto en “y”. Asimismo, se determind
el coeficiente de determinacion (R?) de los datos, obteniéndose un valor de 0.9968.
El R? es una medida estadistica de cuan cerca estan los datos de la linea de regresion
ajustada®. Muchos investigadores consideran un valor de R? mayor a 0.99 como
una aproximacion de linealidad (alta correlacion)®, es por ello que se podria afirmar
que los datos obtenidos para la cuantificacion de las saponinas presentan una
adecuada correlacion.
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Fig. 15 Recta de calibracion para la cuantificacion de saponinas por
espectrofotometria UV/VIS.

Con la recta de calibracion preparada, se procedio a cuantificar la cantidad de
saponinas presentes en los extractos hidroalcoholicos del mojuelo de la
Chenopodium quinoa roja y blanca (Tabla 4). El contenido de saponinas en los
extractos del mojuelo de la Chenopodium quinoa roja fue de 4.64+0.14 mg/L de

extracto y de la Chenopodium quinoa blanca fue de 4.51+0. 06 mg/L.

Tabla 4 Contenido de saponinas en los extractos hidroalcohélicos del mojuelo de la
Chenopodium quinoa roja y blanca

Chenopodium quinoa Roja Chenopodium quinoa Blanca
Concentracion de Concentracion de
Absorbancia | saponinas en la muestra | Absorbancia saponinas en la muestra
mg/L mg/100mg mg/L mg/100mg
1 0.1485 4.72 0.09 0.1412 4.56 0.09
2 0.1371 4.48 0.09 0.1384 451 0.09
3 0.1493 4.73 0.09 0.1357 4.45 0.09
X 0.1450 4.64 0.09 0.1384 451 0.09
G 0.0068 0.14 0.003 0.0028 0.06 0.001

En el trabajo de investigacion de Lozano et al. sefialan que el extracto
hidroalcohdlico del mojuelo de la Chenopodium quinoa tuvo un contenido de
saponinas entre 47,3-56,0 mg/100mg de extracto’”. Asimismo, Miranda et al.

determinaron el contenido de saponinas en los extractos de cascara de seis ecotipos
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de Chenopodium quinoa, obteniendo entre 10.0-40.0 mg/100 mg de extracto®. De
acuerdo a esto, la cantidad de saponinas de los extractos obtenidos en la presente
investigacion se encuentran lejanos a los datos de estos trabajos. Sin embargo, la
diferencia entre el contenido de saponinas se podria deber principalmente al tipo de
clima, ya que segun Garcia et al. cuando las condiciones ambientales no son
favorables (falta de agua, temperaturas extremas, radiacion solar inestable), las
especies vegetales en respuesta a estos problemas favorecen la sintesis de
metabolitos secundario como por ejemplo las saponinas®®, lo que podria explicar la
variabilidad que existen entre un ecotipo y otro.

3.3. Evaluacion de la actividad molusquicida de los extractos de mojuelo de

Chenopodium quinoa.

3.3.1. Actividad biomolusquicida

Se realizd biomolusquicidas que contenian 0.5; 1.0; 2.0 y 5.0 % de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja o blanca; los mismos que contienen 4.64
mg/L y 4.51 mg/L de saponinas, respectivamente (ver Tabla 4). Por lo que las
concentraciones de saponina en cada preparado son: 0.023; 0.046; 0.093 y 0.232
mg/L, con el extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa roja, y 0.023; 0.045;
0.090 y 0.225 mg/L de saponina en el preparado con el extracto de mojuelo de
Chenopodium quinoa blanca. Como se observa las cantidades de saponina que

contienen los preparados son similares.

Tabla 5 Promedio de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja.

Diade ool 0500  1.00%  200%  5.00%
evaluacion
1 0 0,00 0,00 0,33 2,00
2 0 0,67 0,67 1,00 3,67
3 0 1,00 1,00 1,67 4,67
4 0 1,33 1,67 2,67 5,00
5 0 2,00 2,00 3,00 5,00
6 0 2,00 2,33 3,67 5,00
7 0 2,33 2,67 4,33 5,00
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Tabla 6 Porcentaje de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja

evglﬁacé?én Control  0.50%  1.00%  2.00%  5.00%
1 0.00 0.00 0.00 6.67 40.00
2 0.00 13.33 13.33 20.00 73.33
3 0.00 20.00 20.00 33.33 93.33
4 0.00 26.67 33.33 5333  100.00
5 0.00 40.00 40.00 60.00  100.00
6 0.00 40.00 46.67 7333 100.00
7 0.00 46.67 53.33 86.67  100.00

Las Tablas 5 y 7, indican el promedio de mortalidad del biomolusquicida a
base de mojuelo de Chenopodium quinoa blanca y roja, durante el periodo de
evaluacion de 7 dias; en base a estos datos se calcul6 el porcentaje de mortalidad
que produce los biomolusquicidas.

Tabla 7 Promedio de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de mojuelo
de Chenopodium quinoa blanca.

Diade ool 050%  1.00% 200%  5.00%
evaluacion
1 0 0,00 0,00 0,33 1,33
2 0 0,33 0,67 1,00 2,67
3 0 1,00 1,00 2,00 3,67
4 0 1,33 2,00 2,67 4,00
5 0 2,00 233 3,33 4,33
6 0 2,00 2.33 3,67 4,67
7 0 2,33 2,67 4,33 5,00

Tabla 8 Porcentaje de mortalidad del biomolusquicida a base de extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa blanca

evglil?a((j:?én Control 0.50% 1.00% 2.00% 5.00%
1 0.00 0.00 0.00 6.67 26.67
2 0.00 6.67 13.33 20.00 53.33
3 0.00 20.00 20.00 40.00 73.33
4 0.00 26.67 40.00 53.33 80.00
5 0.00 40.00 46.67 66.67 86.67
6 0.00 40.00 46.67 73.33 93.33
7 0.00 46.67 53.33 86.67 100.00

Las Tablas 6 y 8, muestran el porcentaje de mortalidad que produce los

biomolusquicidas a base de extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa roja y
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blanca, respectivamente, durante una semana. NOtese que en ambos casos la
actividad molusquicida es minima o nula durante las primeras 24 horas hasta con
2% de extracto; sin embargo, estudios realizados por San Martin et al. y Joshi et al.
en los que reportan que concentraciones bajas de saponinas producen la muerte de
casi el 100% de otras especies de caracoles dentro de las 24 y 48 horas
(respectivamente) 8788, La diferencia puede deberse, por un lado, a la diferencia de
especie de caracol, pero principalmente por las condiciones experimentales,
mientras en esos estudios son realizados en medio acuoso, el presente estudio
pretende evaluar la actividad molusquicida en un medio semejante en el que habitan

los caracoles utilizados.

En el segundo y tercer dia se observa para ambos extractos un aumento leve de
la mortalidad, siendo mayor para el extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa
roja al 5% de concentracion. En el cuarto, quinto y sexto dia se not6 ascenso de la
mortalidad en ambos extractos, pero al 5% de extracto de mojuelo de Chenopodium
quinoa roja se produce la muerte del 100% de caracoles. Al séptimo dia, la
mortalidad sigue en aumento con el uso de ambos extractos, en donde se aprecia
que 5% de concentracién es mortal para los caracoles con ambos extractos de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca, con un nivel de confianza de 95%
para este Ultimo, estos grupos de datos son similares (anexo 1.1). Por lo que,
observando la mortalidad que producen las otras concentraciones de extracto, se
puede deducir que ambas variedades de Chenopodium quinoa producen una

actividad molusquicida, similar entre si, frente a Helix pomatia.

Ademas, las Figuras 16 y 17 muestran graficamente los datos de mortalidad
que produce el biomolusquicida, en los que se puede observar que, a mayor
concentracion de extracto y mayor tiempo de exposicion, se produce un mayor nivel
de toxicidad en los caracoles, este fendmeno sucede con extractos de ambas
variedades de Chenopodium quinoa, conclusion a la que también llegaron Joshi et
al., quienes evaluaron la eficacia molusquicida de saponinas de Chenopodium
quinoa®®. Asi mismo, luego de realizar un analisis de varianza, entre las cuatro
concentraciones de extracto en cada dia evaluado (anexo 1.2), se determind que
existe diferencia significativa entre ellos (p < 0.05) y mediante la prueba LSD, se

determind gque con 5% de extractos de mojuelo de Chenopodium quinoa, se produce
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una mortalidad, significativamente mayor, de caracoles durante todos los dias
evaluados (con excepcion del séptimo dia con extracto de mojuelo de Chenopodium
quinoa blanca, en el que estadisticamente es similar al efecto molusquicida
producido con el 2% de extracto).

. s s
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dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia 6 dia7
m0.50% m1.00% m2.00% m5.00%

Fig. 16 Mortalidad del biomolusquicida con diferentes concentraciones de extracto
de mojuelo de Chenopodium quinoa roja (0.5; 1.0; 2.0 y 5.0) %. Tratamiento
durante 7 dias. *, #, &, $y % representan una diferencia significativa en cada dia.
(p<0.05).
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Fig. 17 Mortalidad del biomolusquicida con diferentes concentraciones de extracto
de mojuelo de Chenopodium quinoa blanca (0.5; 1.0; 2.0 y 5.0) %. Tratamiento
durante 7 dias. *, #, &, $y % representan una diferencia significativa en cada dia.
(p<0.05).
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3.3.2. Determinacion de la dosis letal 50 (DLso)

La tabla 9 muestra los valores de DLso para ambos extractos de mojuelo de
Chenopodium quinoa. Estos valores fueron determinados haciendo uso de una
conversion a “probitos”, descrito en la parte metodologica; ademas, los limites
inferior y superior fueron hallados con un nivel de confianza de 95%, segun la
ecuacion 2 (ver metodologia) Notese que no se tiene valores de DLso para el primer
dia de evaluacién, esto es debido a que en muchos casos se obtuvo una mortalidad

nula y no es posible tener un probito para un valor de cero.

Ademas, la figura 18 muestra estos mismos valores de forma grafica; en el que
se observa que la DLso es inversamente proporcional al tiempo de exposicion, es
decir, que a mayor tiempo de contacto de los caracoles se requiere menor cantidad
de biomolusquicida para producir la muerte del 50% de la poblacién en estudio, por

ende, mayor es la toxicidad observable (mortalidad).

Tabla 9 Concentracion de extracto de mojuelo de Chenopodium quinoa que produce
la muerte del 50% de Helix pomatia Linnaeus

Cascara de Chenopodium quinoa Cascara de Chenopodium quinoa
i roja blanca
Dla ’ - ’ - ’ - ’ -
LD50 SE* _le!te L|m|_te LD50 SE* _lel_te L|m|_te
inferior  superior inferior superior
2 3.38 + 037 3.02 3.75 525 + 041 484 5.66
3 1.74 = 0.27 1.47 2.01 245 + 041 204 2.85
4 189 + 054 1.35 242 147 + 043 1.03 1.90
5 126 + 0.75 051 2.01 091 + 045 047 1.36
6 0.86 + 043 043 1.29 085 =+ 034 0.51 1.20
7 0.65 +* 032 0.33 0.97 0.65 + 0.32 0.33 0.97

*Error estandar al 95% de nivel de confianza

Evaluando los datos mostrados de DL50, en el segundo y tercer dia de estudio
existe una diferencia significativa entre las dos variedades de mojuelo de
Chenopodium quinoa, debido a que esos valores se encuentran fuera de los limites
mostrados; sin embargo, se podria aseverar que, a partir del cuarto dia, ambas
variedades de Chenopodium quinoa producen la misma toxicidad sobre los

caracoles utilizados en el presente estudio, es decir, no hay diferencia significa de
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la actividad molusquicida entre los dos mojuelos de Chenopodium quinoa
estudiados en los dias 4,5,6 y 7.

6.00 T

5.00 I

Quinua blanca H Quinua roja
4.00 A

i
-l I Ll

tiempo de exposicion (dias)
Fig. 18 Dosis letal-50 del biomolusquicida para cada dia evaluado.

Concentracion de saponinas (%)

Por otro lado, estudios en las que evaluaron la actividad molusquicida de
saponinas en diferentes especies de caracoles, sefialan valores de DL50 expresados
incluso en ppm (mg*L?); tales son el caso de: Yang et al., quienes reportaron DLso
entre 5.5 y 12.4 ppm en 72 horas®®; y Castillo-Ruiz et al., quienes reportaron una
DLso de 12.1ppm en 48 horas®. Ambos estudios realizados en ambientes acuaticos
y esa podria ser la causa de diferencia con los valores del presente estudio, ya que
el ecosistema artificial planteado (especificamente la tierra) podria estar
interfiriendo en la actividad molusquicida.

Finalmente, a pesar de la diferencia de los valores de DLsg del presente estudio
y los mencionados, es importante considerar la aproximacion a una situacion real;
por lo que los resultados del presente estudio brindan una mayor aproximacion a la
realidad y que muestra una excelente opcion para ser usado como molusquicida.
Ademas, el biomolusquicida desarrollado presenta una cualidad Unica al haber sido
preparado aprovechando los recursos de “desecho” como es el caso del mojuelo de
Chenopodium quinoa, el mismo que como se observd presenta considerable
cantidad de saponinas incluso, se sabe que molusquicidas a base de saponinas de
Chenopodium quinoa no son toxicas para otras especias probadas en condiciones

de experimentales tal como lo sefiala Lin et al.! y Castillo- Ruiz et al.®°
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CONCLUSIONES

Primero. Se obtuvo extractos de mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca,
mediante el método de percolacién con etanol al 70%. Ademas, se determino
un porcentaje de rendimiento de 7.31% * 0.63 para la Chenopodium quinoa

roja, y 6.83% + 0.47 para la Chenopodium quinoa blanca.

Segundo. Se evidencio la presencia de saponinas en los extractos, mediante
cromatografia de capa fina; ademas, mediante espectrofotometria UV-Vis, se
determind que los extractos de mojuelo de Chenopodium quinoa roja y blanca
contienen 0.09 mg/100mg de saponinas.

Tercero. Se determin0 valores de DLso entre 3.38% - 0.65% para el extracto de
mojuelo de Chenopodium quinoa roja y valores entre 5.25% - 0.65% para la
Chenopodium quinoa blanca. Asi mismo, la actividad molusquicida es

dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicién con los caracoles.
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SUGERENCIAS

1. Evaluar la actividad de molusquicida utilizando una variedad de especies de

caracoles, y determinar si es efectiva.

2. Realizar estudios con mayor profundidad e identificar los metabolitos activos de

los extractos.

3. Realizar estudios de la actividad molusquicida a partir de diferentes variedades de

Chenopodium quinoa.

4. Agricultores deben apostar por el uso de pesticidas bioldgicos que sean amigables
con el cultivo y con el medio ambiente.

5. Se recomienda investigar la actividad molusquicida en concentraciones superiores
a 5% para que la efectividad de mortalidad sea iniciada desde el dia 1 de su

aplicacion.
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Anexo 1

1.1 Comparacion de datos de la actividad molusquicida con 5% de extracto

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos  |57.3333 13 14.41026 26.46 0.0000
Intra grupos 4.66667 28 10.166667
Total (Corr.)  162.0 41
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
blanca_1 |3 1.33333 |X
roja_1 3 2.0 XX
blanca 2 |3 2.66667 X
blanca_3 |3 3.66667 X
roja_2 3 3.66667 X
blanca 4 |3 4.0 XX
blanca 5 |3 4.33333 XXX
roja_3 3 4.66667 XX
blanca 6 |3 4.66667 XX
roja_7 3 5.0 X
roja_6 3 5.0 X
roja_b 3 5.0 X
blanca 7 |3 5.0 X
roja_4 3 5.0 X

1.2 Comparacion de datos de la actividad molusquicida, segun los dias evaluados

1.2.1 Mojuelo de quinua roja

1.2.1.1Dial
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Entre grupos 8.25 3 2.75 33.00 0.0001
Intra grupos 0.666667 8 0.0833333
Total (Corr.) 8.91667 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
dl 05 |3 0 X
dl 1.0 |3 0 X
dl 2.0 |3 0.333333 |X
dl 50 |3 2.0 X
1.2.1.2 Dia 2
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  {19.0 3 6.33333 25.33 0.0002
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) [21.0 11
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Casos |Media Grupos Homogéneos
d2 05 |3 0.666667 |X
d2.10 |3 0.666667 [X
d2 20 |3 1.0 X
d2 50 |3 3.66667 X
1.2.1.3 Dia3
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |27.5833 3 9.19444 55.17 0.0000
Intra grupos 1.33333 8 0.166667
Total (Corr.) |28.9167 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos [Media Grupos Homogéneos
d3 05 |3 1.0 X
d3 1.0 |3 1.0 X
d3 2.0 |3 1.66667 |X
d3 5.0 |3 4.66667 X
1.2.14Dia4
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 24.6667 3 8.22222 32.89 0.0001
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) [26.6667 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
d4 05 |3 1.33333 |X
d4_ 1.0 |3 1.66667 |X
d4 20 |3 2.66667 X
d4 50 |3 5.0 X
1.2.1.5Dia5
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [18.0 3 6.0 24.00 0.0002
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) |20.0 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media |Grupos Homogéneos
d5 05 |3 2.0 X
d5 1.0 |3 2.0 X
d5 20 |3 3.0 X
d5 50 |3 5.0 X
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1.2.1.6 Dia6
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razdén-F Valor-P
Entre grupos  |16.9167 3 5.63889 33.83 0.0001
Intra grupos 1.33333 8 0.166667
Total (Corr.) [18.25 11
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Casos |[Media Grupos Homogéneos
d6_ 05 |3 2.0 X
d6_ 1.0 |3 2.33333 |X
d6 2.0 |3 3.66667 X
d6 50 |3 5.0 X
1.2.1.7Dia7
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos  |14.9167 3 4.97222 19.89 0.0005
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) |16.9167 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
d7_ 05 |3 233333 |X
d7_ 1.0 |3 2.66667 |X
d7_ 20 |3 4.33333 X
d7_ 50 |3 5.0 X
1.2.2 Mojuelo de quinua blanca
1.2.2.1Dia1l
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |3.58333 3 1.19444 leelsl 0.0118
Intra grupos 1.33333 8 0.166667
Total (Corr.) [4.91667 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
dl 05 |3 0 X
dl 10 |3 0 X
dl 2.0 |3 0.333333 |X
dl 5.0 |3 1.33333 X
1.2.2.2Dia2
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  [9.66667 3 3.22222 12.89 0.0020
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) |11.6667 11
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Casos |Media Grupos Homogéneos
d2 05 |3 0.333333 |X
d2.10 |3 0.666667 [X
d2 20 |3 1.0 X
d2 50 |3 2.66667 X
1.2.2.3Dia3
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  {14.25 3 4.75 57.00 0.0000
Intra grupos 0.666667 8 0.0833333
Total (Corr.) |14.9167 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos [Media Grupos Homogéneos
d3 05 |3 1.0 X
d3 1.0 |3 1.0 X
d3 2.0 |3 2.0 X
d3 5.0 |3 3.66667 X
1.2.2.4Dia 4
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos 11.6667 3 3.88889 23.33 0.0003
Intra grupos 1.33333 8 0.166667
Total (Corr.) [13.0 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
d4 05 |3 1.33333 |X
d4_ 1.0 |3 2.0 XX
d4 20 |3 2.66667 X
d4 50 |3 4.0 X
1.2.2.5Dia5
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 10.0 3 3.33333 13.33 0.0018
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) 12.0 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos [Media Grupos Homogéneos
d5 05 |3 2.0 X
d5 1.0 |3 2.33333 X
d5 2.0 |3 3.33333 X
d5 50 |3 4.33333 X
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1.2.2.6 Dia 6
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |13.6667 3 4.55556 18.22 0.0006
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) [15.6667 11
Método: 95.0 porcentaje LSD
Casos |Media Grupos Homogéneos
d6 05 |3 2.0 X
d6_ 1.0 |3 2.33333 |X
d6 20 |3 3.66667 X
d6 50 |3 4.66667 X
1.2.2.7Dia7
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |14.9167 3 4.97222 19.89 0.0005
Intra grupos 2.0 8 0.25
Total (Corr.) |16.9167 11

Método: 95.0 porcentaje LSD

Casos |Media Grupos Homogéneos
d7_ 05 |3 233333 |X
d7_10 |3 2.66667 |X
d7_ 20 |3 4.33333 X
d7_ 5.0 |3 5.0 X
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Figura 3: Quinua blanca después de ser tamizada
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Figura 6: Percoladores artesanales para la obtencion de extractos hidroalcoholicos

de quinua roja y blanca.
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Figura 9: Extractos de quinua blanca, roja y estandar se saponina para su

cromatografia.
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Figura 10: Cromatografia, sembrado de extractos de mojuelo de quinua roja y

blanca y estandar de saponinas en la placa de silica gel.

Figura 11: Revelado de la placa cromatografica con el revelador vainillina-acido

sulfurico.

Jl! Fre s0m ‘t

Figura 12: Espectrofotometria, preparacion de las soluciones madres de quinua

blanca y roja.
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Figura 14: Espectrofotometro UV/VIS Shimadzu UV 1700 para la cuantificacion de

saponinas.

Figura 15: Obtencion de caracoles del Fundo la Catélica-Majes.
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Figura 16: Elaboracion de ecosistemas artificiales: 1 Control y 4 tratamientos.

Figura 17: Adicion de tierra a los ecosistemas artificiales.

Figura 18: Colocacion de ramas de limon en cada tratamiento.
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Figura 20: Aspersion del biomolusquicida formulado en cada ecosistema.

Figura 21: Adicion de mayas en los ecosistemas para cada tratamiento.
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