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RESUMEN

El Lupinus mutabilis Sweet es una leguminosa con gran potencial nutricional, productivo,
farmacolégico, sin embargo, las bondades benéficas nutricionales que ofrece el chocho se
limitan en su uso directo para humanos y animales por sustancias como los alcaloides,
otorgando a la semilla el sabor amargo y caracter toxico. El proceso de desamargado tradicional,
se desarrolla cominmente en acequias o rios que posiblemente provoquen alteracién hidrica,
contaminacion ambiental y desaprovechamiento de estos efluentes residuales, ricos en
alcaloides. Objetivo evaluar la eficiencia de precipitacion de los alcaloides del L. mutabilis
Sweet en el agua de desamargado, mediante el método de Mayer. A continuacion, se utilizo un
disefio experimental multifactorial con tres factores y tres niveles. Los resultados de la
deteccion cualitativa de alcaloides (reactivo de Mayer) fijaron la presencia abundante (+++) en
las 27 unidades experimentales. Luego, la cuantificacion de quinolizidinas, establecié un
precipitado maximo de 87,60% en dos tratamientos (T1-120rpm-XXX, T2-120rpm-XXX) y
una minima de 80,16% para T1-90-XV, resaltando la influencia del agitador a 120 rpm durante
un periodo de 30 minutos. Estos resultados contrastados con las significancias estadisticas
(nivel de confianza 95%) para los factores A, B y C, permitieron determinar una elevada
eficiencia al precipitar alcaloides en un rango mayor al 70%. Ademas, se establecieron las
condiciones adecuadas para una mayor eficiencia de precipitacion, que consisten en la
aplicacion de 0,7 mL, 30 minutos y 120 revoluciones por minuto (RPM), para los factores de
concentracion de reactivo de mayer, tiempo de agitacion y velocidad de agitacion,
respectivamente. Finalmente, existié una influencia directa de los factores tiempo y velocidad
de agitacion sobre la precipitacién de alcaloides.

Palabras clave: Lupinus mutabilis Sweet, alcaloides, desamargado, eficiencia, método de
Mayer, concentracién de reactivo de Mayer, tiempo de agitacion, velocidad de agitacion.
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ABSTRACT

Lupinus mutabilis Sweet is a legume with great nutritional, productive and pharmacological
potential; however, the beneficial nutritional benefits that lupin seeds offers are limited in its
direct use for humans and animals by substances such as alkaloids, which give the seed a bitter
taste and toxic character. The traditional debittering process is commonly carried out in
irrigation ditches or rivers, contributing to water degradation, environmental pollution and
waste of these residual effluents, rich in alkaloids. Therefore, the precipitation efficiency of
alkaloids from Lupinus mutabilis Sweet in the dewatering water was evaluated using Mayer's
method. Then, a multifactorial experimental design with three factors and three levels was
executed. Then, the quantification of quinolizidines established a maximum precipitate of
87.60% in two treatments (T1-120rpm-XXX, T2-120rp-XXX) and a minimum of 80.16% for
T1-90-XV, highlighting the influence of the shaker at 120 rpm during a period of 30 minutes.
These results, contrasted with the statistical significance (95% confidence level) for treatments
A, B and C, made it possible to determine a high efficiency in removing alkaloids in a range
greater than 70%. In addition, the appropriate conditions for a higher precipitation efficiency
were established, consisting of the application of 0.7 mL, 30 minutes and 120 revolutions per
minute (rpm), for the factors of mayer's reagent concentration, agitation time and agitation
speed, respectively. Finally, there was a direct influence of the factors time and stirring speed
on alkaloid precipitation.

Keywords: Lupinus mutabilis Sweet, alkaloids, debittering, efficiency, Mayer's method,
mayer's reagent concentration, stirring time, stirring speed. Lupinus mutabilis Sweet is a legume
with great nutritional, productive and pharmacological potential. However, the beneficial
nutritional benefits that lupin seeds offer are limited in their direct use for humans and animals
by substances such as alkaloids, giving the seed a bitter taste and toxic character. The traditional
debittering process is commonly carried out in irrigation ditches or rivers, contributing to water
degradation, environmental pollution, and wastage of these residual effluents, which are rich in
alkaloids. Therefore, the precipitation efficiency of the alkaloids from Lupinus mutabilis Sweet
in the debittering water was evaluated using Mayer's method. A multifactorial experimental
design with three factors and three levels was executed. Then, the quantification of
quinolizidines, established a maximum precipitate of 87.60% in two treatments (T1120lll,
T2120111) and a minimum of 80.16% for T190I1, highlighting the influence of the shaker at 120
rpm during a period of 30 minutes. These results, contrasted with the statistical significance
(95% confidence level) for treatments A, B, and C, made it possible to determine a high
efficiency in removing alkaloids in a range greater than 70%. In addition, suitable conditions
for higher precipitation efficiency were established, consisting of 0.7 mL, 30 minutes, and 120
revolutions per minute (rpm), for the factors Mayer’s reagent concentration, stirring time, and
stirring speed, respectively. Finally, there was a direct influence of the factors time and stirring
speed on alkaloid extraction.

Keywords: Lupinus mutabilis Sweet, alkaloids, debittering, efficiency, Mayer's method,
Mayer’s reagent concentration, stirring time, stirring speed.
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1. INFORMACION GENERAL
1.1. Titulo del Proyecto:
“Evaluacion de la eficiencia de precipitacion de los alcaloides procedentes del Lupinus
mutabilis Sweet por el método de Mayer en la Universidad Técnica de Cotopaxi campus
Salache Periodo 2021 - 2022”
1.2. Lugar de la ejecucion:
Universidad Técnica de Cotopaxi Campus Salache, Barrio Salache, Parroquia Eloy Alfaro,
Canton Latacunga, Provincia de Cotopaxi, Zona 3.
1.3. Institucién y Facultad que Auspicia:
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN).
1.4. Carreraque lo Auspicia:
Carrera de Ingenieria Ambiental.
1.5. Equipo de Investigacion:
Tutor de Titulacién: Ing.Mg. Giovana Paulina Parra Gallardo
Estudiantes de investigacion: Bastidas Tello Maria Ximena
Lectores:
Lector 1: Ing. MSc. Joseline Luisa Ruiz Depablos
Lector 2: Ing. Eliana Boada Cahuerias
Lector 3: Ing. Mg. José Luis Agreda Orfia
1.6.  Area de Conocimiento:
Ambiente-Hidrologia
1.7. Linea de Investigacion:
Andlisis, Conservacion y aprovechamiento de la Biodiversidad local.
1.8. Sub linea de Investigacién de la Carrera
Sostenibilidad Ambiental.
1.9. Lineade Vinculacion
Gestion de recursos naturales, biodiversidad, biotecnologia y genética, para el desarrollo
humano y social.



2. INTRODUCCION

En el Ecuador conocido cominmente como chocho (L. mutabilis Sweet) (Gross et al.,
1989), es una leguminosa con gran potencial nutricional, productivo, farmacoldgico, etc., que
se consume desde la época preincaica, siendo domesticada y cultivada por los pobladores
andinos, presumiendo que ya hace 4000 afios aproximadamente, se aplicaba por primera vez a
esta especie un proceso de maceracion y lavado, con la finalidad de separar los alcaloides de
la semilla para emplearlas como alimento (Hernandez & Leon, 1992; Jacobsen, 2002; Tapia,
2015).

Por otro lado, hay que afiadir que el elevado porcentaje de proteinas (42-51 %) y grasas
(14-24 %), en la semilla, la coloca como la soya andina (Gross et al., 1989; National Research
Council, 1989). También, en contraste con otras leguminosas, el chocho posee una mayor
concentracion de proteinas con riqueza particular en lisina. Ademas, la 6ptima calidad de grasa
que presenta este grano, con acidos grasos esenciales (oleico, linoleico y linolenico), en un
porcentaje del 3 al 14 % de la cantidad de grasa total, indican que su consumo podria conllevar
a una mejoria de la salud y del estado nutricional de los grupos marginados en el Ecuador
(Camarena, 2020; Uauy et al., 2001). Sin embargo, las bondades benéficas nutricionales que
ofrece el chocho se limitan en su uso directo para humanos y animales por sustancias como los
metabolitos secundarios. Estos metabolitos secundarios, son los alcaloides quinolizidinicos,
que conceden a la semilla el sabor amargo y caracter toxico (Caiza, 2011; Schoeneberger et al.,
1982).

Por consiguiente, se deben extraer estos alcaloides que sirven como subproducto desde
el punto de vista quimico, bioquimico y fisiolégico, principalmente con potenciales
aplicaciones farmacoldgicas en afecciones cardiacas y para el medio ambiente (Aviles & Flores,
2017; Gutiérrez, Infantes, & Cruces, 2016). Este proceso de extraccion de quinolizidinas para
el desamargado, se lleva a cabo de forma tradicional en varios dias de tratamiento, abarcando
3 etapas (hidratacion, coccion y lavado), las mismas que se desarrollan en acequias o rios
aportando a la degradacion hidrica, contaminacién ambiental y desaprovechamiento de estos
efluentes residuales (Gross et al., 1989; Tapia, 1997).

Finalmente, para evaluar el contenido de los alcaloides quinolizidinicos en el agua
desamargada del chocho, se recurri¢ al analisis de la eficiencia del precipitado de sales mediante
un disolvente hidrofilo como el reactivo de Mayer. Para ello, se ejecut6 un disefio experimental:

Disefio de Bloques Completamente al Azar Multifactorial de tres factores y tres niveles: Factor



1 (Relacion contenido de alcaloides vs Volumen de reactivo de Mayer, con sus tres niveles: 0,5;
0,7; 1,0 mL); Factor 2 (Velocidad de agitacion con sus tres niveles: 60, 90 y 120 rpm); Factor

3 (Tiempo de contacto con sus tres niveles: 10; 15 y 30 minutos).



3. JUSTIFICACION

Desde hace unas décadas, el Lupinus mutabilis Sweet, de origen andino ha tomado
mucha relevancia en el aspecto alimenticio y productivo en Ecuador. Las proteinas y las grasas
contenidas en la semilla de la leguminosa la vuelven muy cotizada en las industrias por su alto
contenido nutricional. Sin embargo, posee ciertas sustancias anti nutricionales, entre ellas los
alcaloides, que dificultan su ingesta en humanos y animales debido a su sabor amargo y por su
toxicidad (Guerrero, 1987; Villacrés et al., 2009). Estos elementos no nutritivos carecen de un
valor beneficioso para nuestra salud y alimentacion, pero al ser sustancias naturales con
caracteristicas diversas pueden aportar a la evolucion de areas como la farmacoldgica,
agroindustrial y medicinal (Mazza, 2000).

No obstante, se han realizado varias investigaciones para separar los alcaloides del
efluente de desamargado del chocho, por ejemplo, Fernandez (2017), aplicando el método de
Von Baer, determind por volumetria los alcaloides presentes en el chocho y de forma
cuantitativa en muestras de agua residual mediante los reactivos de Mayer, Dragendorff y
Wagner. Estos reactivos se aplicaron, en primera instancia, mediante pruebas rapidas para el
reconocimiento de la presencia de alcaloides. Se detectan por el color del precipitado naranja,
marron y blanco para Dragendorff, Wagner y Mayer respectivamente, determinando con base
a la reduccion de la concentracion de anti nutrientes el tratamiento de desamargado como el
proceso mas directo para eliminar los anti nutrientes y, el proceso de fermentado maximizé la
reduccion de estas sustancias. Existié una disminucién de estos compuestos en el proceso de
desamargado en el orden de nitratos 93,98%, taninos 80,69%, alcaloides 91,96%, actividad
ureasa 89,24%, acido fitico en 55,45% e inhibidores de tripsina en un 71,73%. También, los
autores Huaman & Choccare (2017), realizaron un andlisis de alcaloides en agua residual
tratada mediante resinas de intercambio ionico, a través de dos métodos: “cualitativo, utilizando
reactivos de precipitacion de alcaloides como: Dragendorff, Wagner y Mayer, sin obtener
precipitado alguno en los diferentes casos. El segundo método fue por espectrofotometria FT
IR, compararon los espectros del agua tratada y de una solucion patron de lupanina, los
resultados fueron diferentes espectros. Concluyendo que las resinas cationicas eliminan los
alcaloides del agua residual”.

Asimismo, la actual investigacion evalto la eficiencia de remocion de alcaloides
empleando un método cuantitativo de identificacién y analisis como es el reactivo de Mayer,
posteriormente se cuantifico el precipitado obtenido. De esta manera, se aportd a la disminucion
del uso indiscriminado del agua y su vertimiento directo sin previo tratamiento hacia cuerpos

de agua.



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
4.1. BENEFICIARIOS DIRECTOS
Esta investigacion contribuy6 al conocimiento de los productores de L. mutabilis Sweet,
ubicados en las provincias de la Sierra centro como son: Chimborazo, Cotopaxi, Tungurahua,
Pichincha. Ademas, infiere en el &mbito académico, al emplearse una metodologia practica para
evaluar la eficiencia de la extraccién y/o precipitacion de alcaloides quinolizidinicos y
optimizacidn del recurso hidrico, convirtiéndose en una herramienta de formacion y aprendizaje

para los estudiantes universitarios.

4.2. BENEFICIARIOS INDIRECTOS
Los comerciantes que reciben el producto para su venta y/o utilizacién en procesos
industriales, obtendran con la aplicacion de metodologias y tecnologias innovadoras, niveles

altos en la calidad de la leguminosa satisfaciendo las exigencias de los consumidores finales.



5. PROBLEMATICA
El chocho es un alimento andino importante por su alto potencial nutritivo pero para su
ingesta se requiere de un proceso previo de desamargado para eliminar metabolitos secundarios
(alcaloides quinolizidinicos) que perjudican a la salud humana (Tapia, 2015). Este proceso
liquido que elimina el caracter toxico y sabor amargo del grano seco, proveniente de los
alcaloides, consume alrededor de 63 kg de agua por cada kilogramo de grano creando grandes
pérdidas de sélidos (0,27 kg/materia seca) (Gutiérrez et al., 2016).

Por lo antes expuesto, el problema radica en el uso excesivo de agua durante el proceso
de desamargado para la remocién de estas sustancias anti nutricionales, esto se debe, a la
aplicacién de tres etapas que consisten en hidratacion, coccion y lavado. Como indica
Suquilanda (s. f.) En el manual técnico “Produccion organica de cultivos andinos”, el desarrollo
del proceso de desamargado por parte de los agricultores de forma convencional se realiza
hirviendo alrededor de 45-60 minutos, posteriormente colocando al grano en costales dentro de
las acequias o rios por periodos de una semana. Esto es contrastado por Villacrés et al., (2009)
que manifiestan que para este proceso artesanal se llevan a cabo 3 fases (hidratacion, cocciony
lavado), resaltando que tanto la hidratacion como el lavado se desarrollan en agua corriente de
acequias y/o vertientes con un uso escaso de agua potable. Este proceso transcurre en un periodo

de cinco a siete dias.

También, los autores Jarrin et al., (2003) en una investigacion realizada para el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) indicaron que el agua desamargada de
chocho con base en su caracterizacion fisica — quimica no es apta para el consumo humano y
regadio permanente de cultivos debido a su pH ligeramente acido, elevada dureza, contenido
de bicarbonatos, cloruros, y un valor de 3.17 para la relacion DQO/DBOs, cuya acumulacién
progresiva podria tener efectos toxicos y dafinos sobre la salud humana y el suelo. Asimismo,
el consumo del agua desamargada en seres humanos provoca intoxicacion debido a la toxicidad
de los alcaloides (lupina, esparteina e hidroxolupanina) mostrando sintomas similares a los
efectos antimuscarinicos producidos por la atropina (Camacho & Uribe, 1995). A pesar de no
ser explicitos los efectos farmacologicos de los alcaloides quinolizidinicos en seres humanos,
estos son causantes de afecciones al sistema nervioso y posibles trastornos como nauseas,
malestar, midriasis, paralisis respiratorias, ademas, otros trastornos visuales, ataxia, diaforesis,
estado de debilidad progresiva y coma (Cheeke, 1989; Schoeneberger et al., 1982) .



5.1. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Se determinaron las condiciones de precipitacion mas adecuadas para una recuperacion
superior al 70% de los alcaloides provenientes del proceso de desamargado de L. mutabilis

Sweet?

52. PREGUNTASDIRECTRICES
- ¢Esfactible evaluar la eficiencia de precipitacion de alcaloides presentes en los efluentes
del proceso de desamargado del chocho mediante el método Mayer?
- ¢Cudl es el porcentaje de alcaloides extraidos por el método Mayer?
- ¢Cudl es el impacto ambiental del efluente de desamargado vertido en las fuentes de

agua sin previo tratamiento?



6. OBJETIVOS
6.1.  Objetivo General:
Evaluar la eficiencia de precipitacion de los alcaloides presentes en los efluentes del
proceso de desamargado del Lupinus mutabilis Sweet por el método Mayer.
6.2.  Objetivos Especificos:

- Ejecutar el disefio experimental para la precipitacion de los alcaloides presentes en las
muestras de agua provenientes del proceso del desamargado de Lupinus mutabilis
Sweet mediante el método Mayer.

- Determinar las condiciones de precipitacion mas adecuadas para una recuperacion
superior al 70% de los alcaloides provenientes del proceso de desamargado de Lupinus
mutabilis Sweet.

- Describir las potenciales aplicaciones del agua de desamargado del Lupinus mutabilis

Sweet para la reutilizacidn del efluente.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADQOS
Tabla 1

Actividades y sistema de tareas en relacién a los objetivos planteados.

Medio de

N° Objetivos Actividades Indicador e Resultados
Verificacion
Ejecutar el disefio
expe_nr_nen_tgl para la Aplicacion en Obtencion de
precipitacion de los : . .
i laboratorio del  Registro de Hojas de valores de
alcaloides presentes en las - e . .
muestras de aqua disefio cuantificacion  célculo y alcaloides para las
rovenientes del groceso experimental  de alcaloides  utilizacion 27 unidades
P p propuesto para para los de Software experimentales del
del desamargado de la tratamientos.  Minitab 20 arreglo
Lupinus mutab|I|§ Sweet investigacion. multifactorial 3x3
mediante el método
Mayer.
Determinar las condiciones Valoracion
de precipitacion mas Desarrollo de Registro y Hoias de cuantitativa del
adecuadas para una método de analisis de célé ulo porcentaje removido
recuperacién superior al  precipitaciény cuantificacion aicuio y de alcaloides para
2 . : iy . utilizacion .
70% de los alcaloides  de titulacion en de alcaloides analisis de la
. . de Software NV
provenientes del proceso 27 unidades para los Minitab 20 eficiencia de
de desamargado de experimentales. tratamientos. " precipitacion con el
Lupinus mutabilis Sweet. método Mayer.
Revision Revisionde — Apajisis de
bibliografica de Recopilacion artt?;'fibs alternativas viables
Describir las potenciales  las potenciales  bibliografica cientificos. P2 la reutilizacion
aplicaciones del agua de  aplicaciones de de fuentes de libros. etc ’ de alcaloides, y
3 desamargado del Lupinus alcaloides alto impacto en dér;de se minimizar el
mutabilis Sweet para la provenientes de la analiz6 las impacto ambiental
reutilizacion del efluente. del comunidad . que produce su
desamargado cientifica. dlfere_ntes vertimiento directo a
de chocho. aplicaciones cuerpos de agua.

del efluente.
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8. CONTEXTUALIZACION

MACRO

Lupinus mutabilis Sweet, a nivel mundial, tiene la atencion de investigadores de distinta
indole como boténicos, agrénomos, nutricionistas, agroindustriales y antropdlogos,
organizandose alrededor de 10 congresos. Ademas, el enorme interés por el género lupinus ha
fomentado la creacion de la Asociacion Internacional de Investigadores del Lupinus con mas
de 20 afios de antigliedad (Tapia, 2015).

En afadidura, la importancia de este grano radica en que se puede emplear de diferentes
maneras gastrondmicas, debido a su alto valor nutricional, especialmente el contenido de
proteinas y aceites. Sin embargo, para el consumo directo se presentan ciertas sustancias
antinutricionales, como los alcaloides, que al ingerirlos en una dosis alta, pueden causar
intoxicacion en humanos y animales por su toxicidad; no obstante, estos se pueden aprovechar
en areas como la agricultura empleandose para defensa ante el ataque de insectos, herbivoros y

microorganismos (Ganzera et al., 2010; Resta et al., 2008).

Por consiguiente, los paises industrializados estan invirtiendo grandes cantidades de
recursos econémicos en promover la investigacion de plantas y animales de los paises en
desarrollo, para la obtencion de nuevos principios activos (alcaloides). Asimismo, las aguas
residuales del desamargado de chocho se han aplicado dentro de investigaciones para el control

de plagas, ectoparasitos y parésitos intestinales de los animales (Rodriguez, 2009).

MESO

La produccién del chocho contempla varios sistemas, desde Ecuador hasta Chile y el
noreste de Argentina, convirtiéndose en la Unica leguminosa comestible que se origina en los
Andes. Con un enfogque agronémico, el chocho es muy eficiente para la fijacion del nitrégeno
atmosférico, este se cultiva desde los 2800 hasta 3600 msnm. EI L. mutabilis Sweet posee una
tolerancia a suelos deficientes, bajas temperaturas y sequias, ademas, es de facil adaptacion
(Tapia, 1997).

Por ende, a escala regional como es habitual su procesamiento y consumo, se han
llevado a cabo multiples investigaciones acerca de la extraccidn y/o precipitacion de alcaloides
para retirar el sabor amargo y caracter toxico que estos le confieren al grano. Por citar algunas
tenemos la “Extraccion de alcaloides presentes en las semillas de Lupinus mutabilis y su
actividad antibacteriana” de Martinez & Acosta, (2020) en Colombia; la “Evaluacion de la

extraccion de alcaloides de la semilla de tarwi (Lupinus mutabilis), por microondas, ultrasonido
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y convencional” de Seguil et al., (2019) y “Evaluacion del efecto insecticida de las aguas
residuales de tarwi (Lupinus mutabilis) sobre larvas de Spodoptera eridania (Lep.: Noctuidae)
bajo condiciones de laboratorio” de Gutiérrez et al., (2016) en el vecino pais Perd; “Desarrollo
del proceso comin de desamargado de Lupinus mutabilis (tarwi) en condiciones controladas
fisicas y quimicas” de Espejo, (2017) en Bolivia. Esto demuestra el interés de la region por
descubrir nuevos métodos o tecnologias que permitan el facil consumo de este grano y potenciar

el uso de los alcaloides obtenidos del mismo en &reas como la farmacéutica, agricultura, etc.

MICRO

A escala local, el L. mutabilis Sweet comprende una gran produccién en el Ecuador,
debido a las caracteristicas climéaticas del mismo. Las unidades de produccion agropecuaria
(UPAs) anotadas en el censo del 2000, fueron 9596, con una superficie sembrada de 5974
hectareas y una superficie cosechada de 3921 hectareas. Ademas, el 15 % de procesadores de
Cotopaxi venden el producto a intermediarios de la misma provincia y Pichincha en baldes de
4, 12 y 20 litros. En la provincia de Chimborazo el 90% venden el grano a intermediarios que
comercializan en toda la provincia y en algunas ciudades de la costa. En Tungurahua, los
procesadores venden el 50% a intermediarios y la otra mitad directo al consumidor en mercados
de la ciudad. En Imbabura el 90% de los procesadores se ubican en el canton Otavalo (Caicedo
& Peralta, 2000).

Por lo ya mencionado anteriormente, referente al desarrollo y comercializacion de este
producto en nuestro pais, las universidades y otros entes investigativos gubernamentales como
el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) han desarrollado una gran
cantidad de investigaciones que abarcan desde su caracterizacion fisico-quimica, identificacion
y extraccion de alcaloides hasta su aplicacion y comercializacion. Como ejemplos de estas
investigaciones tenemos las siguientes: “Caracterizacion fisiologica y fisica del recubrimiento
organo-mineral de la semilla de chocho (lupinus mutabilis sweet) utilizando tres tipos de
polimeros” de Quishpe, (2020), “Evaluacion del Método de extraccion de Alcaloides de las
hojas del Chocho (lupinus mutabilis sweet) y su implementacién para la elaboracion de un gel
antibacteriano de uso Aséptico” de Huertas & Sandoval, (2018), “Estado del arte de la
caracterizacion de efluentes residuales del proceso de desamargado del Lupinus mutabilis
Sweet y su propuesta metodologica” de Llamba & Lopez, (2020), “Estudio bibliografico de tres
tipos de desamargado (tradicional, fermentacion y germinacion) en diferentes indices de
madurez de Chocho (lupinus mutabilis sweet) en dos variedades (andino iniap 450 y

guaranguito iniap 451) para determinar su eficacia” de Quitio & Solérzano, (2020) en Cotopaxi;
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“Determinacion del contenido de antinutrientes en tres variedades de chocho (Andino INIAP
450, Guaranguito INIAP 451 y Criollo)” de Fernandez, (2017), “Obtencion de hidrolizado
enzimatico de proteina de chocho (Lupinus mutabilis) a partir de harina integral” de Acufia &
Caiza, (2010) en Pichincha; “Caracterizacion bromatologica y fitoquimica de los granos y hojas
del chocho (Lupinus mutabilis Sweet), Quinua (Chenopodium quinoa Willd), Amaranto
(Amaranthus caudatus L.) y Sangorache (Amaranthus hybridus L.)” de Guapi, (2014),
“Utilizacion de la Harina de Chocho en Preparaciones Gastrondémicas” Cacoango, (2012) en

Chimborazo.

Por otro lado, algunas plantas como el chocho son fabricas quimicas que suministran
fuentes naturales de principios activos, materiales insecticidas selectivos, pesticidas botanicos
y biodegradables. Cabe mencionar que estos principios activos, como los alcaloides y otros
metabolitos secundarios extraidos de las plantas, son la base para la sintesis de nuevos tipos
estructurales de insecticidas, farmacos, relativamente seguros para los seres vivos y su entorno,
ademas, estos se originan de fuentes renovables. El agua de desamargado del chocho presenta
propiedades biocidas siendo una herramienta tecnoldgica importante para el desarrollo de la

agricultura y la farmacopea sustentables (Villacreés et al., 2009).

Sin embargo, en nuestro pais no existe el suficiente apoyo hacia un enfoque
investigativo profundo que contemple la utilidad y aplicacidn de sustancias antinutritivas como
los alcaloides, por el contrario, se prefiere importar productos mas no apoyar la investigacion
nacional para aprovechar la riqueza natural que se posee y evitar que se siga ahondando en una
problematica como la contaminacién de los recursos hidricos producida por el vertimiento
directo sin previo tratamiento de los efluentes de agua desamargada del chocho. Por ello, es
viable el desarrollo de este trabajo de investigacion que ofrece informacion sobre la eficiencia
de extraccion y/o precipitacion de los alcaloides quinolizidinicos para posteriores usos

industriales y farmaceéuticos.
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9. CARACTERIZACION TEORICA

9.1.  El chocho (Lupinus mutabilis sweet)

La distribucion originaria del chocho o tarwi desde la época prehispénica, abarca las
regiones interandinas de Bolivia, Ecuador, Per(, Venezuela, Argentina y Chile, esta leguminosa
posee una alta relevancia nutricional para animales y seres humanos debido a su alto contenido
proteico (45 %). Ademas, especialistas manifiestan que su consumo en presentaciones tales
como: cremas, guisos, postres, beneficia a los nifios en el crecimiento y desarrollo de su cerebro,

ya que ofrece calcio y aminoacidos (Jacobsen & Mujica, 2006).

En afiadidura, de acuerdo a Caicedo et al., (2010) esta semilla es fundamental para los
sistemas de produccién de los pequefios y medianos productores de la Sierra ecuatoriana que
abastecen la alimentacion de la poblacion. Esto se debe a que poseen aproximadamente 50%
de proteina, acidos grasos esenciales, asi como, carbohidratos, minerales y vitaminas. Se
siembran en areas agroecologicas desecas y arenosas localizadas alrededor de 2600 — 3400
m.s.n.m., convirtiéndose en una opcidn para la rotacion y asociacion de cultivos (cereales y

tubérculos).

De igual importancia es la genética diversa que exhibe la planta de chocho mostrando
una alta variabilidad, capacidad de adaptacién edafolégica. También, presenta variaciones en
contenido en proteinas, precocidad, alcaloides, aceites, utilidad y tolerancia a plagas y
enfermedades. Existen diferentes cambios en el color del grano, planta y flor. En la regién

interandina se han registrado 83 especies del género Lupinus (Jacobsen & Mujica, 2006).

Por otro lado, dentro del chocho se reconocen varias sustancias antinutritivas, con
posible caracter toxico que se reducen de acuerdo a los procesos de preparacion, debido a la
solubilidad de la mayor parte de ellas, en agua o termolabiles. Estos metabolitos secundarios
son creados por la planta para protegerse del ataque de plagas y poseen un uso potencial en
farmacologia y medicina como potentes antioxidantes, antivirales, anticancerigenos,
antimicrobianos, con capacidad quelante, etc., y en el campo industrial puede utilizarse para

elaboracién de barnices, pinturas, botellas plasticas (Rodriguez, 2009).

9.2.  Taxonomia del Lupinus mutabilis Sweet
De origen andino y concerniente a la familia Leguminosae (Fabaceae), género Lupinus,
esta leguminosa tiene por nombre cientifico Lupinus mutabilis Sweet. Su domesticacion yace

desde hace mas de 1500 afios en la época del imperio incaico, cabe recalcar que para los
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habitantes de las partes elevadas de los Andes era un alimento significativo (Suca & Suca,
2015).

Abordando el comportamiento edafolégico y taxonémico de esta especie, los autores
Zamora et al., (2008) indican que esta muestra caracteristicas de alta importancia como la
resistencia a enfermedades, plagas y condiciones climaticas adversas. De esta forma se presenta

la clasificacion taxonémica de L. mutabilis Sweet:

Tronco : Cormofitas

Division : Embriofitas sifondgamas
Sub Division : Angiosperma

Clase : Dicotileddneas

Sub Clase . Arquiclamideas

Orden : Rosales

Familia : Leguminosas

Sub Familia : Papilionaceas

Género : Lupinus

Especie : mutabilis

Nombre Cientifico : Lupinus mutabilis Sweet
Nombre Comun : Chocho, Tarwi, Altramuz

9.3.  Descripcion botanica
9.3.1. Morfologia

El chocho, puede cambiar entre sembrares de muchas a pocas ramas, también el tamafio
que obtienen al madurar, influenciados fuertemente por la zona de cultivo. En cuanto a una
vision general anatdbmica se han observado plantas que se cultivan en Pichincha, Cotopaxi y
Tungurahua, encontrandose como aspecto mas destacado la presencia de un gran numero de
nddulos nitrificantes que se considera que pueden llegar a pesar 50 g por planta (Gross et al.,
1989; Llamba & Lopez, 2020).

A continuacion se detallan las caracteristicas morfologicas de la variedad INIAP 450
ANDINO desarrollada en 1999 por el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(IN1AP) (Caicedo V. et al., 2010):

Tipo de crecimiento : Herbaceo
Tipo de raiz : Pivotante



Color de planta juvenil
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: Verde intenso

Forma de hojas : Digitadas
Color de hojas : Verde
Forma de tallo principal : No prominente
Largo de inflorescencia central (cm) 128

Color de las alas : Parpura
Color de la quilla : Crema
Color de la banda marginal del estandarte : Amarillo
Numero de vainas en el eje central :10a 14
Forma de la vaina : Oblonga
Largo de vainas (cm) 111

Color de vaina a la floracion : Verde
Color de vaina a la cosecha : Café/crema
NUmero de granos por vaina a la cosecha :6a8

9.3.2. Caracteristicas de los 6rganos del chocho
Las plantas de chocho poseen caracteristicas intrinsecas que facultan su identificacién.
En la tabla 2, se muestran de forma clasificada una recopilacién detallada de acuerdo a varios

autores sobre los érganos del chocho.

Tabla 2

Recopilacion de caracteristicas de la organografia del L. mutabilis Sweet

Organos Caracteristicas
Generalmente, el tallo del chocho es muy lefioso abarcando
elevado contenido de celulosa y fibra, con utilidad como
) biomasa para la combustion. La altura de la planta depende
Tallo (Tapia, o )
1997 del eje principal que varia entre 0,5 a 2,0 m. Posee un color
’ que oscila entre verde oscuro y castafio, con tono rojizo a
Zavaleta, N .
2018) morado oscuro en las especies silvestres. EI nimero de

ramas varia desde unas pocas hasta 52 ramas. La cantidad
de vainas y de ramas fructiferas tiene correlacion positiva

con una buena produccidn.
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Eje principal grueso de aproximadamente 3 m; las raices

Raiz
secundarias ramificadas poseen nédulos simbidticos
(Cacoango, - : o , .
2012) originados a partir del quinto dia después de la germinacion
ante la presencia de bacterias.
Se conforman por laminas de tipo digitada con un nimero
Hoi variable de foliolos de 5 a 12 de forma oblonga con
ojas . . : .
. pequefias hojas estipulares en la base del peciolo. Los
(Castarieda, ) o ]
] foliolos pueden ser elipticos 0 ensanchados hacia el extremo
1988; Tapia, ) )
2015) y variar de glabras a tenuemente pubescentes. La tonalidad
de las hojas puede cambiar de amarillo verdoso a verde
oscuro, dependiendo del contenido de antocianina.
"Inflorescencias en racimos; flores vistosas de un color que
varia entre rojo y azul, con manchas amarillas, bisexuales,
heteroclamideas, pentameras y zigomorfas; sépalos soldados
en la base ligeramente pubescentes, corola amariposada, con
Flores e el pétalo grande, ovalado que viene a ser estandarte, dos

Inflorescencia pétalos laterales simétricos denominados alas y dos internos
(Huaman, unidos en la parte anterior y libres en la parte superior que
2015) forma la quilla o carina; androceo formado por diez

estambres monodelfos, todos soldados formando el tubo

estaminal que rodea el ovario; gineceo de ovario supero

unicarpelar, unilocular y multiseminado y con el estilo

delgado y curvado™

Se ubican dentro de vainas en nimeros variables. Su forma

varia desde redonda, ovalada hasta casi cuadrangular. Estas

Semilla miden entre 0,5 a 1,5 cm, este tamafio depende de aspectos
(Moreno, como las condiciones de crecimiento o del ecotipo o
2008) variedad. El color del grano abarca una amplia gama de

colores: blanco, amarillo, ocre, gris, castafio, pardo, marrén
y otros como marmoleado, media luna, ceja y salpicado.

Elaborado por: Bastidas Ximena.
9.4.  Composicion quimica y valor nutricional
Esta leguminosa posee una alta variedad de componentes quimicos, destacandose la

proteina y aceite que la equiparan con un producto actualmente muy comercial como la soya.
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Ademas, hay que mencionar que existe una gran diferencia entre el grano amargo y
desamargado, debido a la cantidad de alcaloides quinolizidinicos, por ejemplo, la proteina antes
del proceso de desamargado alberga un 42% y después de la eliminacion de alcaloides se
obtiene un 51% en base seca. A lo anterior, se suma un gran contenido de aceite (18-22%), que
consiste principalmente en &cidos grasos tales como: oleico (40,40%), linoleico (37,10%),
linolénico (2,90%) (Villacrés et al., 2006). A continuacion se describe una composicion méas
detallada de los agentes quimicos que conforman al grano de chocho amargo y desamargado:



18

Tabla 3

Analisis bromatologico del chocho amargo y desamargado

Componente Chocho amargo Chocho desamargado
Proteina (%) 47,80 54,05
Grasa (%) 18,90 21,22
Fibra (%) 11,07 10,37
Cenizas (%) 4,52 2,54
Humedad (%) 10,13 77,05
ELN (%) 17,62 11,82
Alcaloides (%) 3,26 0,03
Azlcares totales (%) 1,95 0,73
Azucares reductores (%) 0,42 0,61
Almidon total (%) 4,34 2,88
K (%) 1,22 0,02
Mg (%) 0,24 0,07
Ca (%) 0,12 0,48
P (%) 0,60 0,43
Fe (ppm) 78,45 74,25
Zn (ppm) 42,84 63,21
Mn (ppm) 36,72 18,47
Cu (ppm) 12,65 7,99

Fuente: (Allauca, 2005).

9.5.  Usosy Aplicaciones del chocho

Esta leguminosa de origen andino es una planta con gran potencial comercial,
alimenticio, medicinal y cultural debido a sus propiedades fisico-quimicas que motivan su
aplicacion y desarrollo a nivel industrial y en la agricultura. De lo anterior, se explica algunos

de los usos y aplicaciones segun distintos autores (Tabla 4).



19

Tabla 4

Usos del Lupinus mutabilis Sweet

Area o Importancia Usos del chocho Fuente

Se emplea de diversas formas en
Gastronémica preparaciones como aji, carne vegetal, yogur, (Villacrés et al., 2006)

leche, etc.
Por su propiedades naturales se utiliza como
medicina natural para combatir la diabetes

Medicinal debido a un principio activo llamado “gamma  (Del Salto, 2019)
conglutin”, responsable de disminuir los
niveles de glucosa en la sangre.
Es originaria de los Andes, especificamente de
paises como Peru, Ecuador y Bolivia. Es la

Cultural (Del Salto, 2019)
unica especie de leguminosa que se domestico
y cultivd hace varios siglos en esta zona.
Ecuador estd creciendo en esta area,
actualmente, se cosechan 1 725 toneladas al
afio que no abastecen la demanda nacional. Un
estudio de mercado efectuado por técnicos del

Comercial MAG mostré que el consumo promedio de (Marquez, 2020)
chocho en Ecuador es de ocho kilos al afio por
habitante. Debido a la demanda insatisfecha, a
los mercados ingresa chocho importado desde
Perd.

Elaborado por: Bastidas, Ximena.

9.6.  Sustancias antinutricionales del chocho

De forma natural los granos de las leguminosas albergan una serie de sustancias con
capacidad de reducir o dificultar la utilizacion y absorcién de estos nutrientes, denominados
antinutrientes, con posibles caracteristicas toxicas. Estas disminuyen al someterse a un proceso
de lavado y/o calor debido a que la mayoria son solubles en agua o termolabiles (Fernandez,
2017; Mitjavila, 1990). Las principales sustancias antinutricionales del L. mutabilis Sweet
segun Allauca (2005) son: taninos, nitratos, alcaloides, acido fitico, la actividad ureasa y los

inhibidores de tripsina, los mismos que por sus diversas caracteristicas, por lo que reaccionan
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de distinta manera con las sustancias alimenticias que se ingieran. Por otra parte, los
antinutrientes en las plantas sirven para control y proteccién de plagas, ademas, poseen un gran
potencial farmacologico para obtencion de antioxidantes, anticancerigenos, antivirales y
antimicrobianos (Rodriguez, 2009). Para efecto de esta investigacion se tratd los alcaloides,
que son las principales sustancias antinutritivas presentes en la semilla del chocho, influyendo
de forma directa en su consumo por su elevado contenido que le confieren caracteristicas

toxicas y un sabor amargo.

9.7.  Métodos de desamargado del L. mutabilis Sweet

El caracter amargo del chocho (niveles altos de esparteina, lupininay otros), lo convierte
en un producto poco apetecido por aves, insectos o rumiantes. Por lo tanto, se somete a un
proceso de desamargado (deslupinacion) que permita su ingesta con un sabor agradable y
consistencia suave (Jacobsen & Mujica, 2006). Existen varios métodos que se usan para la
eliminacion de estas sustancias amargas y toxicas como se detalla a continuacion en la figura
1:

Figural

Métodos de desamargado de chocho

Granos de chocho

v
Hidratacion
18 h, relacion agua: chocho
5:1
v
v +
Coccidn
60 min, suspension de cal 5 g/kg
granos de chocho

Coccidn
30 min, suspension de cal 5 g/kg
granos de chocho agua: chocho

Coccidon
30 min

Granos hidratados cocidos

i

i E

Granos hidratados cocidos

l

Granos hidratados cocidos

l

Método Convencional Método Cuzco Método Egipcio Método Cuzeo Modificado
Lixiviacion Lixiviacion Lixiviacion Lixiviacion
6 dias, cambios de 24 h, cambios de 4 dias, cambios de 12 h, cambios de
agua cada 6 h agua cada 6 h agua cada 6 h agua cada 6 h
|
Descascarado
Secado
48 ha60 °C

Granos de chochos desamargados

Fuente: (Suca & Suca, 2015).
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9.7.1. Proceso de desamargado convencional (manual)

Este método se desarrolla de una manera sencilla sin la necesidad de utilizar maquinas
ni tecnologia onerosa. El proceso de desamargado convencional inicia al remojar el grano en
agua por un dia, estos alcanzan mayor volumen (se hinchan); consecutivamente se cocinan
alrededor de una hora con dos cambios de agua cada 30 minutos, contados desde el instante que
empiezan a hervir. Finalmente se colocan en un recipiente apropiado (costal o canasta), dentro

de un cuerpo de agua corriente aproximadamente 4 a 5 dias (Jacobsen & Mujica, 2006).

9.7.2. Proceso de desamargado “CUSCO”

Este método presenta un procedimiento basado en la hidratacién del grano alrededor de
18 horas. A continuacién, se cocina 40 minutos. Se agrega 50 g de cenizas de tallos de quinua
por cada 10 kg de lupino, resultando en una disolucién de los alcaloides en un 60 - 70 %.
Posteriormente se somete al lavado en una lavadora mecénica, por 8 periodos de 10 minutos
cada uno, realizando cambios de agua cada 2 periodos hasta que el grano quede desamargado
totalmente, separando finalmente el resto de los alcaloides. Este proceso disminuye las pérdidas
alrededor del 50 al 60 % de proteinas y aceites, en contraste con el proceso tradicional. La
reduccion de alcaloides es 0,01 — 0,03% (Arteaga & Silva, 2015; Tapia, 1997).
9.7.3. Proceso de desamargado industrial

Se inicia con la seleccion, clasificacion y limpieza mediante zarandas; se prosigue con
la hidratacion durante 12 horas; luego entra la coccién en cilindros con llave de salida u olla de
presion; a continuacion el lavado en cilindros con una llave de salida para permitir el flujo de
agua; después secar al sol o mediante corrientes de aire caliente; finalmente almacenaje y
empacado (Jacobsen & Mujica, 2006).
9.7.4. Proceso de desamargado INIAP

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador (INIAP) transformo
el desamargado tradicional buscando optimizar la calidad del chocho, ya que en la aplicacién
convencional se contamina la semilla debido al uso de agua no potable. Este se desarrolla en 3
procesos que son hidratacion (14 horas), coccion (45 minutos) y desamargado (3 dias con agua
en movimiento). Durante todas estas etapas recomiendan la utilizacion de agua potable, ademas,
hervir el grano por 10 minutos antes de comerlo (Caicedo V. et al., 2010; Llamba & Lopez,
2020).
9.8.  Alcaloides

Durante el transcurso de la historia de nuestro planeta, el ser humano ha buscado en la

naturaleza alicientes que mejoren la calidad de vida, y especificamente: la salud. En este dltimo
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aspecto, las plantas juegan un rol preponderante para aportar principios activos, precursores de
un organismo estable ante enfermedades. Por consiguiente, los alcaloides como compuestos
quimicos derivados de una gran cantidad de plantas, son los metabolitos secundarios obtenidos
de una sintesis a través de los aminoacidos, con una gran diversidad estructural y variedad en

la actividad bioldgica despiertan un gran interés terapéutico junto a los antibioticos.

9.8.1. Origen

En el afio 1819, el farmacéutico Carl Meissner empled por primera vez el término
alcaloide para referirse a los principios activos hallados en los vegetales, estos que a su vez,
presentaron un caracter basico. Por consiguiente, en el afio 1910 los autores Winterstein'y Trier
conceptualizaron los alcaloides, de forma general, como compuestos basicos, nitrogenados, de
origen vegetal o animal (Chavez & Gutiérrez, 2013). Durante el siglo XIX se identificaron gran
variedad de alcaloides. Algunos de ellos se describen en la Tabla 5.

Tabla 5

Orden cronologico de primeros alcaloides aislados

. Nombre o
Afo  Autor ] Nombre cientifico (planta)
comun
1805 Serttrner  Morfina Papaver somniferum (Dormilona)
1817 Estricnina  Strychnos nux-vomica (Nuez vomica)

) o Cinchona ledgeriana (Quino,
1820 Pelletier  Quinina o )
Quinquina, Quina)

Y Sarracenia flava (Planta carnivora
Caventou B ] ) )
Coniina  amarilla) y Aethusa cynapium (Apio de
perro)
1817 Narcotina Familia Papaveraceae
Robiquet ) Papaver somniferum (Plantas de Opio
1832 Codeina

como la Dormilona)
1820 Runge Cafeina Coffea arabica (Café)

) ) Atropa belladonna (Belladona) y otras
1831 Mein Atropina .
plantas de la familia Solanaceae

Elaborado por: Bastidas, Ximena.
Fuentes: (Arango, 2008; Gennaro, 2003).
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9.8.2. Clasificacion

Segun Son estructuras quimicas muy variables que les confieren una complejidad al
clasificarlas. Existen algunas perspectivas que explican su division. De forma general, se utiliza
una clasificacion biogenética, esto es, por la formacion u origen en el vegetal (Ver Anexo 1).
Cabe resaltar, que la mayoria de los alcaloides provienen de unos pocos aminoécidos, de
cadenas abiertas o aromaticas. Esta forma de sistematizacion de los metabolitos secundarios, es
coincidente, en gran parte con la clasificacién quimica (Chavez & Gutiérrez, 2013).
9.8.3. Efectos farmacoldgicos

Segln Lombardo & Ortiz (2009), los alcaloides presentan una gran diversidad en sus
estructuras quimicas, estas acttan de distintas formas sobre los sistemas que impulsan al cuerpo
humano. Algunas de las actividades farmacoldgicas con mella en los sistemas nervioso central
y auténomo se enlistan en la tabla 6.

Tabla 6

Efectos farmacoldgicos de los alcaloides sobre el ser humano

Sistema del cuerpo

Alcaloide Actividad
humano
Morfina (Papaver somniferum) Anestésica
Sistema Nervioso Cafeina (Coffea arabiga) y _ _ _
| o o Estimulante del Sistema Nervioso
Centra Nicotina del tabaco (Nicotiana

Central
tabacum)

Pilocarpina de las hojas de ] ] .
Propiedades parasimpaticoliticas

jaborandi
Atropina (Atropa Belladona) Anticolinérgica
Sisterna Nervioso Escopolamina (Hyosciamus Competidor opuesto de las sustancias
Auténomo albus) que estimulan el parasimpatico
Inhibidores de la mitosis celular,
Vincristina o Vinblastina (Vinca  agentes antineoplasicos (antitumoral),
rosea y Vinca minor) con alta eficacia en el tratamiento de
determinados tipos de céancer.
Antiespasmaddicos, antitusivos,
Otros sistemas Alcaloides varios diuréticos, sedantes, antiinflamatorios,

con aplicaciones dermatoldgicas, etc.

Elaborado por: Bastidas, Ximena.
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9.8.4. Alcaloides Quinolizidinicos (AQ)

Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) pertenecen a un conjunto de principios activos
toxicos ubicados en el género Lupinus, este género alberga cultivos de leguminosas con una
gran importancia comercial, por nombrar algunas tenemos: L. luteus (lupino amarillo), L.
angustifolius o Lupino de hoja estrecha (NLL), el L. albus (blanco lupino) y L. mutabilis (lupino
perlado) (Martinez & Acosta, 2020).

Este grupo de alcaloides se localizan en las familias solanéceas, berberidaceas, quenopodiaceas,
rubiaceas, ranunculaceas y fabaceas. Esta ultima familia acoge, especificamente, a los chochos
que originan a los metabolitos secundarios en el aminoacido lisina, y su biosintesis se produce
en las partes areas de las plantas. Dentro de estas, se resaltan alcaloides como la esparteina,
debido a su accionar terapéutico. Generalmente, son bloqueantes ganglionares, que reducen la
frecuencia, conductividad y amplitud de las contracciones cardiacas. A nivel periférico, poseen
una actividad bloqueante neuromuscular. Ademas, en este grupo existen otros alcaloides

causantes de hepatotoxicidad (Arango, 2008; Chavez & Gutiérrez, 2013).

9.9. Métodos de identificacion y extraccién de alcaloides quinolizidinicos (AQ)

Para la identificacion o deteccion cualitativa de los AQ se emplean reactivos generales,
por ejemplo, el reactivo de Dragendorff (tetrayodo bismuto de potasio), reactivo de Wagner
(solucion de yodo-yoduro de potasio), reactivo de Hager (solucion de &cido picrico), reactivo
de Bertrand (&cido silico tungtico), reactivo de Ehrlich (p-dimetilamino benzaldehido), reaccion
de Vitali-Morin (nitracidn de alcaloides - se utiliza para alcaloides en estado base), reactivo de
Mayer (mercurio tetrayoduro de potasio) (Bruneton, 2001). Asimismo, estas se fundamentan
en la capacidad que presentan los alcaloides en estado de sal (extractos acidos), de combinarse
con el yodo y metales pesados como mercurio, bismuto, tugsteno formando precipitados
(Arango, 2008).

Por otro lado, segin Apaza & Calienes (2016), el método mas comin de extraccion de
alcaloides es por medio del uso de solventes no polares como el benceno, dietiléter, éter de
petroleo, ciclohexano, cloroformo, etc. Sin embargo, se pueden distinguir 3 métodos de
extraccion de acuerdo al tipo de disolvente utilizado para liberar los alcaloides, contenidos
normalmente en las vacuolas, rompiendo la célula, estos son:

- Agua acidulada. - Se encuentran a los alcaloides como sales, mediante agua acidulada
separamos los alcaloides en forma de sales. Aunque el agua extrae muchas impurezas
(aminoacidos, proteinas, etc.). Se aplica para purificaciones cromatogréaficas, la industria
farmacéutica alemana emplea este procedimiento para la extraccion de la morfina. Ademas,

se filtrar el extracto agregando un alcali; tras la alcalinizacion se puede extraer con
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disolventes organicos (Arango, 2008).

- Disolventes organicos polares.- Se utiliza para la extraccion alcohol 70° acidulado, elimina
impurezas, sin embargo, se prefiere la separacion en un medio acuoso; la muestra filtrada
se somete a un proceso de deshidratacion, se alcaliniza y se extrae con un disolvente
organico apolar (Bruneton, 2001; Guaman, 2010).

- Disolventes organicos apolares.- Como se hacia mencion, es el método mas empleado para
liberar los alcaloides. Se utiliza un &lcali, normalmente amoniaco, para empapar al farmaco
estudiado. Algunas bases débiles pueden ser aplicadas como el carbonato sodico,
bicarbonato sodico (Bruneton, 2001; Guamén, 2010).

Ademas, para el proceso de extraccion hay que considerar varios factores como se
muestran a continuacion:
Tabla 7

Diversos enfoques de extraccion

N° Condiciones influyentes

Duracion de la extraccion

El disolvente empleado
Temperatura
pH del disolvente empleado
Reduccion del tamafio de la muestra vegetal
Relacion de disolvente: muestra

Fuente: (Agarwal et al., 2016)

o Ol WN

9.10. Informacion del Reactivo Mayer

Existen diversas técnicas para detectar los metabolitos secundarios presentes en una
muestra de interés, en este caso, el agua desamargada del chocho. Para esta investigacion, se
empleara el tamizaje fitoquimico que consiste en la identificacion de alcaloides encontrados en
las plantas o productos naturales mediante solventes apropiados (Guaméan, 2010).

Consecuentemente, el reactivo de Mayer permite detectar en una muestra la presencia
de alcaloides, por ende, “si la alicuota del extracto esta desleida en un solvente organico, este
debe evaporarse en bafio de agua y luego se disuelve en 1ml de acido clorhidrico al 1 % en
agua. Si el extracto es acuoso, se afiade 1 gota de acido clorhidrico concentrado, (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo,
afiadiendo gotas (ml) del reactivo de Mayer, si hay opalescencia se considera (+), turbidez
definida (++), precipitado (+++)” (Arango, 2008; Bruneton, 2001; Guaman, 2010; Lock de
Ugaz, 1994).

Tabla 8. Legislacion que aborda la investigacion
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Articulo  Normativa legal Extracto
12 El derecho humano al agua es fundamental e irrenunciable.
32 La salud es un derecho vinculado a otro como el agua.
Las personas tienen garantias del Estado para acceder a una vida
66, numeral ) ) . )
5 digna que engloba agua potable, salud, alimentacion, saneamiento
ambiental, etc...
276 Recuperar y conservar la naturaleza garantizando a las personas y
’ colectividades el acceso equitativo, permanente y de calidad al agua,
numeral 4 )
aire y suelo, etc...
281 La soberania alimentaria promoviendo politicas redistributivas que
’ permitan el acceso del campesinado a la tierra, al agua y otros
numeral 4 .
o recursos productivos.
Constitucion del ) L L
El Estado sera responsable de la provision de los servicios publicos
314 Ecuador 2008 ] )
de agua potable y de riego, saneamiento, etc...
"El Estado garantizara la conservacion, recuperacion y manejo
integral de los recursos hidricos, cuencas hidrograficas y caudales
ecoldgicos asociados al ciclo hidroldgico. Se regulara toda actividad
411 gue pueda afectar la calidad y cantidad de agua, y el equilibrio de los
ecosistemas, en especial en las fuentes y zonas de recarga de agua.
La sustentabilidad de los ecosistemas y el consumo humano seran
prioritarios en el uso y aprovechamiento del agua”
Los gobiernos autonomos descentralizados desarrollaran programas
415 de uso racional del agua, y de reduccion reciclaje y tratamiento
adecuado de desechos sélidos y liquidos.
El derecho humano al agua es el derecho de todas las personas a
&7 disponer de agua limpia, suficiente, salubre, aceptable, accesible y
. asequible para el uso personal y doméstico en cantidad, calidad,
Ley Organica de o
continuidad y cobertura.
Recursos .
62 o Mujer y derecho humano al agua.
Hidricos, Usos y . . .
] Se consideran como vertidos las descargas de aguas residuales que se
Aprovechamiento ) ) o L o
del A realicen directa o indirectamente en el dominio hidrico pablico.
€l Agua - S .
80 Queda prohibido el vertido directo o indirecto de aguas o productos

residuales, aguas servidas, sin tratamiento y lixiviados susceptibles

de contaminar las aguas del dominio hidrico publico.
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Norma Técnica
1 Ecuatoriana NTE
INEN 2169:2013

Esta norma establece las técnicas y precauciones generales que se
deben tomar para conservar y transportar todo tipo de muestras de

agua.

Norma Técnica
1 Ecuatoriana NTE
INEN 2176:2013

Esta norma establece guias sobre las técnicas de muestreo usadas
para obtener los datos necesarios en los anlisis de control de
calidad, de las aguas naturales, aguas contaminadas y aguas

residuales para su caracterizacion.

Norma Técnica
Ecuatoriana NTE
7.2 INEN 2390:2004

Esta norma establece los requisitos de calidad que debe cumplir el
grano de chocho desamargado para consumo humano.

Determinacion de alcaloides del chocho.

Fuente: (Constitucidn de la Republica del Ecuador, 2008; Ley Organica de Recursos Hidricos,
Usos y Aprovechamiento del Agua, 2014; NTE INEN 2 390:2004, 2004; NTE INEN 2169:2013
(Primera revision), 2013; NTE INEN 2176:2013 (Primera revision), 2013).

10. BASE LEGAL

La normativa legal enmarca principalmente el agua que se utiliza de forma

desproporcional durante el proceso de desamargado de chocho, ademas, se considera la

contaminacion generada al verter efluentes provenientes del desamargado de chocho sin previo

tratamiento hacia los cuerpos hidricos.
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HIPOTESIS
Ho: La aplicacion del método Mayer permitid evaluar la eficiencia en una
precipitacion igual al 70 % de los alcaloides presentes en los efluentes del proceso de

desamargado del Lupinus mutabilis Sweet.

Hi: La aplicacion del método Mayer permitid evaluar la eficiencia en una
precipitacion mayor al 70 % de los alcaloides presentes en los efluentes del proceso de

desamargado del Lupinus mutabilis Sweet.
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12. METODOLOGIA
12.1. Area de estudio

12.1.1. Ubicacién

Al suroeste de la provincia de Cotopaxi, se encuentra la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales (CAREN), perteneciente a la Universidad Técnica de
Cotopaxi. Este Campus se localiza en el Sector Salache correspondiente a la parroquia Eloy
Alfaro; actualmente ofrece a los estudiantes universitarios 5 carreras que son: Ingenieria
Ambiental, Ingenieria Agroindustrial, Ingenieria Agronémica, Medicina Veterinaria y
Licenciatura en Turismo. La carrera de ingenieria ambiental tiene a su disposicién un
laboratorio funcional que se utiliz6 para la ejecucion de la parte experimental de esta
investigacion.

Figura 2.

Ubicacion del laboratorio de la carrera medio ambiente - CAREN
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UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES (CAREN)

"EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE PRECIPITACION DE LOS ALCALOIDES PROCEDENTES DEL Lupinus mutabilis Sweet POR EL
METODO DE MAYER EN LA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI CAMPUS SALACHE PERIODO 2021 - 2022"

AUTORA: | BASTIDAS TELLO MARIA XIMENA | UBICACION: LATACUNGA - COTOPAXI
SISTEMA DE . FECHA: |17/12/2021
COORDENADAS: WGS 1984 UTM Zona 17S ESCALA: 1:1.000

Fuente: Sistema de georreferenciacion Q-Gis.

12.2. Tipo de investigacion

12.2.1. Investigacion descriptiva: La investigacion, en general, refiere a partir de la
bibliografia analizada y los resultados obtenidos, la eficiencia de precipitacion de alcaloides
mediante el reactivo Mayer y los factores propuestos. Con este experimento, se detalla las
condiciones mas iddneas para la deteccion y separacion de alcaloides quinolizidinicos.
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12.2.2. Investigacion Experimental: La metodologia parte de un procedimiento experimental,
es decir, se aplica un disefio previamente elaborado para la consecucion de resultados bajo
condiciones controladas. La préactica en laboratorio permito la deteccion y cuantificacion de la
extraccion de alcaloides para una posterior valoracion de la eficiencia del reactivo de Mayer.
12.3. Método de identificacion de alcaloides

Una técnica de caracterizacion debe ser en lo posible: rapida, simple, reproducible,
sensible y llevada a cabo con una cantidad minima de muestra. Los métodos de caracterizacion,
se realizan después de una extraccion previa y consiste en forma general en una precipitacion
de los alcaloides, con reactivos bastante especificos: reactivos generales de alcaloides.

Estas reacciones se fundan en la capacidad que tienen los alcaloides de combinarse con
metales pesados, bismuto, mercurio, tungsteno o yodo. En la practica se emplean el reactivo de
Mayer, Dragendorff, etc. (Ney Rodrigo Villacreses Freire, 2011)

12.3.1. Aplicacion del Reactivo de Mayer

Al presentarse una extensa diversidad de alcaloides se recurre a una amplia gama de
pruebas cualitativas o de precipitacidn, que resultan positivas con grupos especificos de estas
sustancias. Las reacciones o soluciones se basan en la capacidad de los alcaloides en estado de
sal (extractos acidos), para combinarse con los metales pesados (Bi, Hg o I), formando
precipitados. Uno de estos reactivos es la solucion Mayer que consiste en el precipitado de
alcaloides debido a su acidez en forma de sales (Clorhidratos), ya que en medios basicos el
reactivo Mayer no precipita. Los posibles colores resultantes de este proceso son blanco o
amarillo claro, cristalino o amorfo.

En adicién, la reaccién de Mayer, es una reaccion de precipitacion empleada para
identificar de manera cuantitativa los alcaloides totales en esta investigacion, la cual se utiliz6
como un medio &cido (desamargado del chocho) al afiadir el reactivo de Mayer se presentaria
como una opalescencia leve (+), una turbidez definida (++) o precipitacién abundante (+++)
variando de acuerdo a la concentracion del alcaloide. (Arango, 2008; Barrera et al., 2014;
Bucay, 2010).

12.4. Préctica de laboratorio
12.4.1. Equipos y materiales
Bureta de 25 mL
Centrifuga Hettich Rotofix 32 A
Balanza analitica Radwag AS 220/X
Agitador magnético AREC Velp Scientifica



Pipetas volumétricas

Embudos

Tubos de centrifuga

Algodon

Vasos de precipitacion de 50,100 mL

12.4.2. Reactivos

Hidroxido de Potasio al 15%

Cloroformo

Acido sulfdrico 0.01N

Reactivo de Mayer.

Rojo de metilo

Hidroxido de Sodio 0.01N

Oxido de Aluminio béasico

12.5. Procedimiento

Figura 3

Determinacion cuantitativa de alcaloides

¢) Afadir 0,2 mL de KOH
al 15% v agitar hasta formar
una pasta homogénea

0,2mL de agua de

a) Tomar una alicuota de
desamargado de chocho

b) Agregar 0,6 g de
Oxido de Aluminio
Basico y homogenizar

d) Transferir a tubos de centrifuga\

y agregar 6 mL de cloroformo.
Mezclar con unavarilla y
centrifugar por 2 minutos (entre

(

¢) Recibir la fase cloroférmica en vasos perfectamente limpios

provistos de embudos con algodon en la base del cono, repetir
las extracciones por lo menos 10 veces, hasta que 1 mL del

ultimo exfracto fue evaporado a sequedad en un vaso de 50 ml
suspendidoen4 o 5 gotas de &cido sulfiirico 0.0IN, dando

\

1.500 y 3.000 : -, . ;
Y m) J reaccion negativa con 3 o4 gotas del reactivo de Mayer. Y,
h) Se agrega 5 mL de
acido sulfirico 0,01N, g) Se recogen todos los lavados en el vaso 4 1) Se lava el embudo por A

dos gotas de rojo de
metilo v se titula el
exceso de 4cido con

de los extractos , evaporar con calor suave

sin llegar a sequedad, dejando en la etapa
final ImL, que desaparecera rapidamente al
NaOH 001N enfriar en un recipiente con agua fria.

dentroy por fueracon
aproximadamente 15 mL
de cloroformo

i) El contenido de
alcaloides se reporta
como lupanina

Fuente: (NTE INEN 2 390:2004, 2004; Rodriguez Basantes, 2009).
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12.6. Calculos:
La formula empleada en el calculo del porcentaje de alcaloides es la siguiente:

mL NaOH 0,01 N 0,01 N x248 g

% Alcaloides = P

Donde:

mL NaOH = Volumen gastado de titulante

0.01N = Concentracion exacta de Normalidad del NaOH

2489 = Peso molecular de la lupanina

Pm= Peso de la muestra (g) (1g = 1mL)

Fuente: (Fernandez Cheza, 2017; NTE INEN 2 390:2004, 2004).

13. DISENO EXPERIMENTAL

Este experimento factorial del tipo comparativo, estableci6 comparaciones entre las
muestras que se someten a distintos tratamientos. Al ser un trabajo experimental se pudo
controlar los factores (A, B y C), que influyen en el factor de respuesta (Porcentaje de
alcaloides), este procedimiento permitié controlar las condiciones estableciendo las
precipitaciones, entre los factores controlados y los resultados, esto se denomina como un
experimento disefiado que, a su vez, es reconocido como uno de los métodos méas potentes en
la ciencia. A continuacién, se muestra el esquema del disefio experimental aplicado en la

presente investigacion:



Tabla 9

Arreglo factorial 3"3 - Aplicacién de reactivo de Mayer para determinar la eficiencia de

precipitacion de los alcaloides procedentes del agua de desamargado del chocho.

Tratamientos ) Tiempo de agitacion (minutos)
) Velocidad de
(ml reactivo o
Agitacion -
de Mayer/ 20 _
Revoluciones )
ml de agua ) X (10 minutos) XV (15 XXX(30
por Minuto . .
desamargada minutos) minutos)
(RPM)
chocho)
60 T1-60-X T1-60-XV T1-60-XXX
T1(0,5) 90 T1-90-X T1-90-XV T1-90-XXX
120 T1-120-X T1-120-XV | T1-120-XXX
60 T2-60-X T2-60-XV T2-60-XXX
T2(0,7) 90 T2-90-X T2-90-XV T2-90-XXX
120 T2-120-X T2-120-XV | T2-120-XXX
60 T3-60-X T3-60-XV T3-60-XXX
T3(1,0) 90 T3-90-X T3-90-XV T3-90-XXX
120 T3-120-X T3-120-XV | T3-120-XXX

Fuente: Bastidas, Ximena.
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14. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Se evallo el método de identificacion de alcaloides, que consiste en la aplicacion del
reactivo de Mayer a diferentes dosis (0,5 mL; 0,7 mL; 1,0 mL) en muestras de agua
desamargada del chocho (20 mL) bajo la influencia de 3 velocidades de agitacion (60, 90y 120
RPM), y 3 niveles de tiempo (10, 15 y 30 minutos). El resultado obtenido es la deteccion

positiva de alcaloides quinolizidinicos con un color crema (Tabla 10).
Tabla 10

Resultados del analisis segun la deteccion de alcaloides con el método del color Mayer

-';rrslt?g:;?\tgs Velocidad de Tiempo de agitacion (minutos)
de Mayer/ 20 Rﬁ?/:)tlic;?or;u;s XXX (30 Prueba
ml de agua or Minuto  X(10 minutos) XV (15 minutos) minutos) quimica Resultado Observaciones
s
60 T1-60-X T1-60-XV T160-XXX  Mayer  +++ Preccrzpni::do
T1(05) 90 T1-90-X T1-90-XV TLOOXXX  Mayer  +++  reoiplado
120 T1-120-X T112011 TLI20XXX  Mayer  +4+  copado
60 T2-60-X T2-60-XV T260XXX  Mayer e+ Crecpnado
T2(0,7) 9 T2-90-X T2-90-XV T2-90-XXX ~ Mayer — +++ Preccrzpni]t:do
120 T2-120-X T2120XV  T2A20XXX  Mayer ke reopnado
60 T3-60-X T3-60-XV T3-60-XXX  Mayer — +++ Priizpni]t:do
T3(10) 9 T3-90-X T3-90-XV TRO0XXX  Mayer  +es  reopnado
120 T3-120-X TE120XV  TEI20XXX  Mayer ke reopnado

(*) Los resultados se reportan: Poco (+), regular (++), Abundante (+++), Negativo (-).

Fuente: Bastidas, Ximena.

A continuacion, se valord cuantitativamente la presencia de alcaloides en el agua
desamargada del L. mutabilis Sweet, con el objeto de establecer el porcentaje removido de
alcaloides y verificar la eficiencia de precipitacion con el método Mayer. Esto se efectud una
vez aplicado los factores y niveles experimentales, mediante el método descrito en la Norma
INEN 2390:2004 propuesto por VVon Baer y colaboradores, (1979); modificado por la Escuela
Politécnica Nacional, por Vera Julio (1982). Los resultados arrojaron una concentracion media
de 15,66% de alcaloides remanentes, alcanzando una remocion maxima de 87,60% en dos
tratamientos (T1-120-XXX, T2-120-XXX) y una minima de 80,16% (T1-90-XV) (Tabla 11).
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En este sentido, Rodriguez (2009) durante la investigacion “Evaluacion in vitro de la actividad
antibacteriana de los alcaloides del agua de desamargado del chocho (Lupinus mutabilis
Sweet), cuantifico una concentracion de 36% de alcaloides en el agua de coccion del chocho,
presentando valores superiores a los de la actual investigacién. De la misma forma, Aguilar
(2021) aplicando el método Superficie de Respuesta obtuvo un porcentaje de 44,10% luego de

hidratar (13 horas) y cocinar (1 hora), arrojando una tasa elevada de alcaloides en el efluente.

Tabla 11.

Porcentaje de alcaloides removidos durante la ejecucion del arreglo factorial 3x3x3

Tratamientos (ml Velocidad Tiempo de precipitado
reactivo de mayer/ (Agitacion
20 ml de agua Revoluciones 1 (10 (15 i (30
desamargada por Minuto  minutos) minutos) minutos)
chocho) RPM)
60 85,12%  81,40% 82,64%
T1(0,5) 90 83,88%  80,16% 83,88%
120 85,12%  83,88% 87,60%
60 83,88%  85,12% 86,36%
T2 (0,7) 90 83,88%  83,88% 85,12%
120 82,64%  85,12% 87,60%
60 85,12%  82,64% 85,12%
T3(1,0) 90 86,36%  83,88% 83,88%
120 83,88%  82,64% 86,36%

Elaborado por: Bastidas, Ximena.

El andlisis de los datos estadisticos ejecutados mediante el arreglo multifactorial 3x3x3
se llevo a cabo en el software Minitab Statistical 20. El criterio para determinar la eficiencia de
precipitacion con el reactivo Mayer es el porcentaje de alcaloides removidos del agua

desamargada del chocho.

Ademas, para determinar la significancia estadistica de los efectos A (Concentracion
del reactivo Mayer), B (Tiempo de agitacion) y, C (Velocidad de Agitacion RPM) se realizé un
analisis de varianza, como se indica en la tabla 12. Este permiti6 detectar a un nivel de confianza
del 95%, diferencias significativas para los tratamientos A (4,56>4,46) y C (4,84>4,46),
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mientras que para el tratamiento B (17,95>4,46) se encontraron diferencias altamente
significativas. Por otro lado, segun la prueba de significancia Tukey al 0,05, existen diferencias
significativas en las interacciones de dos términos AB (6,51>3,84), AC (4,28>3,84) y BC
(5,12>3,84), es decir, si se encontraron variaciones entre los tratamientos. El coeficiente de
variacion es bajo (11,01%) denotando un buen manejo del experimento.

No obstante, cabe resaltar que los valores bajos de p (p<0,05) revelaron una asociacion
estadistica significativa entre el porcentaje de alcaloides precipitados (respuesta) y cada uno de
los factores analizados (A, B y C). Por lo tanto, se rechazd la hipotesis nula (Ho: X=70%),
apoyada en que el porcentaje de alcaloides removido es igual al 70%. En cambio, se acepto la
hipotesis alternativa (H1: X>70%) que expresa una remocion superior al 70% de alcaloides.

Tabla 12.

Analisis de Varianza para porcentaje de alcaloides

SC MC Valor F Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F  critica p
Modelo 18 72,438 4,0243 6,57 0,005
Lineal 6 33486 55809 9,12 0,003
Concentracion Mayer 2 5581 2,7905 4,56* 4,46 0,048
Tiempo de agitacion 2 21,982 10,9910 17,95 4,46 0,001
*k
Agitacion RPM 2 5923 29613 4,84* 4,46 0,042
Interacciones de 2 términos 12 38,953 3,2460 5,30 0,012

Concentracion Mayer*Tiempo de 4 15,945 3,9864 6,51* 3,84 0,012
agitacion

Concentracion Mayer*Agitacion 4 10,478 2,6196 4,28* 3,84 0,038
RPM

Tiempo de agitacion*Agitacion 4 12,529  3,1321 5,12* 3,84 0,024
RPM

Error 8 4,808 0,6122

Total 26 77,336
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Por otra parte, se observé como factor determinante el tiempo de agitacion (B), seguido
de la interaccién AB y BC, demostrando una mayor incidencia en el porcentaje de alcaloides

precipitados. Los resultados de los efectos se graficaron en el diagrama de Pareto (Figura 4).
Figura 4

Efectos estandarizados (la respuesta es Porcentaje de alcaloides; a=0,05)

Termino 2306
T
Factor Mombre
P A Concentracion Mayer
B Tiempao de agitacion
i Agitacion RPM

AB

BC

AC

0 1 2 2 4 5
Efecto estandarizado
Elaborado por: Bastidas Ximena.

Por consiguiente, a nivel mas especifico se presentaron los efectos principales sobre el
porcentaje de alcaloides obtenido (Medias ajustadas), en la figura 5 se detectaron los valores
mas bajos de alcaloides a 0,7 mL, 30 minutos y 120 revoluciones por minuto (RPM), para los
factores concentracion de reactivo de mayer, tiempo de agitacion y velocidad de agitacion
(RPM), respectivamente. En este punto, Carvajal et al., (2013) y Gutiérrez, et al., (2016)
determinaron que la pérdida de alcaloides y so6lidos aumenta por la presencia de un agitador,
resaltando que este factor es mas trascendente que la frecuencia de cambio de agua. También,
se observo que los valores més altos de alcaloides respecto a la Concentracion del reactivo de
Mayer, se producen a 0,5 mL indicando una proporcién directa entre el reactivo y la
precipitacion de alcaloides, es decir, a menor concentracion del compuesto se produce una
menor precipitacion de alcaloides. También, los autores Seguil et al., (2019) expresan que existe
relacion directa entre la agitacion y la extraccion de alcaloides quinolizidinicos, en su
investigacién obtienen un porcentaje de alcaloides removidos en un 99,15% a una velocidad de
agitacion de 120 RPM.
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Figura 5

Efectos principales para Porcentaje de alcaloides (Medias ajustadas).

Concentracion Mayer Tiempo de agitacion Agitacion RPM

17,07

1557

15,07

1554

Media de Porcentaje de alcaloides

15,04

14,5 1

a5 a7 1.0 10 15 30 a0 20 120

Elaborado por: Bastidas Ximena.

Finalmente, se tiene una interaccion entre los factores sobre el porcentaje de alcaloides.
En primera instancia, se observé una influencia favorable en la remocion de alcaloides, del
tiempo y la velocidad de agitacion sobre la concentracion a niveles generales de 30 minutos y
120 RPM, respectivamente. Luego, se encontrd que la concentracion del reactivo y la velocidad
de agitacién del agua desamargada infieren en el tiempo de experimentacion, con valores de
0,7 mL a 15y 30 minutos en la interaccién AB;y, a 120 RPM durante 15 y 30 minutos en BC.
Por otra parte, se visualiz6 que para la velocidad de agitacion, la incidencia de la concentracién
y el tiempo es de aproximadamente 0,7 mL y 30 minutos, respectivamente.
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Figura 6

Interaccion para Porcentaje de alcaloides (Medias ajustadas)
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Elaborado por: Bastidas Ximena.

14.1. Usosy Aplicaciones del efluente del Lupinus Mutabilis Sweet

Por altimo, se realizd una revision bibliografica sobre los usos y aplicaciones del
efluente desamargado de chocho, estableciéndose de acuerdo a sus propiedades biocidas como
una herramienta tecnoldgica importante para el desarrollo de la agricultura y la farmacopea
sustentables (Villacrés et al., 2009). En afadidura, Rodriguez (2009) formula que los anti
nutrientes en las plantas sirven para control y proteccion de plagas, ademas, poseen un gran
potencial farmacoldgico para obtencién de antioxidantes, anticancerigenos, antivirales y
antimicrobianos. Por mencionar algunas investigaciones, los autores Arias et al., (2019) han
determinado que los alcaloides poseen efectividad como desparasitante interno, es decir, la
aplicacion del extracto proveniente del Lupinus mutabilis Sweet sobre parasitos como la
Eimeria sp, Ord Strongylidea, Paraspidodera uncinata y Trichuris muris controlan la
proliferacion de los mismos. De igual manera, a escala nutracéutica, Mufioz et al., (2018)
determinaron que el uso de L. mutabilis crudo, hervido, o de sus alcaloides reducen los niveles

elevados de glucosa en pacientes con disglicemia o Diabetes tipo-2.

Por otra parte, el estudio realizado por Panta & Zavaleta (2021), que consistié en evaluar
la influencia de alcaloides del L mutabilis Sweet y pH en la remocion de cromo de efluentes

provenientes de las curtiembres, se utilizo tres agentes de tratamiento correspondientes a los
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métodos de obtencion de alcaloides: Agua de desamargado de tarwi aplicacién directa, agua
desamargado concentrada a rota evaporacion y extracto liofilizado de agua de desamargado
bajo tres niveles de pH (4.0, 6.0 y 8.0) y niveles de dosis distintas de alcaloides del chocho, se
establecié un porcentaje de remocion de 70.75% y una capacidad de remocion de 310.31 mg/g,

determinando el tratamiento mas adecuado a un pH 8 y una dosis 7.98 mg de alcaloides.

14.2. Usos de los alcaloides

El uso y aplicacion de los alcaloides encontrados en el chocho es bastante extenso y con
gran potencial de desarrollo en campos como la agricultura, salud, industria, ambiente etc., por
tanto se puede aplicar los tratamientos mas adecuados segln esta investigacion para precipitar

alcaloides y reutilizarlos en investigaciones futuras de las areas ya mencionadas.

Los alcaloides recuperados llegarian aportar con altos niveles de nitrogeno, lo cual
ayudaria al crecimiento bacteriano y de plantas acuéticas en proyectos de Biorremediacion y

Fito remediacién.

Son varios los usos que se les proporciona a los alcaloides, ya sea como agentes
insecticidas, antiparasitarios, fungicidas, plaguicidas, bactericidas, nematicidas y/o
farmacéuticos. En este apartado se describen algunos ejemplos de la utilizacion de estos
bioactivos.

De este modo, los autores Arias et al., (2019) han determinado que los alcaloides poseen
efectividad como desparasitante interno, es decir, la aplicacion del extracto proveniente del
Lupinus mutabilis Sweet sobre parasitos como la Eimeria sp, Ord Strongylidea, Paraspidodera
uncinata y Trichuris muris controla la proliferacion de los mismos. También, a escala
nutracéutica, Mufioz et al., (2018) determinaron que el uso de L. mutabilis crudo, hervido, o de
sus alcaloides reducen los niveles elevados de glucosa en pacientes con disglicemia o Diabetes
tipo-2. Finalmente, de acuerdo a Rodriguez (2009), alcaloides quinolizidinicos como la
lupanina, esparteina, 13-Hidroxilupanina, angustifolina, impiden el desarrollo de las siguientes
bacterias: Staphylococcus aureus, bacilo subtilis, E. coli. Y manifiesta que tanto la lupanina
como la esparteina tienen una accién anti fangica, mientras que, los bioactivos 13-
oxoesparteina, lupinina, etc., poseen potencial como insecticidas al inhibir su proceso

alimenticio, afectando su supervivencia.
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15. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES, ECONOMICOS)

15.1. Impactos Técnicos

El desarrollo del sistema de precipitacion de alcaloides del efluente de desamargado de
Lupinus Mutabilis Sweet mediante el reactivo de Mayer, compuesto no corrosivo para la salud,
permitio establecer condiciones adecuadas para la remocion de estos metabolitos secundarios

proyectando el uso de los mismos como biocidas naturales en la agricultura.

15.2. Impactos Sociales

Se ha desarrollado una metodologia con las condiciones adecuadas para la extraccion
eficiente de alcaloides del L. mutabilis Sweet, que servira para futuras investigaciones que
busquen reutilizar los alcaloides como bactericida y cicatrizante, brindando una alternativa

ecoldgica a la aplicacion excesiva de alcohol, un elemento dafiino para la piel.

15.3. Impactos Ambientales

Con el aporte de una metodologia préctica y resultados viables para la consecucion de
los tratamientos mas eficientes en la remocién de alcaloides, el aprovechamiento de los
efluentes del desamargado del chocho permitird una reduccion significativa de alcaloides

vertidos indiscriminadamente a cuerpos de agua.

15.4. Impactos Econémicos

La precipitacion de estos alcaloides es relativamente econdmica ya que para su
precipitacion se requiere de insumos basicos y materias primas accesibles. Ademas, la materia
prima que es el chocho se comercializa en abundancia y a bajo costo en regiones del centro-sur
del Ecuador.



16.

PRESUPUESTO
Tabla 13

Presupuesto para el proyecto
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o ) Valor Valor
Recursos Descripcion Unidades o
unitario total
Gastos operacionales Transporte 1 6 90
Alimentacion 1 3 45
Equipos Camara fotografica 1 150 150
Computadora 1 200 200
Materiales de mesa Esferogréaficos 2 0,25 0,5
Calculadora 1 10 10
] Hidroxido de sodio
Reactivos ) 1 13,5 13,5
0.01N x 1 litro
Hidroxido de potasio
) 1 135 135
15% x 1 litro
Acido sulfirico 0.01N
1 18 18
X 1 litro
Rojo de metilo x 1 litro 1 32 32
Oxido de aluminio
o 1 55 55
basico
Materiales de
) Embudos 6 0,66 4,5
laboratorio
Envases de plastico 9 0,75 6,75
Sub total 760,25
Imprevistos 10% 32
Total 792,25
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17. CONCLUSIONES

La valoracion cuantitativa detecté una presencia de alcaloides en las 27 unidades
experimentales, para la identificacion se aplico el reactivo de Mayer a distintas dosis (0,5mL;
0,7mL; 1,0mL) resultando un color crema. La cuantificacion de las quinolizidinas en el efluente
desamargado del Lupinus mutabilis Sweet, establecié una precipitado maximo de 87,60% en
dos tratamientos (T1-120-XXX, T2-120-XXXX) y una minima de 80,16% para T1-90-XV,
resaltando la influencia del agitador a 120 rpm durante un periodo de 30 minutos. Estos
resultados contrastados con las significancias estadisticas (nivel de confianza 95%) para los
tratamientos A, B y C, permitieron determinar una elevada eficiencia al remover alcaloides en

un rango mayor al 70%, corroborando la aceptacion de la hipétesis alternativa (Hi: X>70%).

El analisis de los efectos principales sobre el porcentaje de alcaloides obtenido (Medias
ajustadas), establecieron las condiciones adecuadas para una mayor eficiencia de precipitacion,
que consisten en la aplicacion de 0,7 mL, 30 minutos y 120 revoluciones por minuto (RPM),
para los factores: concentracion de reactivo de Mayer, tiempo de agitacion y velocidad de
agitacion RPM, respectivamente. Por lo tanto, se comprobd una influencia directa de los

factores tiempo y velocidad de agitacion sobre la extraccion de alcaloides.

El efluente proveniente del proceso de desamargado de L. mutabilis Sweet, tiene una
aplicacion potencial en areas como la agricultura, debido a sus propiedades biocidas que sirven
como defensa ante el ataque de insectos, herbivoros y microorganismos. Asimismo, es viable
el uso a escala nutracéutica, por la eficiencia del alcaloide Gamma-conglutin al reducir niveles

elevados de glucosa en pacientes con disglicemia o Diabetes tipo-2.

18. RECOMENDACIONES

Controlar el experimento de acuerdos a factores incidentes en la extraccion de
alcaloides, considerando réplicas de los tratamientos para reducir el error experimental y
aumentar los grados de libertad. Ademas, contemplar los reactivos (viabilidad econémica),
equipos y materiales necesarios para llevar una correcta aplicacién en laboratorio.

La investigacion del extracto de alcaloides de Lupinus mutabilis Sweet es muy amplia,
hay que redoblar esfuerzos para la determinacién de los efectos toxicolégicos producidos por
los efluentes del desamargado que se vierten sin control a cuerpos de agua. Por otro lado, se
debe profundizar en estudios sobre la reutilizacién de los alcaloides como pesticidas o
insecticidas, incluso, como farmacos medicinales.

Enviar analizar el agua de desamargado del Lupinus Mutabilis Sweet, para obtener
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resultados y comparar con los criterios de calidad de aguas para uso agricola segun el acuerdo
ministerial 097 a, anexo 1 del texto unificado de legislacion secundaria del ministerio del
ambiente (TULSMA).
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20. ANEXQOS

Anexo 1. Clasificacion de los alcaloides

Tabla 14

Clasificacion de los alcaloides
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GRUPO O
FAMILIA

ALCALOIDES

CARACTERISTICAS

Tropéanicos

Alcaloides Quinolizidinicos

derivados de

ornitina y o
o Piridinicos
lisina
Piperidinicos
Feniletilaminicos
Alcaloides

derivados de
fenilalanina y

tirosina )
Derivados de la

tropolona

Poseen una estructura biciclica hidroxilada
esterificada con acidos organicos, que se
origina por la condensacion de un anillo

pirrolidinico y otro piperidinico, compartiendo

dos atomos de carbono.

Se forman a partir del aminoécido lisina. Su
biosintesis tiene origen en las partes aéreas de
las fabaceas.

Entre los alcaloides mas representativos estan la
nicotina y la anabasina del tabaco.

Son alcaloides derivados de la lisina. Algunos
tienen interés farmacéutico limitado, como la
lobelina; otros, como los presentes en la corteza
del granado, son responsables de
la actividad antihelmintica; y otras, como el
pimiento utilizado en condimentos.

Se caracterizan porque su nitrégeno no forma
parte de un heterociclo. En este grupo se
encuentra la efedrina de las sumidades de
efedra, la mezcalina del peyote con propiedades
alucinégenas.

La colchicina es un alcaloide particular, muy
soluble en agua y soluble en alcohol y
cloroformo, por lo que estas propiedades se
utilizan para su extraccion. Se extrae a partir del
cblchico. Se utilizan las semillas maduras y
secas. Es usado como base del tratamiento de la

gota.
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Es el grupo mas complejo. Se encuentran

generalmente en forma de tetrahidroderivados,

Bencilisoquinoleinicos aunque el alcaloide més relevante es la

papaverina, gue es aislado de las adormideras
(Papaver somniferum).
Es un grupo extenso de alcaloides, pero de poca

) relevancia farmacolégica. De este grupo se
Derivados de la

] pueden destacar la boldina (alcaloide colagogo
aporfina

y colerético procedente del boldo) y la
apomorfina (un derivado semisintético)

Es considerado el analgésico por excelencia

Derivados del empleado en enfermedades terminales, como el

morfinano cancer, pero induce dependencia fisica y
psiquica, y sindrome de abstinencia.
Entre ellos se encuentran los alcaloides de los
) N _ . curares, como la tubocurarina. Son extractos

Bisbencilisoquinoleini ) o )
complejos, constituidos por especies vegetales

€08 diversas y dotadas de actividad relajante
muscular
Estan representados especificamente por los
] ] alcaloides de las ipecacuanas Cephaelis sp. Los
Isoquinolein-

o principales alcaloides de este grupo son la
monoterpénicos ) ) )
emetina y la cefelina, que poseen propiedades
eméticas y antidisentéricas.
) Biogenéticamente formados por condensacion
B-carbolina i . ) )
de un aldehido o cetoacido con la triptamina.
Como la fisostigmina del haba del Calabar

Physostigma venenosum es un inhibidor de la

Derivados de la

) ciclacion de la
Alcaloides

) ] colinesterasa, permitiendo un efecto colinérgico
triptamina

derivados del mas duradero.

triptéfano Se encuentran en el esclerocio de los hongos de

) la familia Clavicipitaceae, los cuales
Derivados de la

] contaminan el centeno, el trigo y otras
ergolina

gramineas, y son los causantes de

intoxicaciones denominadas “fuego sagrado” o



Indolmonoterpénicos

Quinoleinicos
Alcaloides
derivados de Imidazolicos
la histidina
Alcaloides

derivados del
acido

antranilico

Alcaloides o

. Diterpéenicos
derivados del
metabolismo

terpénico

Esteroidales
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ergotismo. En este grupo se encuentran los

alcaloides ergotamina y ergometrina.

Este grupo es amplio y en él se encuentran
estructuras quimicas muy diversas, como la
estricnina, que es un alcaloide muy toxico, con
actividad estimulante
medular y procedente de la nuez vémica
(Strychnos nux-vomica); o la reserpina,
alcaloide antihipertensivo aislado de la
rauwolfia (Rauwolfia sp.)

Estan representados por los alcaloides de
Cinchona, que poseen un nucleo de quinoleina
en vez de indol. Son los estereoisomeros
quinidina y quinina, con accion antimaldrica.
Presentan actividad parasimpaticomimética.
Son biosintetizados a partir de la histidina, y se
emplean principalmente en forma de colirio en
el tratamiento del glaucoma. La pilocarpina
pertenece a este grupo.

El &cido antranilico da origen a alcaloides
variados, como quinolina, acridina y
quinazolina. Es formado, ya sea a partir del
acido chorismico, o0 como un producto de
degradacion del triptéfano. Estos alcaloides con
frecuencia estan representados en la familia de
las rutaceas.

La mayoria de estos alcaloides se caracterizan
por su elevada toxicidad y complejidad
estructural. Pueden constar de 19 a 20 4tomos
de carbono, por lo que se habla de
norditerpenos o de diterpenos. Se encuentran
principalmente en especies de las
ranunculaceas.

Se caracterizan por presentar un nlcleo

ciclopentanofenantreno. Son derivados del



Otros o
] Bases xanticas
alcaloides
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pregnano, donde el nitrégeno puede ser intra- o
extraciclico. Pueden constar de 21, 24 o 27
atomos de carbono.

Derivan del anillo de la purina, formado por
condensacion de una pirimidina con un
imidazol. Las bases paricas con mayor interés,
por su utilizacion en terapéutica, son la cafeina,
la teofilina y la teobromina. Presentan
caracteristicas especiales: su comportamiento
como anfoteros o el hecho de ser solubles en

agua caliente.

Elaborado por: Bastidas, Ximena.
Fuente: (Chavez & Gutiérrez, 2013).



