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1. INTRODUCCION

La obtencion de los granos de quinua para consumo humano pasa por diversos
procesos, uno de los méas importantes, es el lavado para eliminar la saponina. Este
es un factor antinutricional que proporciona sabor amargo y tiene una gran
variedad de actividades biolégicas, entre ellas las propiedades hemoliticas y
detergentes. Muchas empresas productoras de quinua, aun no han generalizado
procesos mecanicos y tecnoldgicos para eliminar dicho metabolito secundario. La
mayoria sigue optando por procedimientos tradicionales, que implican el uso
desmesurado de agua, generando asi efluentes contaminados. Sin embargo,
pocas industrias han incorporado a la saponina en su economia circular,
aprovechando sus propiedades, en la medicina, industria farmacologica y
agricultura. Tal es asi, que la saponina se usa como reemplazo de pesticidas,
herbicidas y otros productos sintéticos. Aun asi, es necesario realizar
evaluaciones de todas las sustancias a las cuales existe exposicion humana,
mediante bioensayos toxicologicos, que permitan establecer criterios de seguridad
y efectividad (Martinez et al., 2010).

Esta investigacion se centra en la actividad toxicolégica de los extractos
hidroalcohélicos, usando Daphnia pulex como modelo experimental. La finalidad
fue evaluar los efectos toxicos de los extractos hidroalcohélicos de las semillas de
cuatro cultivares de quinua, a través de los ensayos de toxicidad aguda en dos
tiempos de exposicidon (24 y 48 horas). El experimento se realizd bajo condiciones
de laboratorio, usando cinco concentraciones (0,00625; 0,0125; 0,025; 0,050 y 0,1
mg/mL) los cuales permitieron calcular la CLsy y la Clgs; asimismo, se evalud
parametros clave como el porcentajade mortalidad. La estructura de la tesis
comprende una revision bibliografica de los metabolitos presentes en el extracto
hidroalcohélicb y sus posibles efectos sobre organismos acuaticos. El

experimento se realizd en el Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de




Informacion Geografica (BioSIG) y en el Laboratorio de Bioquimica de la

Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas. Se llevo a cabo entre los meses de junio a noviembre de 2023, con la

finalidad de lograr los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad toxicolégica de cinco concentraciones del extracto

hidroalcohélico de cuatro cultivares de las semillas de Chenopodium quinoa Willd
bre Daphnia pulex en condiciones de laboratorio. Ayacucho 2023.

Objetivo especifico

1. Determinar el porcentaje de mortalidad de neonatos de Daphnia pulex,
sometidas a concentraciones de 0,00625; 0,0125; 0, 025; 0, 05y 0,1 mg/mL de
los extractos hidroalcohdlicos de cuatro cultivares de las semillas de
Chenopodium quinoa Willd "quinua” a 24 y 48 horas de exposicion.

2. Calcular la ccacemracién letal media (CLsp) y concentracion letal noventa y
cinco (CLes) de los extractos hidroalcohédlicos de cuatro cultivares de las
semillas de Chenopodium quinoa Willd "quinua”, sobre neonatos de Daphnia
pulex a 24 y.48 horas de exposicién.

3. ldentificar cualitativamente los metabolitos secundarios mediante tamizaje
fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

4. Determinar cuantitativamente el contenido de saponinas extraidas en los
extractos hidroalcohdlicos de las semillas de los cuatro cultivares de

Chenopodium quinoa Willd "quinua”.




II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Internacionales
Martinez et al. (2010) evaluaron Iﬁefectos téxicos de los extractos acuosos de
diferentes plantas medicinales (Chenopodium quinoa, Matricaria chamomilla,
Urtica sp., Achyrocline sp., Baccharis genistelloides, Baccharis latifolia), asi como
detergente doméstico y etanol, en Daphnia sp. A través del microensayo estatico
ﬁleterminacién de la concentracion letal media (CLso). Lograron determinar que
la solucion de detergente fﬁnés toxica para Daphnia sp., con una CLsc= 0,0005
mg/mL en comparacion a Matricaria chamomilla, Urtica sp., Achyrocline sp., B.
latifolia y B. genistiloides, las cuales todas presentaron CL50=605 mg/mL a 48
horas de exposicion. A 96 horas, el etanol presenté una CLso = 0,0005 mg/mL vy el
extracto acutﬁ de Chenopodium quinoa una ClLso = 0,05 mg/mL. Los resultados
demostraron la alta sensibilidad de Daphnia sp a los extractos en base a la dosis
suministrada y al tiempo de exposicion.
Silva et al. (2003),estimaron la sensibilidad de la poblacidon de Daphnia pulex, al
bicromato de potasio (K:Cr.07) a través de la determinacién de la concentracién
letal media (E’m]. Los resultados muestran que la concentracién de 0,145 mg/L
de K:Cr:07, es capaz de matar al 50 % de la poblaciéon de Daphnia pulex. Los
rangos de sensibilidad superior e inferior, estan entre 0,092 — 0,197 mg/L
respectivamente. Estos resultados revelan que las especies trabajadas son
sensibles, por tanto, Daphnia pulex es un organismo modelo para realizar
evaluaciones de toxicidad.
Escobar (2009) implementé un sistema de alerta de riesgo toxicologico utilizando
Daphnia pulex “pulga de agua”, en el area de la sabana de Bogota. Determing el
indice de toxicidad de los efluentes industriales y las clasificd de erdo a su

carga téxica. Los efluentes industriales con la que trabajo son las industrias de




curtiembre (curtido de cromo y proceso de rivera), industria organica (planta cloro
- soda), industria termoeléctrica (patio de cenizas) e industria galvanoplastica. Las
CLso obtenidas fueron: curtido de cromo (Clso4s=0,643 %), proceso de ribera
(CLso-48=0,038 %), planta cloro soda (Clsp4s=0,033 %), patio de cenizas (CLso-
15=68,461 %) y en el proceso de galvanopla&i (CLsp4e=0,060 %). Estos
resultados permitieron clasificar a las industrias en: despreciable (industria de
curtiembre), moderada (industria termoeléctrica) y considerable (industria
organica y galvanoplastica). De esta manera se muestra la utilidad de los
bioensayos usando cladoceros constituyen una herramienta Gtil, de bajo costo,
efectiva para el control, evaluacién y clasificacion de cuerpos de agua receptores.
Ademas, permiten establecer mecanismos de calidad y control ambiental.
Nacionales

Bracho et al. (2022) evalud I toxicidad de los extractos acuosos, etandlicos y
hexanicos de las especies vegetales de Petiveria alliaca “mucura’, Genipa
gnen‘cana “huito” y Solanum mammosun “teta de vaca”, a través de los ensayos
de toxicidad aguda con Daphnia magna, a 48 horas de exposicién. La mortalidad
se determind por la CLsy. Los resultados obtenidos fueron: P. alliacea (711,18;
255,50; 65,36 mg/L), G. americana (508,07; 154,35; 20,64 mg/L), S. mammosum
(380,07; 90,59; 3,37 mg/L). Estos resultados demuestran que el empleo de
especies vegetales para el control de plagas debe ser usado de manera
responsable para generar el minimo impacto ambiental, para lo cual se debe
calcular su toxicidad ambiental.

Locales

Mamani (2019), extrajo las saponinas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”,
para determinar la actividad hemolitica sobre glébulos rojos humanos tipo “O” y la
actividad toxicoloégica en Daphnia sp, los resultados demostraron que las
saponinas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” no presentan hemolisis
mientras se use en pequefias cantidades y la actividad toxicologica, se calculd por
la concentracion letal media (CLsg). Se obtuvo un resultado de 519,4185 ppm, el
tamizaje fitoquimico indico abundante cantidad de saponinas, sin detectar
toxicidad. Sin embargo, las saponinas de la “tacsana”, tienen un alto potencial para

investigaciones futuras.




2.2. Marco conceptual
2.2.1. Chenopodium quinoa Willd “quinua”
Es una planta herbacea anual, dicotiledonea, que alcanza alturas de 3 metros, de
raiz pivotante, tallo cilindrico, hoja romboidal simple y alternada, tiene
inflorescencia en forma de panoja, con flores sésiles, en cuanto al fruto es un
aquenio que contiene una semilla de coloraciéon variable, contiene proteinas de
alta calidad, asi como otros nutrientes (Apaza et al., 2013).
2.2.2. Cultivar
Conjunto de plantas cultivadas que se distinguen por sus caracteristicas
fisiologicas, morfolégicas, citolégicas y quimicas, en su mayoria son
seleccionadas por el hombre mediante mejoramiento genético (Arévalo etal.,
2006).
2.2.3. Metabolitos secundarios
Compuestos quimicos de estructura compleja, que se s'atetizan en pequenas
cantidades, tienen funciones ecoldgicas, protectoras e intervienen en los
mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patdgenas, actuando
como pesticidas naturales (Pérez & Avalos, 2009).
2.2.4. Saponina
Son moléculas polares constituidas por una aglicona esteroide o triterpénica
(grupo hidrofébico) con una o méas cadenas de azlcares (grupo hidrofilico), unidos
por un enlace glicosidico (El Hazzam et al., 2020).

.5. Toxicidad
Capacidad de una sustancia de causar efectos negativos sobre los organismos
vivos, esta determinada por la dosis , la potencia del téxico, las propiedades
fisicoquimicas del compuesto, tiempo de exposicidn, susceptibilidad del individuo
y la via de exposicion (Roldan, 2016).
ﬁﬁ. Ecotoxicidad
Disciplina cientifica que estudia el efecto de las sustancias toxicas (naturales o
sintética;) sobre los organismos y ecosistemas (Planes & Fuchs, 2015).
2.2.7. Concentracion letal media (CLso).
Es la concentracién de un Empuesm que ocasiona la muerte del 50 % de
organismos expuestos en un periodo de prueba, se expresa en unidades de masa
de la sustancia por mililitros (Ramirez & Mendoza, 2008).




.8. Concentracidn letal noventa y cinco (CLgs)

Es la concentracién de un éompuesto que ocasiona la muerte del 95 % de
organismos expuestos en un periodo de prueba, se expresa en unidades de masa
de la sustancia por mililitros(Ramirez & Mendoza, 2008).

2.2.9. Daphnia pulex “pulga de agua”.

Crustaceos plancténicos, conocidos como ajlga agua, que habitan lagos, lagunas
y estanques temporales poco profundas, pertenecen a los Phyllopoda (a veces
llamado Branchiopoda), estos organismos presentan un sistema de filtracion
especializada, utilizan varias estructuras para alimentarse de manera eficiente de
las particulas suspendidas en el agua (Ebert, 2005).

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Chenopodium quinoa Willd “quinua”

a. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Chenopodium quinoa Willd “guinua” Cronquist
(1988).

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Caryaophyllidae

Orden Caryophyllales

Familia Chenopodiaceae

Género Chenopodium

Especie Chenopodium quinoa Willd
mbre Vulgar “‘quinua”

Oficina Regional para América Latinay el Caribe, (2011).
Definicion y origen
La quinua es un pseudocereal, con alto valor nutricional (20 aminoacidos, 10 de
ellos aminoacidos esenciales). Las evidencias histéricas mencionan que su
domesticacion fue hace mas de 5 000 afios en las inmediaciones del Lago Titicaca
de Perl y Bolivia, desde donde se expandioé a los paises andinos (Apaza et al.,
2013).
b. Descripcién botanica yégronémica

Planta dicotiledénea, con un periodo vegetativo que vﬁa desde 90 a 150 dias, se
cultiva desde el nivel del mar hasta los 4 000 msnm, se adapta a suelos acidos y
alcalinos (4,5 2 9,0 de pH). Léplanta es erguida, puede alcanzar alturas desde los
60 cm hasta los 3 metros. La raiz es pivotante, profunda, ramificada y fibrosa
(pueden alcanzar hasta180 cm). El tallo es cilindrico en el cuello ﬁ la planta y

angulosa en las ramificaciones, pueden ser estriados o acanalados. Las hojas son




simples, aIiemas&esién formadas por peciolos largos, finos y acanalados, la
lamina de la hoja en la misma planta puede ser romboidal, triangular o lanceolada.
La inflorescencia es en panoja, con un eje central y con ramificaciones
secundarias y terciarias. Las flores son sésiles y pequefias (3 mm), sin pétalos,
pueden ser hermafroditas (pistiladas y androestériles), con 10 % de polinizacion
cruzada, en cuanto al fruto es aquenio de forma cilindrica lenticular, el perigonio
contiene una sola semilla. Cada una de estas estructuras tienen coloracion
variable (verde o rojo), dependiendo de las condiciones ambientales y la fertilidad
del suelo, sin embargo, el color de los frutos pueden ser de color rojo, amarillo,
negro o blanco, dependiendo de la variedad (Apaza etal., 2013; Di Fabio &
Parraga, 2017).

c. Valor nutritivo

Tienen proteinas de aE calidad y aminoacidos esenciales. La composicion
nutricional fue detallada por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimema:ién) (Lan et al., 2023; Di Fabio & Parraga, 2017).

Tabla 2. Valor nutricional de la quinua

Valor nutricional
Analisis fisicoquimico (g/100 g, de muestra)

Humedad 8,44
Proteinas 16,19
Fibra 1,84
Cenizas 2,00
Grasa 5,20
Extracto libre de nitrégeno 66,33
Energia 372,09

Di Fabio & Parraga, (2017).

La calidad de los nutrientes se debe principalmente al contenido de aminoacidos
esenciales (especialmente la lisina), acidos grasos esenciales, vitaminas y
antioxidantes como los polifenoles y flavonoides. Es considerado como alimento
sin gluten apto para pacientes celiacos y personas alérgicas al trigo (Nowak et al.,
2016).

d. Variedades de quinua

¢ INIA 431 - Altiplano. Presente en la zona Circunlacustre y Suni de Puno, crece
a 3 800 y 3 950 msnm. El color del episperma es blanco, contiene 0,03 % de

saponina (Apaza et al., 2013).




« INIA 427 — Amarilla Sacaca. Presente en valles interandinos de las regiones
Cusco y Apurimac, entre los 2 750 y 3 650 msnm, el color del episperma es
amarillo y contiene 7 % de saponina (Apaﬁ etal., 2013).

e INIA 420 - Negra Collana. Adaptado a la zona Suni del altiplano los 3 800 y 3
900 msnm. El color del episperma es negro brillante, y tiene 0,015 % de saponina
(Apaza et al., 2013).

« INIA 415- Pasankalla. Crece en la zona agroecologica Suni del altiplano y en
los valles interandinos. Presenta 0,04 % y el episperma tiene un color rojo vino
(Apaza et al., 2013).

¢ lllpa INIA. Crece entre 3 800 a 3 900 msnm (en zonas Circunslacustres y Suni
Contiene 0,02 % de saponina (Apaza et al., 2013).

e Salcedo INIA. Crece entre los 3 800 y 3 950 msnm. Contiene 0,02 % de
saponina (Apaza et al., 2013).

¢ Quillahuaman INIA. Crece favorablemente en la region Cusco y Apurimac,
adaptacion 6ptima hasta los 3 500 msnm. Contiene 3 % de saponina (Apaza et al.,
2013).

Amarilla Marangani. Crece en la region Cusco, adaptacion optima en los
valles interandinos de las regiones de Cusco y Apurimac, hasta los 3 650 msnm.
Contiene 7 % de saponinas (Apaza et al., 2013).

« Blanca de Juli. Crece entre los 3 800 a 3 900 msnm. Contiene 0,04 % de
saponinas, y el colordlel episperma es blanco (Apaza et al., 2013).

= Kankolla. Crece en la zona Circunlacustre y Suni del altiplano entre los 3 800
y 3 900 msnm, con clima frio seco. Contiene 0,35 % de saponina y el color del
episperma es blanco (Apaza et al., 2013).

e Blanca de Junin. Region Junin, adaptacién optima en los pisos de valles
interandinos hasta los 3 500 msnm. Contiene un 3 % de saponina (Apaza et al.,
2013).

e Hualhuas. Abundante en la regidon Junin, se adapta a varias localidades
pertenecientes a la cuenca del Mantaro, contiene un 3 % de saponina y el color
del episperma es blanco {Ap%a etal, 2013).

« Huancayo. Regién Junin, cuenca del Mantaro de 3 200 a 3 400 msnm, con las
precipitaciones de 500 a 800 mm, debidamente distribuidos en todo su ciclo

vegetativo, contiene un 3 % de saponina (Apaza et al., 2013).




3.2. Metabolitos secundarios
Compuestos quimicos de estructura compleja y de distribucién limitada, se
sintetizan en pequefas cantidades, muchas de ellas tienen funciones ecologicas,
otorga sabores amargos en las plantas para repeler a predadores, también
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes
patégenos, actuando como pesticidas naturales (Pérez & Avalos, 2009).

a. Clasificacién
e Terpenos
En este grupo se encuentran pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas),
esteroles (ergosterol, sitosterol y colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos
cardiacos), latex y aceites esenciales (proporcionan sabor y olor a las plantas), y
actilan como repelentes de insectos o insecticidas (Pérez & Avalos, 2009).
« Compuestos fendlicos. En este grupo encontramos a los tanings, lignina y
flavonoides, estos estan implicados en la interaccion planta — herbivoro, asi como
dar coloracion a frutos y flores, por eso son importantes en la polinizacion y en
dispersion de semillas, (Pérez & Avalos, 2009).
» Glicosidos. Son de gran impartancia, su nombre se debe al enlace glicosidico
que se forma cuando una molécula de azlcar se condensa con otra que contiene
un grupo hidroxilo, los glicosidos de gran interés son las saponinas, glicosidos
cardiacos, glicésidos cianogénicos y los glucosinolatos. Cumplen un papel
protector y surfactante (Pérez & Avalos, 2009).
e Alcaloides. Cumplen funciones de defensa contra herbivoros (muchos
alcaloides son toxicos), contra patdgenos (tienen propiedades antimicrobianas y
protegen a la planta contra infecciones flngicas, bacterianas y virales), y atraen
polinizadores (actlan como sefales quimicas que atraen abejas, aves Yy
mariposas) (Pérez & Avalos, 2009).
2.3.3. Saponinas
Metabolito secundario formado por moléculas polares constituidas por una
aglicona esteroide o triterpénica (grupo hidrofobico) con una o mas cadenas de
azucares (grupo hidrofilico), unidos por un enlace glicosidico. La unién de las tres
estructuras proporcionan propiedades tensioactivas, detergentes, emulsionantes
(El Hazzam et al., 2020).




a. Clasificacién

Saponinas esteroidales

Predominan en las plantas monocotiledéneas angiospermas, se sintetizan por la
ruta del acido mevalonico. Se subdividen en dos grupos; los derivados del
espirostano y derivados del furostanol (Dewick, 2002; El Hazzam et al., 2020).

« Saponinas triterpénicas

Es limitado en las monocotiledéneas y abundante en las dicotiledoneas
(Caryophyllaceae, Sapindaceae, Polygalaceae y Sapotaceae).Tienen una
configuracién de 4 a 5 anillos; o 30 carbonos unidos a varios oxigenos, son unidos
a partir del isopreno (Cs) a través de la via del mevalonato citosolico para formar
un compuesto de 30 carbonos, derivan del dammarano y se dividen en
pentaciclicas y tetraciclicas (Dewick, 2002).

b. aPapel biolégico

« Actividad hemolitica. Las saponinas tienen la capacidad de lisar la membrana
de los eritrocitos, los esteroles se fijan en la membrana, ocasionando aumento
en la permeabilidad que prayoca la detonaciéon de la membra (Troisi et al., 2014).
= Actividad antifangica. La actividad antifingica de las saponinas de quinua en
cepas de Candida albicans, estéa influenciada por la variacion de las unidades de
carbohidratos enlazados eierglicosidicama‘ne y el oligoscéarido enlazado
acilglicosidicamente en C-28 de la aglicona. Los compuestos puros tienen poca o
ninguna actividad antifingica, lo que se concluye que tal actividad es un efecto
sinergénico (Stuardo & San Martin, 2008).
« Actividad antimicrobiana. Las saponinas solubles en agua tienen actividad
antimicrobiana en procariotas y eucariotas, pero solo en densidades celulares
pequefas (Miranda et al., 2014).

« Citoxicidad y actividad antitumoral. Las saponinas son altamente
citotoxicas, en particular los oleananos demuestran un efecto antitumoral a través
de distintas vias, como anticancerigenos, antimetastasis, inmunoestimulacion,
quimioprevencion, (Troisi et al., 2014).

c. Métodos de desaponificacion

« Proceso por via seca

Escarificacm. Procesos llevados a cabo con magquinarias adecuadas, que
permiten la friccién entre los granos por accion mecanica, para obtener un polvo
rico en saponina llamada “mojuelo”. Esta técnica permite eliminar un 58 % de
saponina (Corzo, 2008; Tapia & Fries, 2007).
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Termomecanico. Este proceso involucra un lecho fluidizo tipo surtidor, la friccién
y los choqtﬁ entre las semillas, quita las capas externas del episperma, de esto
se obtiene un polvo fino, la pérdida de los nutrientes es minima por la abrasion

controlada entre las particulas, y permite el ahorro de agua (Quiroga, 2010).

« Procesos por via himeda
Los granos de quinua se someten a remojo, agitacién, enjuague y escurri se
utiliza agua caliente de 55°C y agua fria, luego se procede al secado a 60 °C
durante 30 minutos con el propésito de evitar la germinacion, este proceso elimina
un 68 % de saponina (Corzo, 2008).
« Método combinado
Se realiza un escarificado para quitar saponinas y se contintia con un lavado para
eliminar las saponinas, esta técnica minimiza la ruptura de los granos (Gianna,
201
d. Método de analisis de las saponinas
¢ indice de espuma

s saponinas rompen la tension superficial del agua, que provoca la formacion
de espuma, la cantidad de saponinas en los granos se determina midiendo la
altura de la espuma formada, segun Galindo (1989), la espuma menor o igual a
5 mm indica una prueba negativa, de 5 a 9 mm sugiere poca cantidad de saponina,
de 10 a 14 mm el contenido de saponinas es moderado y es abundante si las
mediciones son iguales o sobrepasan los 15 mm (Subieta et al., 2011).
« indice de hemdlisis
En una suspension de eritrocitos, que entran en contacto con la saponinas, se
produce la ruptura de la membrana de estas células, provocando la liberacién de
la hemoglobina, esto genera un cambio de la absorbancia en el sobrenadante de
la suspension, esto permite cuantificar y detectar la presencia de saponinas en los
compuestos que se quieren estudiar, y esto permite precisar el grado de pureza
de las saponinas (Siller, 2012).
« Espectrofotometria
Las saponinas pueden reaccionar con sustancias especificas como el
anisaldehido, y otros aldehidos aromaticos con fuerte &cido mineral, estos
generan un producto coloreado como resultado de la deshidratacion de los
aglicones, por tanto estos tienen la capacidad de emitir o absorber radiacion

electromagnética, para determinar la concentracion del producto durante la
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reaccion, en tanto el espectrofotémetro capta la cantidad de luz emitida a través

de la solucién contenida en la celda (Triguero, 2021;Siller, 2012).

« Cromatografia en capa fina (TLC)

Las placas cromatograficas (gel de silicato) se usan para el analisis de saponinas
puras o extractos crudos, los reactivos mas comunes para la visualizacion son
vainillina — acido sulfirico, Liebermann - Burchard, cloruro de antimonio,
anisaldehido — &acido sulfurico, en la fase movil se usan solventes como
cloroformo, metanol, agua, butanol, etanol, amoniaco, los reactivos reveladores al
ser calentados revelan manchas que son medidas con densittmetro para
cuaﬂiﬁcar las saponinas (Siller, 2012).

« Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Esta técnica ayuda a obtener saponinas en pequefias cantidades, las particulas
de la fase estacionaria en HPLC son de 5 a 30 ym, las separaciones en su mayoria
se realizan en paquetes de silica de octilsilano con deteccion de indice de
refraccion, el solvente mas usado es el metanol —agua o acetonitrilo — agua (Siller,
2012).

e. Aplicaciones comerciales de las saponinas

Las saponinas por sus propiedades detergentes, emulsionantes y medicinales son
usadas en la industria para la fabricacion de detergentes, champus y jabones, la
industria farmacéutica las usa como agentes antiinflamatorios y anticancerigenos,
la industria alimentaria la ve como un potente estabilizador para mejorar la textura
de alimentos y en la agricultura se usa como un pesticida natural (Siller, 2012).
2.3.4. Organismos de prueba

a. Especies de prueba

Son organismos vivos utilizados para evaluar los efectos de sustancias quimicas,
estos se cultivan con facilitad en el laboratorio, son sensibles a una variedad de
contaminantes y estan disponibles durante todo el afio en fuentes comerciales
(United States Environmental Protection Agency, 2002).

Los organismos de prueba de agua dulce recomendados son:

o Ceriodaphnia dubia (cladéceros)

o Daphnia pulex (cladoceros)

o Pimephales promelas (peces)

e Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) y Salvelinus fontinalis (trucha de
arroyo)(USEPA, 2002).
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b. El género Daphniay sus caracteristicas

Las Daphnias son crustaceos plancténica, conocidos como pulga de agua.
Estructuralmente los claddceros tienen 10 pares de apéndices: anténulas,
antenas, maxilares y mandibulas, 5 a 6 extremidades en el tronco (son aparatos
de alimentacion y respiracion) al final del abdomen hay un par de garras. Su
cuerpo es transparente, segmentado en tres regiones (céfalon, perion y pleon) y
estan recubiertas por un caparazon de quitina. Asimismo, tiene tagma cefalica
formado por seis metameras que se fusionan para formar un caparazén bival&;,
prolongandose hasta la espina caudal. Su visidn estd conformada por un ojo
compuesto de color negro ubicado en la zona antero — medial del céfalon. El
tamanio de las pulgas de agua, varia segun la especie, pero en general la longitud
corporal oscila entre 0,5 a 6,0 mm (medido desde la cabeza hasta la cola)
(Garibotti et al., 2009; Ebert, 2005).

0Ojo compuesto

Segunda antena y =
pelos nadadores ===
. / / .
VAN
Ocglo Espinas
ROSITUM s orsales
Espinulas ".I
ventrales R |
Garras p /
¥ pecten

Proceso
abdominal

Figura 1. Anatomia de las Daphnias (Haney et al., 2013).
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c. Daphnia pulex “pulga de agua”

e Clasificacién taxonémica

La clasificacion taxondmica, proporcionada por la base de datos del Sistema
Integrado de Informacién Taxonémica en linea, muestra la siguiente clasificacion:

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de Daphnia pulex “pulga de agua” Miiller (1785).

ino Animal
Phylum Arthropoda
Clase Branchiopoda
Orden Diplostraca
Familia Daphniidae
Genero Daphnia
Especie Daphnia pulex
Nombre vulgar “Pulga de agua”

Integrated Taxonomic Information System (2004)

« Morfologia

Daphnia pulex es una especie con caracteristicas variables, se distingue de las
otras especies por los dientes grandes en el pecten medio de la garra post
abdominal (5 a 7 dientes). Alcanza 3,5 mm de longitud (USEPA, 2002).

e Distribucion

Daphnia pulex se encuentra mayormente en América del Norte (excepto en el
Artico y en los tropicos), pero también estan en gran parte de Europa y América
del Sur (USEPA, 2002).

« Ecologia y habitat

Se encuentran en lagos, lagunas y estanques temporales, poco profundos, ricos
en materia organica y con una demanda de oxigeno mayor a 3 — 4 mg/L, son
especies de agua limpia y predominan en periodos de baja turbidez. Presentan
migracion vertical diuma, como mecanismo de defensa contra sus depredadores.
Las hembras se reproducen por partenogénesis predominan durante todo el afio,
los cigotos se desarrollan dentro del ephippium por partenogénesis ameoitica sin
aporte genético de los machos, por tanto, la progenie es genéticamente idéntica a
la madre, la presencia de machos se da en periodos de escasez, dando como
resultado huevos de resistencia (Ephippia) (USEPA, 2002).

« Alimentacién

Estan adaptadas para vivir en floraciones de algas (ricas en proteinas y
carbohidratos), se alimentan de algas y bacterias, en condiciones de laboratorio
se alimentan con levadura (USEPA, 2002).
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* Ciclo de vida

El promedio de vida de Daphnia pulex a 20 °C es de 50 dias. Se ha reconocido
cuatro periodos de vida: huevo, juvenil, adolescencia y adulto, asi lo detalla
Pennak (1955), las hembras almacenan seis a10 huevos en la camara de cria, los
huevos eclosionan en la misma camara, cuando logran asemejarse a los adultos
son liberados dos dias después de la muda, tiene tres a cuatro etapas juveniles,
para alcanzar la etapa de adolescencia (periodo de madurez sexual, los évulos
alcanzan su pleno desarrollo en el ovario), este tiene una sola fase y es de corta
duracion, el adulto suele tener entre 18 y 25 etapas (USEPA, 2002).
2.3.5.Toxicologia

Es la ciencia que se ocupa del estudio de las sustancias toxicas y el efecto que
tienen estas sobre los organismos vivos. Guitart (2008) define a un téxico como
cualquier agente quimico o radiacion fisica que, tras entrar en contacto, y ser
absorbido por un organismo vivo, en cantidades (dosis) suficientes, puede generar
un efecto adverso de manera directa o indirecta, la toxicologia trata compuestos
exggenos al metabolismo normal del organismo xenobi6ticos (Roldan, 2016).

a. Toxicidad

Es la capacidad de una sustancia de causar algun efecto nocivo sobre los
organismos vivos, esta determinada por la dosis, la potencia del téxico, las
propiedades fisicoquimicas del compuesto, tiempo de exposicion, susceptibilidad
del individuo y la via de exposicion (Roldan, 2016).

b. Tipos de toxicidad

« Toxicidad crénica. Implica dosis repetida y prolongada del compuesto quimico
a probar, los efectos se desarrollan a lo largo del tiempo y puede no ser evidente
de inmediato, el objetivo de esta prueba es investigar la toxicidad en érganos, para
estimar el nivel de los efectos adversos no observados, en los organismos
expuestos se registran los signos y sintomas, se colectan muestras de sangre u
otro tipo de fluido y se analizan, al finalizar la prueba los organismos que
sobreviven se sacrifican, y se realizan un examen microscopico de 6rganos y
tejidos para caracterizar las patologias asociadas al quimico (Roldan, 2016).

e Toxicidad aguda. En esta prueba el parametro cuantificable es la muerte,
consiste en realizar una Unica exposicion en un periodo corto, a diferentes
concentraciones del compuesto quimico a probar y un grupo control, los
organismos expuestos se examinan diariamente, se registran los signos vy
sintomas, generados por el agente expuesto. La cantidad de muertes que se
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obtienen en cada grupo de dosis y en el control se registran y se analizan por
métodos estadisticos, las medidas de (Concentracion Letal Media) CLso y (Dosis
Letal Media) DLso, sSon muy comunes para este tipo de estudios (Roldan, 2016).
c. Concentracion Letal Media (CLs) y su determinacion
Es la medida que describe la cantidad o concentracion de un xenobidtico, que es
capaz de inhibir un proceso bioldégico en un ambiente especifico que resulta ser
letal para un 50 % de organismos expuestos en un tiempo determinﬁn. Puede
ser determinada construyendo una curva de dosis — respuesta. La CLso se expresa
en unidades de masa de la sustancia por masa seca (mg/mL) (Ramirez &
Mendoza , 2008).
Para la determinacion de la CLso, primero se realiza el conteo de individuos
muertos en cada concentracion y en el testigo, la correccion de las mortalidades
ae realiza con la formula de Abbott (Menéndez, 2009).
Formula de Abbott (1925) para corregir la mortalidad natural:

X-Y

MC=To0—v

(100)

Donde:

MC= Mortalidad corregida (%)

X = Mortalidad en el tratamiento (%)

Y = Mortalidad en el testigo (%) (Rayme , 2015).

Si en el transcurso de las pruebas, el porcentaje de mortalidad en los testigos
excede_al 10% la prueba se anula (Ramirez & Mendoza, 2008).

2.3.6. Ecotoxicologia

Es una disciplina cientifica que estudia el efecto de sustanciaﬁr compuestos
quimicos (naturales o sintéticos) sobre los ecosistemas. Las normativas
ambientales se fijan ﬁ‘uiendo en consideracion las caracteristicas de los
compuestos quimicos, su toxicidad, su persistencia en el ambiente y su potencial
bioacumulacién, por tanto los conocimientos ecotoxicolégicos proporcionan
informacion cientifica para la conformaciéon de convenios internacionales y
legislaciones que limiten su uso (Planes & Fuchs, 2015).

a. Principales contaminantes

* Quimicos inorganicos

Metales. Son abundantes en la r'aturaleza, por las actividades mineras, las

concentraciones disueltas causan la muerte de muchas especies acuaticas; el
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arsénico es un metal muy usado en la elaboracion de plaguicidas, herbicidas y se
liberan en grandes cantidades durante la extracciébn de oro y plomo, es
considerado como un agente toxico y cancerigeno al igual que el cadmio que se
utiliza en la galvanoplastia, en baterias y plasticos, en tanto el cobre , zinc, niquel
son elementos esenciales, pero son toxicos en altas concentraciones, es muy
usado para los cableados, plomeria y electrénica (Carriquitiborde et al., 2021).
Los gases inorganicos. El CO: (dioxido de carbono), los éxidos de nitrogeno
(NOx) y didxido de azﬂ'e (SO2) son gases que se emiten en grandes cantidades,
estos reaccionan en la atmoésfera formando acidos que generan precipitaciones
n pH bajo (lluvia acida), las evidencias a nivel de la salud estan vinculadas a
enfermedades pulmonares y cardiovasculares e incluso la muerte (Carriquiriborde
et al., 2021).
« Quimicos organicos
Constituido principalmente por plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas,
acaricidas) que ingresan de manera intencional al medio ambiente, asimismo
tenemos a los contaminantes que ingresan de manerano intencional al medio
ambiente, como son los subproductos de procesos industriales, detergentes,
salventes, productos de cuidado personal y farmacéuticos a través de efluentes
(Carriquiriborde et al., 2021).
e Fisicos &
Constituido por fagmentos o particulas subatomicas, energia calorifica, visible y
luz ultravioleta (UV), rayos X y los rayos gamma (v) y la temperatura son factores
fisicos gue causan contaminacién térmica, generando cambios en las condiciones
ambjentales (Carriquiriborde et al., 2021).
b. ﬁdisponibilidad, bioconcentracion, bioacumulacion y
biomagnificacion de los contaminantes
Los contaminantes que se encuentran en el ambiente, se incorporan a los seres
vivos, se acumulan en sitios blanco donde se desencadena el efecto tdxico, a
través de tres fases de accion, la primera es la exposicion donde influyen factor,
quimicos, fisicos y bioldgicos que determinan su biodisponibilidad (grado de un
contaminante que puede ser incorporado por el arganismao), la segunda fase es la
particion, dada por las condiciones que facilitan la absorcion, distribucion,
me@olizacic’m y excrecion (bioacumulacion) y la tercera fase es la potencia, que
es la concentracion interna del contaminante que segin el mecanismo de accion
interactuara con las moléculas del sitio blanco lo que determinaré la toxicidad del

17




contaminante. La biomagnificacién se define como incrementacién del
contaminante de un nivel tréfico a otro (Carriquiriborde et al., 2021).

c. Vias de ingreso y efecto de los contaminantes sobre los organismos
Los agentes toxicos ingresan al cuerpo por inhalaciéon de vapores, aerosoles, gas,
polvo y humo, pueden ingresar a través de la boca o nariz (via respiratoria), asi
como por la ingestion de alimentos, agua contaminados con sustancias toxicas
(via digestiva). Algunas sustancias téxicas pueden ser absorbidas por la piel al
entrar en contacto directo (via cutanea) y muchos agentes téxicos ingresan por
los ojos al haber un contacto directo (via ocular) (Carriquiriborde et al., 2021).
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ﬁ. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de estudio
El trabajo experimental se desarrollé en el Laboratorio de Bioguimica y en el
Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacion Geogréfica (BioSIG) de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga.
3.1.1. Ubicacion geografica del lugar de estudio
Longitud 1 634788,67
Latitud :8603575,11
Altitud (msnm)  : 2 791
3.1.2. Lugar de recoleccidn &e muestras bioldgicas
* Recoleccion de cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.
Las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, fueron obtenidas en la region
de Ayacucho, provincia Huamanga, distrito de Vilcashuaman, especificamente en
el Centro Poblado de Colpapampa ubicado a 3 836 msnm (Figura 2).

Tabla 4. Ubicacion geografica de los puntos de colecta de las semillas de Chenopodium
quinoa Willd "quinua".

Cultivares Este Norte (’:1\.:2:1””‘1)
Quinua Amarilla Marangani 619993,92 8492747.06 3839
Quinua Blanca Junin 620004,34 8492691,14 3839
Quinua Roja Pasankalla 619898,43 8492599,41 3836
Quinua Negra Collana 620004,39 8492464,89 3839

+ Recoleccidon de Daphnia pulex “pulga de agua”

Los organismos de prueba fueron colectados en la laguna de Condorccocha, que
se ubica en el departamento de Ayacucho, provincia Huamanga, distrito Chiara y
en la localidad de Condorccocha, a 3 621 msnm (Figura 3).
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Tabla 5. Ubicacion geografica de los puntos de colecta de Daphnia pulex "pulga de agua".

Puntos de muestreo Este Norte Altitud
(msnm)

P1 587605,18 8513856,40 3621

P2 587680,14 8513880,61 3621

P3 587752,11 8513838,76 3621

P4 587711,57 8513804,41 3621

P5 587640,00 8513815,57 3621

P1: Punto uno; P2: Punto dos; P3: Punto tres; P4: Punto cuatro; P5: Punto cinco.
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3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacién

1 kg de semillas de Chenopodium quinoa Willd de los cultivares Amarilla
arangani, Blanca Junin, Roja Pasankalla y Negra Collana.

3.2.2. Muestra

300 g de semillas de quinua Amarilla Marangani.

300 g de semillas de quinua Blanca Junin.

300 g de semillas de quinua Roja Pasankalla.

300 g de semillas de quinua Negra Collana.

3.2.3. Organismo de prueba

Neonatos de Daphnia pulex.

3.2.4. Unidad experimental

Frasco de plastico con 80 mL de solucién de extracto hidroalcohdlico de semillas

de quinua a diferentes concentraciones, conteniendo 10 neonatos de Daphnia
lex.

3.3. Metodologiay recoleccion de datos

3.3.1. Colecta de semillas

Las semillas de quinua Amarilla Marangani, Blanca Junin, Roja Pasankalla y

Negra Collana, se colectaron en el centro poblado de Colpapampa a 3 836 msnm,

en el periodo de cosecha (junio), en cantidades de 1 kg. Estas se almacenaron en

bolsas de polietileno, debidamente rotuladas (nombre del cultivar, fecha y lugar de

recoleccion).

3.3.2. Proceso de identificacion taxondémica y reconocimiento de variedad

de las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”

Para realizar |a identificacion taxondmica, se utilizaron plantulas en buen estado

(dispuestas en prensa de madera) y las semillas. Ambos elementos colectados

fueron llevados a especialistas botanicos.

3.3.3. Obtencidn de los extractos hidroalcohélicos

Los prorﬁdimientos para obtener los extractos hidroalcohdlicos de quinua se

llevaron a cabo en el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela Profesional de

Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, y conllevo los

siguientes pasos:
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+ Seleccion

Se desecharon las semillas en mal estado, asi como palillos y piedras presentes

en las muestras de quinua. De esta manera se obtuvo 300 g de semillas limpias y

en buen estado.

« Maceracion

Las semillas seleccionadas se colocaron en botellas de color ambar de capacidad

de 2 L, enseguida se agregd 1 200 mL de alcohol al 70 %. Durante siete dias se

realiz6 la agitacién manual por 20 minutos. Cumplido los dias de maceracién, se

realiz6 la filtracion usando papel Whatman nimero rﬁ Los extractos se recogieron

en recipientes de porcelana, luego se transfirieron al equipo evaporador rotatorio

(Yamato — modelo RE 301) para eliminar el agua. Posteriormente el extracto se

seco en la estufa (Labor Muzzeripari Muvek) a 40°C durante tres dias (Miranda &

Cuéllar , 2000). El resultado final fue un concentrado de consistencia pastosa y de

color ambar (anexo 24).

e Determinacion del porcentaje de rendimiento del extracto
hidroalcohdlico seco

Se realiz6 un raspado a los recipientes de porcelana para extraer el concentrado

pastoso, después se pesé en una balanza analitica marca Nimbus NBL 241e

Adam. Para la determinacion del porcentaje de rendimiento, se utilizo la ecuacién

empleada por Carrillo et al. (2011).

Peso (g)del extracto

100
Peso (g)de semillas X

% de rendimiento =

« Almacenamiento y mantenimiento

Los concentrados pastosos fueron almacenados en frascos de vidrio color ambar
y se mantuvieron en refrigeraciéon a 8 °C, hasta el momento de su uso (Miranda
& Cuéllﬂ, 2000).

3.3.4. Tamizaje fitoquimico

Se llevd a cabo en el Laboratorio de Bioguimica de la Escuela Profesional de
Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. La
identiﬁcaciérﬁualitativa de los metabolitos secundarios se realizoé a través de la
observacion de precipitados y cambios de coloracion (tabla 6).
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Tabla 6. Procedimiento del tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos secos de

las semillas de quinua.

Metabolitos Procedimientos Resultados
secundarios

Ensayo de Dragendorff
Alcaloides Se tomd una pequena cantidad de Opalescencia (+)

muestra y se suspendio en 1 mL de acido
clorhidrico al 1 9%. Se calentd
suavemente y una vez enfriado se le
agregd tres gotas de reactivo
Dragendorff.

Ensayo de Mayer

Una pefflefia cantidad de muestra se
disolvio en 1 mL de acido clorhidrico al 1
% (solucion acida), se adiciono una pizca
de cloruro se sodio en polvo, luego se
agitoé suavemente y se filtrd. Finalmente
se anadio tres gotas de reactivo Mayer.

Ensayo de Wagner

Se prepardé nuevamente la solucion
acida, y se anadio tres gotas del reactivo
Wagner.

Aminas Ensayo de Ninhidrina
Una pequena cantidad de muestra se
diluyé en alcohol, se tomo una pequena
alicuota, después se mezcld con 2 mL de
solucién de ninhidrina al 2 %. Finalmente
se calentd en bafo Maria por 10
minutos.

Antocianidinas Se preparé 1 mL de muestra etandlica y
se agregd 0,5 mL de acido clorhidrico
(HCI) concentrado. Luljo se calento en
bano Maria por 10 minutos, se dejo
enfriar y seguidamente se anadio 0,5 mL
de agua y 1 mL de alcohol amilico.
Finalmente se agitd y se dejo en reposo
hasta la aparicion de dos fases.

Azlcares Reaccion de Benedict

reductores Se disolvid la muestra del extracto
hidroalcohélico seco en 1 mL de agua
destilada, se anadio 2 mL de reactivo de
Benedict y se calentd en bano Maria por
10 minutos.

Catequinas Se tomdé una gota de la solucion
hidroalcohélica con una pipeta Pasteury
se aplico sobre papel filtro. Sobre la
mancha se agrego dos gotas de solucién
de carbonato se sodio (NazCOs).

Flavonoides Ensayo de Kedde
Se tomo6 1 mL del extracto en etanol y se
mezclé con 1 mL de reactivo Kedde y se
dejo reposar por 10 minutos.

Turbidez definida (++)
Precipitado (+++)

Opalescencia (+)
Turbidez definida (++)
Precipitado (+++)

Opalescencia (+)
Turbidez  definida
(++)

Precipitado (+++)

Azul violaceo

Rojo a marrén en la
fase amilica

Precipitado rojo a rojo
ladrillo

Verde carmelita

Violaceo
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Compuestos
fendlicos

Lactonas y
cumarinas

Quinonas

Saponinas

Triterpenos y
esteroides

Ensayo de Shinoda

Una pequefia cantidad de [fuestra
(extracto hidroalcohdlico seco), se diluyd
en 1 mL de acido clorhidrico concentrado
(HCI), a este se anadio tres pedazos
pequefios de cinta de magnesio
metalico, una vez reaccionado se espero
cinco minutos. Para finalizar se anadio 1
mL de alcohol amilico, se mezcld

idadosamente y se dejo reposar.

Ensayo de Cloruro férrico

A una alicuota del extracto
hidroalcohdlico, se anadio tres gotas de
solucion de tricloruro férrico (FeCls) al 5
10

A-una alicuota del extracto acuoso, se
anadid una gota acetato de sodio
(CHsCOONa) y tres gotas de tricloruro
férrico.

([Ensayo de Baljet

A 1 mL de solucion etandlica de la
muestra, se afnadid 1 mL de solucion de
Baljet.

Ensayo Borntrager

Una pizca de nuestra se diluyé en 1 mL
de cloroformo, luego se anadio 1 mL de
hidréxido de sodio al 5 %, seguidamente
se agitd para mezclar y para finalizar se
dejo en reposo hasta su separacion en
dos fases.

Prueba de egFpma

Una pizca de muestra se diluyé con 5 mL

agua destilada, y se agitd durante 10
minutos.

Ensayo de Liebermann gjBurchard

Una pizca de la muestra se diluyé con 1
mL de cloroformo, seguidamente se
anadid 1 mL de acido acético, se agitd
suavemente. Por la pared del tubo de
ensayo se dejo resbalar tres gotas de
acido sulfirico concentrado sin agitar.

Amarillo, rojo, en la
parte amilica

Verde azul (taninos)
Rojo- vino (fenoles)

Rojo claro u oscuro

Rosado rojizo en la
fase amoniacal

Espuma en la
superficie de mas de
2 mm de altura y
persistente por mas

de 2 minutos
Rosado — azul (muy
rapido)

Verde intenso visible
Verde oscuro — negro
al final de la reaccion

Miranda y Cuellar (2000).
3.3.5. Cuantificacion de saponinas

a. Preparacion del reactivo Liebermann — B

hard

Teniendo en cuenta las indicaciones de Monije et al.(2016) se prepard el reactivo

Liebermann Burchard, mezclando anhidrido acético y &cido sulfirico en

proporcion 1:5, la mezcla fue enfriada durante cinco minutos en el refrigerador a
4 °C (Gianna, 2013).
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b. Barrido espectral con saponina purificada

Para obtener la maxima longitud de onda a la cual se absorbe la muestra de
saponina, se realizo un barrido espectral. Para este fin se desarrollaron una serie
de actividades tomando en cuenta las especificaciones de Ramos (2016):

* Se pesd 1 mg de saponina de Quillaja saponaria (Sigma) ydisolvic’: en1mL
de agua destilada purificada. Se agitd aé 500 RPM por 30 segundos.

e 1 mL de la solucién se transfirio a un tubo de ensayo con tapa rosca.
Seguidamente se agregd 3,5 mL del reactivo Liebermann Burchard. La mezcla se
agitd por 30 segundos a una velocidad de 3 500 RPM. Luego se dejo reposar por
30 minutos a temperatura ambiente.

e Elbarrido espectral se realizé entre 400 a 600 nm (Lozano et al., 2012; Gianna
2013). Se uso el equipo de espectrofotometria UV visible marca Genesys 10S VIS.
Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

. mayor absorbancia fue a 420 nm (anexo 1).

c. Elaboracion de curva de calibracion

e Preparacion de solucion madre. Se preparo una solucion madre de 1 mg/mL
de& saponina de Quillaja saponaria (patrén) (Ramos, 2016).

e Curva de calibraciéon. Partiendo de la solucion ﬁadre se prepararon
soluciones de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5 mg/mL, se tomdé 1 mL de cada
dilucic‘nrw se mezcld con 3,5 mL de reactivo Liebermann Burchard, se agitdé en
vortex por 30 segundos, se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se realizo la lectura en el espectrofotémetro a 420 nm. Todas
las mediciones se realizaron por triplicado (Hamoséms).

Las concentraciones iniciales se multiplicaron con el factor de dilucién:

FD = V—m
Vt
Donde:
FD: Factor de dilucion
: Volumen de la muestra (1 ml)

Vt: Volumen de la muestra + volumen del reactivo LB (4,5 mL) (Ramos, 2016).
Las absorbancias se registraron en el software Excel. Con los datos se realizé una
gréafica (anexo 2) y se obtuvo una ecuacién de correlacion lineal, que permitio
calcular la concentracion de saponinas. La absorbancia medida fue la suma de las
saponinas en si, del reactivo y del pigmento. Para obtener una absorbancia real
de las muestras se utilizé la siguiente ecuacion:
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AR =AMRc — AM - ARc
Donde:
AR: Absorbancia real
AMRc: Absorbancia de la muestra con el reactivo de color
AM: Absorbancia de la muestra
ARc: Absorbancia del reactivo Liebermann Burchard (Gianna, 2013).
d. Cuantificacion de saponinas
Para cuantificar las saponinas de las muestras de quinua, se peso cinco gramos
de cada extracto seco de quinua y se dispuso en fiolas de 50 mL seguidamente
se enraz6 con agua destilada, se agitd suavemente por 30 minutos, 1 ra. de cada
solucién se transfirio a tubos con tapa de goma, luego se ﬁregé 3,5 mL de
reactivo de reactivo Liebermann Burchard, se agit6 en vortex por 30 segundos, y
se dejo incubar por 30 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo, se
realizo la lectura de la absorbancia a 420 nm (el procedimiento se realizd por
triplicado) (Ramos, 2016).
3.3.6. Colecta de agua y Daphnia pulex “pulga de agua”
» Colecta de muestras de agua
En cinco puntos equidistantes de la Laguna, se tomaron muestras de agua en
ﬁ:ipientes de capacidad de 650 mL, estas se rotularon debidamente y se llevaron
al Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacion Geografica (BioSIG).
* Colecta de Daphnia pulex “pulga de agua”
La colecta de Daphnia pulex, se realizo con la red de zooplancton (luz de malla de
50 um), y fueron trasladas en recipientes de 3 L que contenian el agua de laguna
(Garcés, 2013).
» Identificacion de Daphnia pulex “pulga de aga‘:”
La identificacion de pulgas de agua, hasta especie, se realiz6 en el Laboratorio de
Biodiversidad y Sistema de Informacion Geografica (BioSIG), con la ayuda del
microscopio compuesto (Marca: Olympus; modelo: CX31RTSF). Se aislo
organismos ejemplares vivos y se colocaron en un portaobjeto con una gota de
Lugol. Se observo las diferentes partes del individuo, como la vesicula éptica,
rostro, antena, garra post abdominal, espina caudal. Estas fueron identificadas
usando claves pictoricas y clave taxonomica de Pennak (1955).
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3.3.7. Medicién de los parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos se midieron con el multiparametro (Marca: Hanna,
modelo: H198131), se midieron los siguientes parametros: dureza total, dureza
célcica, pH, sodlidos disueltos totales y conductividad (USEPA, 2002). Los

resultados obtenidos se detallan en el anexo 3.
« Preparacion de agua reconstituida

Los resultados de los parametros fisicoquimicos, permitieron preparar agua
reconstituida para el cultiﬁ de las pulgas de agua a nivel de IaboraHio. Se
emplearon las cantidades de los reactivos indicados en la tabla 7, para preparar
la solucién madre de agua reconstituida al 100 %. Luego se tomé 0,8 mL de la
solucidon madre vy se transfirid a una fiola de 1 000 mL y se completé con agua
destilada (Gamez & Ramirez, 2008).

Tabla 7. Composicion del agua reconstituida.

Reactivo Descripcion del producto Gramos/Litro
Cloruro de calcio Marca Fagalab - P.M:110,99 135

g/mol
Sulfato de Magnesio Marca HiMedia - P.M: 246,47 36,5
heptahidratado g/mol
Cloruro de potasio Marca Meyer — P.M: 40,00 g/mol 10
Bicarbonato de sodio Marca Portugal 10

P.M: Peso molecular
Géamez & Ramirez, (2008).
Una vez obtenida el agua de cultivo se realizd las medidas de los parametros
fisicoquimicos (anexo 3).
3.3.8. Aclimatacién de Daphnia pulex a condiciones de Ial:graiorio
2
La aclimatacion de los organismos de prueba, a condicion es del Laboratorio de

Biodiversidad y Sistema de Informacién Geogréafica (BioSIG).
Temperatura: 21-25 °C

Fotoperiodo: 16 horas luz; 8 horas oscuridad (Ramirez & Mendoza, 2008).
¢ Prueba de sensibilidad

Se seleccionaron cinco pulgas de agua de tamafo pequefio, y se colocaron en un
recipiente con 50 mL de agua reconstituida. Después de 24 horas, se observd que
las pulgas tuvieron una tasa de supervivencia del 100 %.

¢ Cultivo y mantenimiento de Daphnia pulex “pulga de agua”

Se colocaron 10 Daphnias graidas en un litro de agua reconstituida. Se alimenté

diariamente con siete gotas de levadura diluida a una concentracion de 0,002
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mg/mL. Cada cinco dias, se realizé el cambio y limpieza del recipiente (USEPA,
2002).

Después de una semana, al observar un aumento en la poblacion. Se
seleccionaron neonatos de dos dias de edad. Utilizando una pipeta Pasteur se
colocaron a una pecera de 20x60 cm, con 3 L de agua reconstituida y alimento.
Las condiciones en la pecera se mantuvieron sin aireacion, con temperatura entre
20 a21 °CypH de 6,02. Los parametros fisicoquimicos se especifican en el anexo
3 (USEPA, 2002).

¢ Limpieza
Cada 5 dias, se llevd a cabo el proceso de limpieza, el cual implicé desechar la

mitad del agua reconstituida de la pecera y reemplazarla con 1 500 mL de agua
reconstituida fresca.

* Recoleccion de neonatos

Pasado tres semanas se evidencié aumento en la poblacién de Daphnia pulex.
Los neonatos (menos de un dia de nacidos) fueron usados para las pruebas
experimentales. Se escogieron 10 neonatos, y se dispusieron en pequefios vasos

descartables.

3.3.9. Elaboracion de pruebas piloto

e Las unidades experimer&les estuvieron expuestas a concentraciones de 0,1;
0,2;0,3;0,4 y 0,5 mg/mL de los extractos hidroalcohdlicos de los cuatro cultivares
de quinua.

« Se realizd lecturas de mortalidad a las 6, 12 y 24 horas de iniciado el
experimento.

e La lectura definitiva se realizd a las 24 horas, dorae se obtuvo mortalidades
absolutas de los neonatos de Daphnia pulex en las concentraciones de 0,2; 0,3;
0,4y 0,5 mg/mL.

eLa lectura en la concentracion 0,1 mg/mL dio como resultado, tasas de
mortalidad del 70 %, 50 %, 60 % y 50 % en 24 horas, en los extractos de quinua
Amarilla Marangani, Blanca Junin, Roja Pasankalla y Negra Collana,
respectivamente. Basados en estos resultados, se establecieron
concentraciones experimentales definitivas de 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05y 0,1
mg/mL (Ramirez & Mendoza, 2008).
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3.3.10. Preparacion de las concentraciones de los extractos

hidroalcohdlicos

* Se prepard una solucion stock de 0,2 mg/mL (120 mg de extracto seco: 600
mL de agua reconstituida).

« Las concentraciones de 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05 y 0,1 mg/mL. Se
prepararon usando la férmula de dilucion (C1V1=C‘élg). Las cantidades de

solucion madre y agua reconstituida se precisan en la tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas de las soluciones para la preparacion de cinco concentraciones
de los extractos de guinua.

Concentracion (mg/mL)  Solucion stc;ckL(;.E mg/mL Agua reconstituida
m
0,00625 18,75 581,25
0,01250 37,5 562,5
0,02500 75 525
0,05000 150 450
0,10000 300 300
2

3.3.11. Preparacion de las unidades experimentales

Las unidades experimentales estuvieron constituidaﬁmr recipientes descartables
de capacidad de 100 mL, estas contenian 80 mL de agua reconstituida con la
concentracion del extracto de quinua, como se sefiala en la tabla 8, los neonatos
de Daphnia pulex, fueron asignados de manera aleatoria, se dio inicio al
experimento cuando los neonatos fueron colocados en los recipientes que
contenian los tratamientos, las lecturas de mortalidad se realizaron a 24 y 48
horas.

Tabla 9. Caracteristicas de las unidades experimentales.

Unidades experimenta|es Concentracion N° de individuos
(mg/mL) expuestos de Daphnia
pulex
1 0,00000 10
2 0,00625 10
3 0,01250 10
4 0,02500 10
5 0.05000 10
6 0,10000 10

3.4. Determinacion de la concentracion letal media (CLso) y concentracion
letal noventa y cinco (ClLos).

La concentracion Ieté media (CLso) se realizé tomando datos de las mortalidades
acumuladas a 24 y 48 horas de exposicion. Se realizd el anélisis Probit, con un
limite de confianza del 95 % (USEPA, 2002).

3.5. Disefno experimental
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Se us6 un disefio completamente al azar (DCA),y se estudio el efecto de las cinco

concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa Willd (0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05 y 0,1
mg/mL) sobre Daphnia pulex (neonatos menores o iguales a 24 horas), a 24 y 48
horas de exposicion, se considerd el control negativo para realizar las correcciones
de acuerdo a la formula de Abbott (Ramirez & Mendoza, 2008).

3.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron registrados en tablas y representados en figura de
tendencia central y de dispersion. La finalidad fue comparar los porcentajes de
mortalidad causadas por cada cultivar y las concentraciones de los extractos
hidroalcoholicos en 24 y 48 horas de exposicion.

Se aplicaron pruebas estadisticas de normalidad, como Kolmogorov Smirnov y
Shapiro Wilk. Los resultados indicaron que el nivel de significancia fue muy bajo
(p< 0,001), lo que sugeria que los datos no se distribuian normalmente. Bajo este
supuesto, se optod por utilizar pruebas estadisticas no paramétricas, como Kruskall
Wallis con un nivel de confianza del 95 % (a=0,05). Esta se utiliz6 para comparar
las tasas de mortalidad de los diferentes cultivares de quinua y las
concentraciones. Para estcaaanélisis se utilizo el Software SPSS 27 (Levin &
Rubin, 2004).La estimacién de la concentracion letal media (CLso) y concentracion
letal noventa y cinco (CLgs) se realizé utilizando la metodologia Probit, usando el
Software MINITAB 21 (USEPA, 2022).
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Iv.

RESULTADOS
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Tabla 10. Mortalidad acumulada promedio de los neonatos de Daphnia pulex causada por
cinco concentraciones crecientes del extracto hidroalcohélico de cuatro cultivares de las
semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2023.

2

Cultivar Concentraci Mortalidad acumulada Mortalidad acumulada
6n (mg/mL) promedio
24 h (n°) 24 h (%) 48 h (n°) 48 h (%)
Amarilla 0,00625 0,000 0,000 1,333 13,333
Marangani (01250 1,333 13,333 1,667 16,667
0,02500 2,333 23,333 4,667 46,667
0,05000 3,333 33,333 9,667 96,667
0,10000 5,667 56,667 10,000 100,000
Promedio 2,533 25,333 5,467 54,667
Blanca Junin 0,00625 0,000 0,000 1,000 10,000
0,01250 1,000 10,000 2,000 20,000
0,02500 1,667 16,667 4,333 43,333
0,05000 4,000 40,000 7,667 76,667
0,10000 5,333 53,333 9,000 90,000
Promedio 2,400 24,000 4,800 48,000
Roja 0,00625 0,000 0,000 1,333 13,333
Pasankalla 91250 1,000 10,000 2,000 20,000
0,02500 2,333 23,333 4,333 43,333
0,05000 5,000 50,000 8,333 83,333
0,10000 5,667 56,667 8,333 83,333
Promedio 2,800 28,000 4,867 48,667
Negra 0,00625 0,000 0,000 1,000 10,000
Collana 0,01250 0,667 6,667 1,333 13,333
0,02500 1,333 13,333 2,333 23,333
0,05000 1,667 16,667 4,333 43,333
0,10000 3,000 30,000 6,667 66,667
Promedio 1,333 13,333 3,133 31,333
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Figura 4. Mortalidadfcumulada promedio de los neonatos de Daphnia pulex "pulga de
agua", causada por los extractos hidroalcohélicos de cuatro cultivares de Chenopodium
quinua Willd "quinua". Ayacucho 2023.
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Tabla 11.Valores de CLso y Cles con sus intervalos de confianza a 24 y 48 horas de
exposicion para los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de cuatro cultivares de
quinua. Ayacucho 2023.

Tratamientos Tiempo de Intervalo de Intervalo de
exposicion confianza confianza
(h) (95%) (95%)
Clso Inferior  Superior Clas Inferior  Superior

Amarilla 24 0,0837 00677 0,1131 0,1807 0,413  0,2687
Marangani 48 0,0252 0,021  0,0302 00493 00416  0,0630

24 0,0851 00695 0,1130 0,1774 0,401  0,2579
Blanca Junin 48 0,0382 00298 0,0477 0,0976 0,0809 0,1274
Roja 24 0,0766 0,0624  0,1001 0,1679 0,333  0,2407
Pasankalla a8 0,0386 00289  0,0493 0,1094 000895  0,1461
Negra 24 0,1363 0,1005 02613 02688 0,1866 05787
Collana a8 0,0700 00564 0,0917 0,1629 0,1289  0,2346
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Tabla 12. Tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos de las semillas de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2023.

Componentes Resultados Observaciones
quimicos
AM BJ RP NC

Catequinas - - - - No hay coloracion
prescrita

Quinonas § § § § No hay coloracion
prescrita

Azlcares reductores ++ + ++ + Precipitado rojo
ladrillo

Lactonas y Cumarinas ++ + + ++ Coloracion rojiza

Antocianidinas +4++ +++ +++ Coloracion marrén
rojiza

Triterpenos y ++ + + + Coloracion rosada

esteroides

Fenoles y taninos + - + + Coloracion verdosa

Saponinas +++ ++ ++ + Altura de mas de 2
mm

Aminoacidos / aminas  +++ - + + Coloracion violacea

Flavonoides ++ + ++ ++ Coloracion rojiza en
la fase amilica

Cardendlidos - - - - No hay coloracion
prescrita

Alcaloides + + + ++ Turbidez

Leyenda

AM: Amarilla Marangani
BJ: Blanca Junin

RP: Roja Pasankalla
NC: Negra Collana

Mo presenta (-)
Poco (+)
Regular (++)

Abundante (++4)
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Tabla 13. Contenido de saponinas en las semillas de cuatro cultivares de Chenopodium

quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2023.

Cultivar de Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion  Concentracion

quinua (promedio) (real) de saponinas en de saponinas de saponinas
(mg/mL) (mg/g) (mg/5g)

Amarilla

Marangani 19450 0,247 0,376 3,76 18,80

Blanca

Junin 1,3500 0,131 0,199 1,99 9,95

Roja

Pasankalla 13220 0,102 0,154 1,54 7,70

Negra

Collana 1,2580 0,0450 0,067 0,64 3,00
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V. DISCUSION

La figura 4, muestra los porcentajes de mortalidad acumulada de los neonatos de
Daphnia pulex “pulga de agua”, registradas a 24 y 48 horas de exposicion a los
extractos hidroalcoholicos de cuatro cultivares de quinua. Los resultados indican
que negra Collana, presenta niveles bajos de mortalidad a 24 y 48 horas de
exposicion, con 13,3 % y 31,4 % respectivamente. Por otro, la quinua Amarilla
Marangani, Blanca Junin y Roja Pasankalla muestran altas tasas de mortalidad,
aungue con diferencias minimas entre ellas. A 24 horas la roja Pasankalla (28,0
%) muestra un porcentaje de mortalidad ligeramente superior a la amarilla
Marangani (25,3 %) y Blanca Junin (24,0 %). Mientras a 48 horas, destaca amarilla
Marangani con 54,7 % respecto a los demas. Sin embargo, al realizar la prueba
de Kruskall Wallis (anexo 6), no se hallé significancia estadistica (p>0.05), lo que
sugiere que las mortalidades generadas por cada extracto, son estadisticamente
similares. La principal causa de mortalidad, se atribuye a los elementos contenidos
en el extracto hidroalcoholico. Bracho et alé2022), llevaron a cabo un proyecto de
investigacion, con el objetivo de evaluar la toxicidad de los extractos acuosos,
etandlicos y hexanicos de tres especies vegetales (Petiveria alliacea, Genipa
americana y Solanum mammosum), a través de ensayos de toxicidad aguda,
usando Daphnia magna, donde atribuyen la mortalidad de estos organismos a la
compleja composicion quimica de los metabolitos secundarios. Ademas, los
resultados indican que los extractos organicos son mas toxicos que los acuosos.
Torres (2023), identifico que el extracto hidroalcohdlico de quinua Amarilla
Marangani, contiene varios compuestos, entre ellas saponinas, alcaloides,
catequinas, fenoles, taninos, lactonas vy cumarias. Ademas, refiere que la
saponina es el principal metabolito responsable de la muerte de Brevicoryne
brassicae “pulgén de col”. Este trabajo de investigacién contiene procesos de

identificacion y cuantificacion de saponinas, las cuales se explican mas adelante.
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La figura 5, muestra los porcentajes de mortalidad de neonatos de Daphnia pulex

“pulga de agua” causado por cinco concentraciones crecientes de los extractos
hidroalcoholicos de cuatro cultivares de quinua, expuestas a 24 horas. Se puede
observar, la relacion proporcional de la concentracion y la tasa de mortalidad. La
concentracion menor (0,00625 mg/mL) no evidencié signos de mortalidad en
neonatos de Daphnia pulex. Por otro lado, las tasas de mortalidad surgen a partir
de la concentracion 0,0125 mg/mL. En concreto, Negra Collana present6 6,7 %;
Blanca Junin y Roja Pasankalla 10,0 %; y Amarilla Marangani 13,3 %. En las
concentraciones 0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL y 0,1 mg/mL, las tasas de mortalidad
fueron aumentando gradualmente. Por otra parte; la figura 6 muestra tasas de
mortalidad a 48 horas de exposicion, en este caso se puede observar que 0,00625
mg/mL ocasiond tasas de mortalidad de 10,0 % en Negra Collana y Blanca Junin
13,3 % en Amarilla Marangani y Roja Pasankalla. Asimismo, las concentraciones
de 0,0125 mg/mL; 0,025 mg/mL y 0,05 mg/mL, registraron un aumento en las
tasas de mortalidad con respecto a 24 horas de exposicion. La concentracion mas
alta (0,1 mg/mL) generé mortalidad absoluta en quinua Amarilla Marangani y los
extractos de Blanca Junin, Roja Pasankalla y Negra Collana, presentaron
mortalidades de 90,0 %; 83,3 % y 66,7 % respectivamente. Martinez et al. (2010),
realizaron estudios de los efectos téxicos de los extractos acuosos de quinua en
Daphnia magna, mostrd que a 96 horas de exposicion el extracto tiene CLsp = 0,05
mg/mL. Ademas, sefiala que a intervalos de exposicion reducidos no hay valores
significativos. Roberts et al. (2022); menciona que las variaciones de las tasas de
mortalidad en diferentes tiempos de exposicion se deben a diversas causas. Una
de ellas es la acumulacién de la sustancia toxica. A menores tiempos de
exposicion la cantidad de la sustancia es relativamente baja en los organismos,
pero a medida que pasa el tiempo, la sustancia tdxica tiende a acumularse en
concentraciones mas altas. Otro factor, es la activacion de vias metabolicas,
durante las primeras horas de expaosicion, los organismos activan mecanismos de
defensa que contrarrestan los efectos toxicos. Sin embargo, cuando transcurre el
tiempo estos sistemas se vuelven ineficaces y de esta manera se va generando
danos celulares de manera progresiva.
La figura 7, muestra las tendencias tedricas de las mortalidades acumuladas de
los neonatos de Daphnia d)uiex “‘pulga de agua”, en relacién a cinco
concentraciones crecientes de extractos hidroalcohdlicos de las semillas de
quinua y muestran las CLsp y Clgs, que representan las concentraciones en las
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cuales muere el 50 % y 95 % de neonatos expuestos. En 24 horas de exposicion,
Negra Collana fue menos toxico (CLso =0,1363 mg/mL; ClLss=0,0,2688 mg/mL).
Por otro lado, Roja Pasankalla presenté mayor toxicidad con respecto a los demas
cultivares (CLs=0,0766 mg/mL y CLg=0,1679 mg/mL), los cultivares de quinua
érnarilla Marangani y Blanca Junin mastraron niveles de toxicidad (CLso= 0,0837
mg/mL; Clgs= 0,1413 mg/mL y ClLss = 0,0851 mg/mL; ClLgs= 0,1679mg/mL,
respectivamente), que se encuentran muy cercanas a Roja Pasankalla. En
cambio, a 48 horas de exposicion (figura 8) podemos observar los cambios en los
niveles de toxicidad. En este contexto, se puede observar que la quinua Amarilla
Marangani (CLso= 0,0252 mg/mL; CLs=0,0493 mg/mL), superd a Roja Pasankalla
(CLso= 0,0386 mg/mL; CLgs= 0,1094 mg/mL). Negra Collana continud mostrando
bajos niveles de toxicidad (CLss= 0,0700 m&mL; CLgs= 0,1629 mg/mL).

En resumen, los hallazgos sugieren que los extractos hidroalcoholicos de las
semillas de quinua, tienen diferentes niveles de toxicidad en Daphnia pulex, lo que
puede ser importante para la regulacion ambiental e industrial. No obstante, se
necesita mas investigaciones para comprender completamente los efectos del
exitracto en ecosistemas acuaticos y en la salud humana. Jiang etal. (2018)
determiné la CLso de quinua amarilla a 48 horas.de exposicion. La concentracion
0,00022 mg/mL, genera mortalidad del 50% en la poblacion de neonatos de
Daphnia magna. Al comparar los resultados, podemos ver que el extracto de
quinua es mas toxico en Daphnia magna que en Daphnia pulex. Sin embargo, se
pueden deber a muchos factores como; la variedad, la proporcién de agua y
alcohol, las condiciones fisicoquimicas de las uniﬁdes experimentales y la
cantidad de saponinas extraias. Latabla 10, muestra el porcentaje de rendimiento
de los extractos hidroalcohélicos secos obtenidos en las semillas de quinua,
Amarilla Marangani presentd 7,9 %; Blanca Junin 4,83 %; Roja Pasankalla 3,4 %
y Negra Collana 1,77 %. Huayanca (2021) mostr6 que el porcentaje de
rendimiento obtenido en la accesion de quinua amarilla, fue de 18 %. Esto
demuestra que hay mayor rendimiento, al triturar las semillas y someterlas al
método de extraccion asistida por microondas. Las caracteristicas fisicoquimicas
(anexo 13), fluctan al iniciar y finalizar la prueba. A 24 horas, la dureza total en
las soluciones que contienen los extractos hidroalcohdlicos de quinua Amarilla
Marangani, Blanca Junin y Roja Pasankalla variaron ligeramente. La solucion con
el extracto de quinua Negra Collana fluctudé méas que las demas. El pH se mantuvo
dentro del rango establecido y cercanas al control negativo. En cuanto, a la
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conductividad eléctrica varia en todos los tratamientos, estos cambios se deben
a que los compuestos presentes en el extracto hidroalcohdlico, que se ionizan al
mezclarse con el agua (Rayme, 2015). La disminucién del oxigeno disuelto se
debe a que las sustancias en la quinua usan el oxigeno para formar otros
compuestos, generando un descenso considerﬁe.

Ramirez & Mendoza, (2008), menciona que la concentracion final del oxigeno
disuelto debe ser mayor a 2 mg/L. Las soluciones con extracto de quinua Amarilla
Marangani, Blanca Junin y Roja Pasankalla, cumplieron las especificaciones. El
oxigeno disuelto en el extracto de quinua Negra Collana son menores a lo
establecido, por lo que se puede concluir que las mortalidades en neonatos de
Daphnia pulex, la mortalidad también se ve influencia por falta de oxigeno. La
CLso, s muy usado para el calcular las concentraciones de medicamentos,
pesticidas, herbicidas, medicamentos, alimentos y metales pesados, la CLgs no es
muy calculada o usada, pero en aquellos compuestos altamente toxicos y
peligrosos es obligatorio su calculo, ya que implica riesgos ambientales a gran
escala. El calculo de estas, es importante para establecer politicas de regulacion
ambiental. (USEPA, 2002). Las saponinas y los componentes presentes en los
extractos de quinua, al ser productos de origen natural, son biodegradables y su
permanencia en cuerpos de agua es a corto plazo (Troisi et al., 2014), por tanto
aun no hay estudios que hablen de procesos de bioacumulaciéon y
biomagnificacién en los ecosistemas. Sin embargp, no se debe subestimar la
presencia de las saponinas y demas metabolitos secundarios, en altas
concentraciones, la presencia de estas puede interferir significativamente en la
vida acuatica y ocasionar dafios en la integridad de organismos particularmente
sensibles.

La tabla 12, muestra los resultados de los tamizajes fitoquimicos. En los cuatro
cultivares, se puede observar una alta concentracién de antocianidinas (+++) y
pocas cantidades de fenoles y taninos (+). La quinua Amarilla Marangani presento
saponinas y aminoacidos en abundancia (+++). Los azlcares reductores,
lactonas, cumarinas y flavonoides en cantidades regulares (++) y poca presencia
de alcaloides (+). La quinua Blanca Junin presentd saponinas, azlcares
reductores y flavonoides en cantidades regulares (++) y muy pocas (+) las
cantidades de azlcares reductores, aminoacidos y alcaloides. Roja Pasankalla
presentd cantidades regulares (++) de saponinas, azlcares reductores y
flavonoides, pero la presencia de lactonas, cumarinas, aminoacidos y alcaloides
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son pocas (+), y finalmente Negra Collana presentd cumarinas, flavonoides y
alcaloides en cantidades regulares (++) y pocas cantidades de azlcares
reductores, saponinas y aminoacidos. Quispe (2017) evalud la toxicidad aguda del
extracto hidroalcohdlico de semillas de Lupinus mutabilis “tarwi” sobre larvas del
Il estadio de Culex quinquefasciatus, y atribuyé la mortandad de estos
organismos a la presencia de lactonas y alcaloides en el extracto hidroalcohélico.
Al realizar el tamizaje fitoquimico evidencid la presencia de estos compuestos
biotéxicos en abundancia (+++). Al comparar Culex quinquefasciatus y Daphnia
pulex, se puede sostener que las pulgas de agua al ser organismos altamente
sensibles, son mucho mas vulnerables, a cualquier agente toxico, en menores
concentraciones (Jiménez, 2015). Wink & Schimmer (2010), asegura que los
alcaloides y las lactonas, generan una interrupcion de la sefial neural, debido a
que afectan a los canales i6nicos, a los receptores neuronales, a enzimas
encargadas de degradar neurotransmisores y a los mensajeros secundarios,
también tiene la capacidad de intercalar el ADN (frena la sintesis de proteinas),
esto conlleva a la muerte en las pulgas de agua. Los flavonoides y las
antocianidinas, son polifenoles que generan la oxidacion de los acidos grasos
insaturados de la membrana, ocasionando la formacién y proliferacion de
radicales lipidicos que provocan la destruccion de las membranas celulares
(Batista et al., 2009). Por lo tanto, se puede concluir que los metabolitos
secundarios antes descritos, son compuestos biotoxicos que generan mortalidad
en Daphnia pulex. Sin embargo, los aminoacidos, tienen efectos antagonicos que
contrarrestan en cierta mediﬁ la muerte en las pulgas de agua. Huaman (2017),
determing que existe mayor crecimiento poblacional de Daphnia magna “pulga de
agua”, cuando se alimenta con jugo de Spinacia oleracea “espinaca’. Para
Lisiewska et al. (2011) el jugo de espinaca presenta aminoacidos como: la
leucina, prolina, valina y metionina. Asimismo, las variedades de quinua
contienen diferente proporcion de fenilalanina, tirosina, histidina, metionina, lisina,
isoleucina, treonina, tirosina y valina (Campos et al., 2022). Los aminoacidos
mejoran la funcionalidad gastrica, intervienen en la reparacion celular y ayudan el
metabolismo & los acidos grasos. la leucina, valina, y la isoleucina estan
inmiscuidas en la produccion de energia y reducen los trastornos
neuromusculares. En cambio la metionina es un detoxificante y ejerce proteccién
contra radicales libres (Bojanic, 2011).
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La tabla 13, muestra la cantidad de saponinas obtenidas en los cuatro cultivares
de quinua, a través del método de espectrofotometria UV-VIS. Es asi que la quinua
Amarilla Marangani tiene 3,79 mg/g, Blanca Junin 1,99 mg/g, Roja Pasankalla
1,54 mg/g y Negra Collana 0,64 mg/g. Triguero (2021 )éuantificf) las saponinas de
cuatro variedades de Chenopodium quinoa Willd, por el método de cromatografia
de gases acoplado a espectrofotometria de masas (GC/MS), la cantidad de
saponinas, reportadas por cada variedad fueron: 13,8 mg/g en quinua Real
Amarilla, 11,2 mg/g en quinua Real Blanca, 8,39 mg/g en quinua Real Roja
Pasankalla y 8,39 mg/g en quinua Real Negra. Se puede apreciar la diferencia en
los resultados obtenidos. Esto se atribuye a la especificidad y sensibilidad del
método empleado. Apaza et al. (2013) menciona que el contenido de saponina
varia segun la variedad, las variedades con mayor saponina son las amarillas,
seguidas de las blancas, rojas y negras. Las saponinas vegetales son glucésidos
anfifilicos, constituida por una aglicona triterpénica (grupo hidrofébico) y por una
cadena de azlcares (grupo hidrofilico), unidos por enlace glicosidico, estas
estructuras proporcionan a las saponinas propiedades tensioactivas, detergentes
y emulsionantes. Por estas propiedades las saponinas de quinua son muy
utilizadas en diferentes industrias, principalmente en la agricultura son usadas
como biopesticidas. Estas ayudan a controlar eficientemente las plagas aJe
afectan sembrios (El Hazzam et al., 2020). Estudios preliminares mencionan que
las saponinas se anclan al colesterol de la membrana celular, causando la
solubilizacién y permeabilizacién de sus componentes de manera reversible
(Stewart et al., 2016) y al ingresar provocan tension y debilitamiento en la bicapa
lipidica, lo que conlleva a la formacién de poros (Islam et al., 2018). Los poros son
un medio donde se produce el escape de las moléculas presentes en el citosol de
las células (Zheng & Gallot, 2020). En consecuencia, las saponinas actian como
irritantes gastrointestinales y hemoliticos. Esto provoca una descompensacion
ibnica, que genera pardlisis en las células musculares, alteraciones
gastrointestinales que inhiben la absorcion correcta de los alimentos (Martinez
et al., 2010).
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VI. CONCLUSIONES

1. Las mayores tasas de mortalidad de neonatos de Daphnia pulex fueron
registradas en el extracto hidroalcohélico de las semillas de Amarilla
Marangani a la concentracidon de 0,1 mg/mL, asumiendo mortalidades de 56,7
% en 24 horas y 100 % a 48 horas de expﬁticién.

2. Latasa de mortalidad a 48 horas es megor en el extracto hidroalcohoélico de las
semillas de quinua Negra Collana con valores de ClLsp y Clas da0,0T mg/mL y
0,16 mg/mL. Y la mayor se registra en Amarilla Marangani con valores de CLso
y ClLes de 0,03 m%nL y 0,05 mg/mL.

3. Se determiné que el extracto hidroalcohélico de las semillas de quinua Amarilla
Marangani presenté abundante saponina (+++), la quinua la Blanca Junin y
Roja Pasankalla cantidades regulares (++), y negra Collana con poca cantidad
de saponina. (+). Asimismo, los extractos de los cuatro cultivares presentaron
lactonas, azlcares reductores, antocianidinas, fenoles, flavonoides vy
alcaloides.

4. En la cuantificacion de las saponinas, la quinua Amarilla Marangani presenta
mayor cantidad con 0,376 mg/mL. Seguida de Blanca Junin y Roja Pasankalla
con 0,199 mg/mL y 0,154 mg/mL respectivamente. La quinua negra Collana

presentd la menor cantidad de saponinas con 0,069 mg/mL.
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VI. RECOMENDACIONES
Se sugiere purificar los extractos hidroalcohdlicos para obtener el
metabolito especifico y luego someterlas a pruebas de toxicidad. Esto para
evitar cualquier efecto que pueda potenciar o disminuir la mortalidad en los
organismos de ppleba.
Se recomienda llevar a cabo estudios de toxicidad crénica utilizando
saponinas de quinua en varios organismos de prueba, como peces, con el

fin de evaluar los efectos subletales de las saponinas.
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Actividad toxicoldgica del extracto hidroalcohdlico de cuatro
cultivares de semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”
sobre Daphnia pulex. Ayacucho 2023
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