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RESUMEN

La investigacion se centr6 en evaluar, la influencia de los extractos
hidroalcohdlicos de las semillas de quinua sobre organismos acuaticos. Para el
conocimiento de su toxicidad ambiental y evitar posibles dafios ambientales. El
objetivo principal fue determinar la actividad toxicolégica de los extractos
hidroalcohdlicos de los cultivares de las semillas de Chenopodium quinoa Willd
(Amarilla Marangani, Blanca Junin, Roja Pasankalla y Negra Collana), sobre
neonatos de Daphnia pulex. Se determiné el porcentaje de mortalidad, asi como
la concentracion letal media (CLso) y concentracion letal noventa y cinco (ClLes) en
24 y 48 horas de exposicién. Las concentraciones utilizadas fueron; 0,00625;
0,0125; 0,025; 0,05 y 0,1 mg/mL, mas un grupo control (blanco) para evaluar y
comparar los efectos de la sustancia estudiada. Las unidades experimentales
estuvieron constituidas por 80 mL de agua reconstituida de dureza total de 26
mg/mL de Carbonado de Calcio, que contenian los extractos hidroalcohdlicos de
las semillas de quinua. Las mortalidades registradas a las 24 y 48 horas de
exposicion se expresaron en porcentaje de mortalidad acumulada para el analisis
estadistico y para la determinacion de CLso y CLgs. El tamizaje fitoquimico, mostré
la presencia de una variedad de metabolitos secundarios, entre ellas las
saponinas. Las Cls registradas fueron: 0,0837; 0,0851; 0,0766 y 0,1364 mg/mL
a 24 horasy 0,0252; 0,0382; 0,0386 y 0,0700 mg/mL a 48 horas, respectivamente.
Por otro lado, las CLgs, fueron 0,1807; 0,1774; 0,1678; 0,2688 mg/mL y a 48 horas
0,0493; 0,0976; 0,1094 y 0,1629 mg/mL. Los resultados evidencian que a mayor
tiempo de exposicion y a mayor concentracion se observa mayor efecto toxico.

Palabras clave: Toxicidad, Daphnia pulex, ClLso, ClLos, cultivares de quinua.,
extracto hidroalcohdlico.
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l. INTRODUCCION

La obtencion de los granos de quinua para consumo humano pasa por diversos
procesos, uno de los mas importantes, es el lavado para eliminar la saponina. Este
es un factor antinutricional que proporciona sabor amargo y tiene una gran
variedad de actividades biologicas, entre ellas las propiedades hemoliticas y
detergentes. Muchas empresas productoras de quinua, ain no han generalizado
procesos mecdanicos 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 farmacoldgica 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 toxicoldgicos, que permitan establecer criterios de seguridad
y efectividad (Martinez et al., 2010).

Esta investigacion se centra en la actividad toxicoldgica de los extractos
hidroalcohdlicos, usando Daphnia pulex como modelo experimental. La finalidad
fue evaluar los efectos toxicos de los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de
cuatro cultivares de quinua, a través de los ensayos de toxicidad aguda en dos
tiempos de exposicion (24 y 48 horas). El experimento se realiz6 bajo condiciones
de laboratorio, usando cinco concentraciones (0,00625; 0,0125; 0,025; 0,050y 0,1
mg/mL) los cuales permitieron calcular la CLsoy la CLgs; asimismo, se evalud
parametros clave como el porcentaje de mortalidad. La estructura de la tesis
comprende una revision bibliografica de los metabolitos presentes en el extracto
hidroalcohdlico, y sus posibles efectos sobre organismos acuaticos. El

experimento se realizO en el Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de



Informacion Geografica (BioSIG) y en el Laboratorio de Bioquimica de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas. Se llevé a cabo entre los meses de junio a hoviembre de 2023, con la
finalidad de lograr los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la actividad toxicolégica de cinco concentraciones del extracto

hidroalcohélico de cuatro cultivares de las semillas de Chenopodium quinoa Willd

sobre Daphnia pulex en condiciones de laboratorio. Ayacucho 2023.

Objetivos especificos

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 concentracion letal media (CLso) y concentracion letal noventa y
cinco (CLgs) de los extractos hidroalcohdlicos de cuatro cultivares de las
semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, sobre neonatos de Daphnia
pulex a 24 y 48 horas de exposicion.

3. lIdentificar cualitativamente los metabolitos secundarios mediante tamizaje
fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos 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

2.1.1. Internacionales

Martinez et al. (2010) evaluaron los efectos 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
y determinacion de la concentracion letal media (CLso). Lograron determinar que
la solucion de detergente fue mas toxica para Daphnia sp., con una CLse= 0,0005
mg/mL en comparacién a Matricaria chamomilla, Urtica sp., Achyrocline sp., B.
latifolia y B. genistiloides, las cuales todas presentaron CLso= 0,05 mg/mL a 48
horas de exposicién. A 96 horas, el etanol present6 una CLso= 0,0005 mg/mL y el
extracto acuoso de Chenopodium quinoa una CLso = 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 exposicién.

Silva et al. (2003),estimaron la sensibilidad de la poblacién de Daphnia pulex, al
bicromato de potasio (K2Cr.0-) a través de la determinacién de la concentracion
letal media (CLso). Los resultados muestran que la concentracion de 0,145 mg/L
de K:Cr0O7, es capaz de matar al 50 % de la poblacion 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) implement6 un sistema de alerta de riesgo toxicolégico utilizando
Daphnia pulex “pulga de agua”, en el area de la sabana de Bogota. Determino el
indice de toxicidad de los efluentes industriales y las clasific6 de acuerdo a su

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


https://es.wikipedia.org/wiki/Baccharis_latifolia

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 (CLsp-4s=0,643 %), proceso de ribera
(CLs0-48=0,038 %), planta cloro soda (CLso.4s=0,033 %), patio de cenizas (CLso-
45=68,461 %) y en el proceso de galvanoplastia (CLso.4s=0,060 9%). 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 utlidad de los
bioensayos usando clad6ceros constituyen una herramienta util, de bajo costo,
efectiva para el control, evaluacién y clasificacién de cuerpos de agua receptores.
Ademads, permiten establecer mecanismos de calidad y control ambiental.

2.1.2. Nacionales

Bracho et al. (2022) evalud la toxicidad de los extractos acuosos, etanolicos y
hexanicos de las especies vegetales de Petiveria alliaca “mucura”, Genipa
americana “huito” y Solanum mammosun “teta de vaca”, a través de los ensayos
de toxicidad aguda con Daphnia magna, a 48 horas de exposicion. La mortalidad
se determiné por la CLso. 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.

2.1.3. Locales

Mamani (2019), extrajo las saponinas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”,
para determinar la actividad hemolitica sobre gldbulos rojos humanos tipo “O” y la
actividad toxicolégica en Daphnia sp, los resultados demostraron que las
saponinas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” no presentan hemdlisis
mientras se use en pequefas cantidades y la actividad toxicol6gica, se calculd por
la concentracion letal media (CLsp). Se obtuvo un resultado de 519,4185 ppm, el
tamizaje fitoquimico indic6 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
aguenio que contiene una semilla de coloracién 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, morfoldgicas, citolégicas y quimicas, en su mayoria son
seleccionadas por el hombre mediante mejoramiento genético (Arévalo et al.,
2006).

2.2.3. Metabolitos secundarios

Compuestos quimicos de estructura compleja, que se sintetizan en pequefas
cantidades, tienen funciones ecoldgicas, protectoras e intervienen en los
mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patégenos, 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 més cadenas de azucares (grupo hidrofilico), unidos
por un enlace glicosidico (EI Hazzam et al., 2020).

2.2.5. Toxicidad

Capacidad de una sustancia de causar efectos negativos sobre los organismos
vivos, estd determinada por la dosis , la potencia del toxico, las propiedades
fisicoquimicas del compuesto, tiempo de exposicion, susceptibilidad del individuo
y la via de exposicién (Roldan, 2016).

2.2.6. Ecotoxicidad

Disciplina cientifica que estudia el efecto de las sustancias téxicas (naturales o
sintéticas) sobre los organismos y ecosistemas (Planes & Fuchs, 2015).

2.2.7. Concentracion letal media (CLso).

Es la concentracién de un compuesto 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).

2.2.8. Concentracion letal noventay cinco (CLgs)

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

2.3. Basesteodricas

2.3.1. Chenopodium quinoa Willd “quinua”

a. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Chenopodium quinoa Willd “quinua” Cronquist

(1988).
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Chenopodium
Especie Chenopodium quinoa Willd
Nombre Vulgar “‘quinua”

Oficina Regional para América Latina y 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 expandi6 a los paises andinos (Apaza et al.,
2013).

b. Descripcién botanicay agronémica

Planta dicotileddnea, con un periodo vegetativo que varia 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 a 9,0 de pH). La planta es erguida, puede alcanzar alturas desde los
60 cm hasta los 3 metros. La raiz es pivotante, profunda, ramificada y fibrosa
(pueden alcanzar hastal80 cm). El tallo es cilindrico en el cuello de la planta y
angulosa en las ramificaciones, pueden ser estriados o acanalados. Las hojas son
simples, alternas y estan 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 polinizacién
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 alta calidad y aminoacidos esenciales. La composicion
nutricional fue detallada por la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion) (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

e 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).

o 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 (Apaza et al., 2013).



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

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

o lllpaINIA. 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 regién Cusco y Apurimac,
adaptacion éptima hasta los 3 500 msnm. Contiene 3 % de saponina (Apaza
et al., 2013).

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

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

e Kankolla. Crece en la zona Circunlacustre y Suni del altiplano entre los 3 800
y 3900 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. Regién Junin, adaptacién 6ptima 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 regién Junin, se adapta a varias localidades
pertenecientes a la cuenca del Mantaro, contiene un 3 % de saponina y el color
del episperma es blanco (Apaza et al., 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).

2.3.2. Metabolitos secundarios

Compuestos quimicos de estructura compleja y de distribucion limitada, se

sintetizan en pequefias cantidades, muchas de ellas tienen funciones ecolégicas,

otorga sabores amargos en las plantas para repeler a predadores, también



intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes

patogenos, actuando como pesticidas naturales (Pérez & Avalos, 2009).

a. Clasificacion

e Terpenos. En este grupo se encuentran pigmentos carotenoides (carotenos y
xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol y colesterol), derivados de los
esteroles (glicasidos cardiacos), latex y aceites esenciales (proporcionan sabor
y olor a las plantas), y actian como repelentes de insectos o insecticidas (Pérez
& Avalos, 2009).

e Compuestos fendlicos. En este grupo encontramos a los taninos, 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).

e Glicésidos. Son de gran importancia, su nombre se debe al enlace glicosidico
que se forma cuando una molécula de azucar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo, los glicésidos de gran interés son las saponinas,
glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y los glucosinolatos. Cumplen un
papel protector y surfactante (Pérez & Avalos, 2009).

o Alcaloides. Cumplen funciones de defensa contra herbivoros (muchos
alcaloides son téxicos), contra patdgenos (tienen propiedades antimicrobianas
y protegen a la planta contra infecciones fangicas, bacterianas y virales), y
atraen polinizadores (actian como sefiales quimicas que atraen abejas, aves
y mariposas) (Pérez & Avalos, 2009).

2.3.3. Saponinas

Metabolito secundario formado por moléculas polares constituidas por una

aglicona esteroide o triterpénica (grupo hidrofébico) con una o mas cadenas de

azucares (grupo hidrofilico), unidos por un enlace glicosidico. La union de las tres
estructuras proporcionan propiedades tensioactivas, detergentes, emulsionantes

(El Hazzam et al., 2020).

a. Clasificacion

Saponinas esteroidales

Predominan en las plantas monocotiledoneas angiospermas, se sintetizan por la

ruta del acido mevaldnico. Se subdividen en dos grupos; los derivados del

espirostano y derivados del furostanol (Dewick, 2002; El Hazzam et al., 2020).



e Saponinas triterpénicas

Es limitado en las monocotiledéneas y abundante en las dicotiledéneas

(Caryophyllaceae, Sapindaceae, Polygalaceae y Sapotaceae).Tienen una

configuracion 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 citosélico para formar

un compuesto de 30 carbonos, derivan del dammarano y se dividen en

pentaciclicas y tetraciclicas (Dewick, 2002).

b. Papel bioldgico

e 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 provoca la detonacién de la membra (Troisi et al.,
2014).

e Actividad antifungica. La actividad antifiingica de las saponinas de quinua en
cepas de Candida albicans, esta influenciada por la variacién de las unidades
de carbohidratos enlazados eterglicosidicamente y el oligoscérido enlazado
acilglicosidicamente en C-28 de la aglicona. Los compuestos puros tienen poca
0 ninguna actividad antifingica, lo que se concluye que tal actividad es un
efecto sinergénico (Stuardo & San Martin, 2008).

e Actividad antimicrobiana. Las saponinas solubles en agua tienen actividad
antimicrobiana en procariotas y eucariotas, pero solo en densidades celulares
pequeias (Miranda et al., 2014).

o 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. Meétodos de desaponificaciéon

e Proceso por via seca

Escarificacion. Procesos llevados a cabo con maquinarias adecuadas, que

permiten la friccion entre los granos por accidbn mecanica, para obtener un polvo

rico en saponina llamada “mojuelo”. Esta técnica permite eliminar un 58 % de

saponina (Corzo, 2008; Tapia & Fries, 2007).

Termomecanico. Este proceso involucra un lecho fluidizo tipo surtidor, la friccion

y los choques 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).
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e Procesos por via humeda

Los granos de quinua se someten a remojo, agitacién, enjuague y escurrido, se
utiliza agua caliente de 55°C y agua fria, luego se procede al secado a 60 °C
durante 30 minutos con el propdsito de evitar la germinacién, este proceso elimina
un 68 % de saponina (Corzo, 2008).

e Método combinado

Se realiza un escarificado para quitar saponinas y se contindia con un lavado para
eliminar las saponinas, esta técnica minimiza la ruptura de los granos (Gianna,
2013).

d. Método de andlisis de las saponinas

e Indice de espuma

Las 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).

e Indice de hemolisis

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).

e Espectrofotometria

Las saponinas pueden reaccionar con sustancias especificas como el
anisaldehido, y otros aldehidos aromaticos con fuerte acido 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 concentraciéon del producto durante la
reaccion, en tanto el espectrofotdbmetro capta la cantidad de luz emitida a través
de la solucion contenida en la celda (Triguero, 2021;Siller, 2012).

e Cromatografia en capa fina (TLC)

Las placas cromatogréficas (gel de silicato) se usan para el andlisis de saponinas

puras o0 extractos crudos, los reactivos mas comunes para la visualizacion son
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vainillina — acido sulfurico, Liebermann — Burchard, cloruro de antimonio,

anisaldehido — &acido sulfirico, 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 densitometro para

cuantificar las saponinas (Siller, 2012).

¢ Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Esta técnica ayuda a obtener saponinas en pequefas cantidades, las particulas

de la fase estacionaria en HPLC son de 5 a 30 um, las separaciones en su mayoria

se realizan en paquetes de silica de octilsilano con deteccion de indice de

refraccion, el solvente méas 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:

e Ceriodaphnia dubia (clad6ceros)

e Daphnia pulex (cladoceros)

¢ Pimephales promelas (peces)

e Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) y Salvelinus fontinalis (trucha de
arroyo)(USEPA, 2002).

b. El género Daphniay sus caracteristicas

Las Daphnias son crustaceos planctonicos, conocidos como pulga de agua.

Estructuralmente los cladoceros tienen 10 pares de apéndices: anténulas,

antenas, maxilares y mandibulas, 5 a 6 extremidades en el tronco (son aparatos

de alimentacién y respiracion) al final del abdomen hay un par de garras. Su

cuerpo es transparente, segmentado en tres regiones (céfalon, perion y pleon) y
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estan recubiertas por un caparazon de quitina. Asimismo, tiene tagma cefalica
formado por seis metameros que se fusionan para formar un caparazoén bivalvo,
prolongandose hasta la espina caudal. Su vision estd conformada por un ojo
compuesto de color negro ubicado en la zona antero — medial del céfalon. El
tamafio 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).

~ . Ojo compuesto

Segunda antenay -
pelos nadadores =" =%

o~
P,

/
/ \ m——
\ Espinas
ROSErUM s & \ Lwdorsales

Espinulas
ventrales

Garras postabdominales
y pecten

Proceso
abdominal

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

e Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxondmica, proporcionada por la base de datos del Sistema
Integrado de Informacion Taxonémica en linea, muestra la siguiente clasificacion:

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Daphnia pulex “pulga de agua” Muller (1785).

Reino Animal

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

Integrated Taxonomic Information System (2004)
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¢ 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 Ameérica del Norte (excepto en el
Artico y en los tropicos), pero también estan en gran parte de Europa y América
del Sur (USEPA, 2002).

e Ecologiay 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
migracién vertical diurna, 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).

e Alimentacion

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).

e Ciclo devida

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 al0 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 6vulos
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 toxico como

cualquier agente quimico o radiacion fisica que, tras entrar en contacto, y ser

14



absorbido por un organismo vivo, en cantidades (dosis) suficientes, puede generar

un efecto adverso de manera directa o indirecta, la toxicologia trata compuestos

exdgenos al metabolismo normal del organismo xenobidticos (Roldan, 2016).

a. Toxicidad

Es la capacidad de una sustancia de causar algun efecto nocivo sobre los

organismos vivos, estd 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

e 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
organos, 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
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, son muy comunes para este tipo de estudios (Roldan,
2016).

c. Concentracion Letal Media (CLso) y su determinacion

Es la medida que describe la cantidad o concentracion de un xenobi6tico, que es

capaz de inhibir un proceso biol6gico en un ambiente especifico que resulta ser

letal para un 50 % de organismos expuestos en un tiempo determinado. 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).
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Para la determinacién de la CLso, primero se realiza el conteo de individuos
muertos en cada concentracién y en el testigo, la correccion de las mortalidades
se realiza con la féormula de Abbott (Menéndez, 2009).

Férmula 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 sustancias y compuestos
guimicos (naturales o sintéticos) sobre los ecosistemas. Las normativas
ambientales se fijan teniendo en consideracion las caracteristicas de los
compuestos quimicos, su toxicidad, su persistencia en el ambiente y su potencial
bioacumulacion, por tanto los conocimientos ecotoxicol6gicos proporcionan
informacion cientifica para la conformacién de convenios internacionales y
legislaciones que limiten su uso (Planes & Fuchs, 2015).

a. Principales contaminantes

¢ Quimicos inorganicos

Metales. Son abundantes en la naturaleza, por las actividades mineras, las
concentraciones disueltas causan la muerte de muchas especies acuaticas; el
arsénico es un metal muy usado en la elaboraciéon de plaguicidas, herbicidas y se
liberan en grandes cantidades durante la extraccion 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 (Carriquiriborde et al., 2021).
Los gases inorgéanicos. El CO, (di6xido de carbono), los 6xidos de nitrégeno
(NOx) y diéxido de azufre (SO.) son gases que se emiten en grandes cantidades,
estos reaccionan en la atmoésfera formando acidos que generan precipitaciones
con pH bajo (lluvia &cida), las evidencias a nivel de la salud estan vinculadas a
enfermedades pulmonares y cardiovasculares e incluso la muerte (Carriquiriborde
et al., 2021).
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e Quimicos orgénicos
Constituido principalmente por plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas,
acaricidas) que ingresan de manera intencional al medio ambiente, asimismo
tenemos a los contaminantes que ingresan de manera no intencional al medio
ambiente, como son los subproductos de procesos industriales, detergentes,
solventes, productos de cuidado personal y farmacéuticos a través de efluentes
(Carriquiriborde et al., 2021).
e Fisicos
Constituido por fragmentos o particulas subatomicas, energia calorifica, visible y
luz ultravioleta (UV), rayos X y los rayos gamma (Y) y la temperatura son factores
fisicos que causan contaminacién térmica, generando cambios en las condiciones
ambientales (Carriquiriborde et al., 2021).
b. Biodisponibilidad, bioconcentracion, bioacumulacion y
biomagnificacién 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 téxico, a
través de tres fases de accion, la primera es la exposicién donde influyen factores
quimicos, fisicos y biolégicos que determinan su biodisponibilidad (grado de un
contaminante que puede ser incorporado por el organismo), la segunda fase es la
particibn, dada por las condiciones que facilitan la absorcion, distribucion,
metabolizacion y excrecién (bioacumulacion) y la tercera fase es la potencia, que
es la concentracién interna del contaminante que seguin el mecanismo de accion
interactuara con las moléculas del sitio blanco lo que determinara la toxicidad del
contaminante. La biomagnificacion se define como incrementacién del
contaminante de un nivel tréfico a otro (Carriquiriborde et al., 2021).
c. Vias deingresoy efecto de los contaminantes sobre los organismos
Los agentes toxicos ingresan al cuerpo por inhalacion 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 toxicas pueden ser absorbidas por la piel al
entrar en contacto directo (via cutdnea) y muchos agentes toxicos ingresan por

los ojos al haber un contacto directo (via ocular) (Carriquiriborde et al., 2021).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

El trabajo experimental se desarroll6 en el Laboratorio de Bioquimica y en el
Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacion Geografica (BioSIG) de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Crist6bal de
Huamanga.

3.1.1. Ubicacién geogréfica del lugar de estudio

Longitud : 634788,67
Latitud :8603575,11
Altitud (msnm) 12791

3.1.2. Lugar de recolecciéon de muestras bioldgicas

o Recoleccién de cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”

Las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, fueron obtenidas en la regién
de Ayacucho, provincia Huamanga, distrito de Vilcashuaman, especificamente en
el Centro Poblado de Colpapampa ubicado a 3 836 msnm (Figura 2).

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

Cultivares Este Norte Altitud (msnm)
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

e Recoleccion 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. Ubicacién 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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Figura 3. Mapa para la ubicacion geografica de la colecta de Daphnia pulex "pulga de agua".

21



3.2. Poblaciéon y muestra

3.2.1. Poblacion

1 kg de semillas de Chenopodium quinoa Willd de los cultivares Amarilla

Marangani, 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 solucion de extracto hidroalcohdlico de semillas

de quinua a diferentes concentraciones, conteniendo 10 neonatos de Daphnia

pulex.

3.3. Metodologiay recoleccidon 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 (hombre del cultivar, fecha y lugar de

recoleccion).

3.3.2. Proceso de identificacién taxonémica y reconocimiento de variedad
de las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”

Para realizar la identificacién taxondémica, 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. Obtencion de los extractos hidroalcohélicos

Los procedimientos 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 conllevé los

siguientes pasos:

e 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.
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e Maceracion
Las semillas seleccionadas se colocaron en botellas de color &mbar de capacidad
de 2 L, enseguida se agregd 1 200 mL de alcohol al 70 %. Durante siete dias se
realizé la agitacion manual por 20 minutos. Cumplido los dias de maceracion, se
realizé la filtracion usando papel Whatman nimero 41. 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
sec6 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 pesd en una balanza analitica marca Nimbus NBL 241e
Adam. Para la determinacién del porcentaje de rendimiento, se utilizé la ecuacién
empleada por Carrillo et al. (2011).

Peso (g)del extracto

% d dimiento =
%o de rendimiento Peso (g)de semillas

¢ Almacenamiento y mantenimiento

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

3.3.4. Tamizaje fitoquimico

Se llevé a cabo en el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela Profesional de
Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. La
identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios se realiz6 a través de la

observacién de precipitados y cambios de coloracion (tabla 6).
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Tabla 6. Procedimiento del tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos secos de
las semillas de quinua.

Metabolitos Procedimientos Resultados
secundarios

Alcaloides Ensayo de Dragendorff e Opalescencia (+)

Se tom6 una pequefia cantidad de e Turbidez definida (++)
muestra y se suspendié en 1 mL de acido e Precipitado (+++)
clorhidrico al 1 %. Se calentd

suavemente y una vez enfriado se le

agregd tres gotas de reactivo

Dragendorff.

Ensayo de Mayer e Opalescencia (+)

Una pequefia cantidad de muestra se ¢ Turbidez definida (++)
disolvié en 1 mL de acido clorhidrico al 1 e Precipitado (+++)

% (solucién acida), se adicion6 una pizca

de cloruro se sodio en polvo, luego se

agité suavemente y se filtr6. Finalmente

se afiadi6 tres gotas de reactivo Mayer.

Ensayo de Wagner e Opalescencia (+)

Se preparé nuevamente la solucion e Turbidez definida (++)
acida, y se afiadio tres gotas del reactivo e Precipitado (+++)
Wagner.

Aminas Ensayo de Ninhidrina e Azul violdceo
Una pequefa cantidad de muestra se
diluy6 en alcohol, se tom6 una pequefia
alicuota, después se mezclé con 2 mL de
solucién de ninhidrina al 2 %. Finalmente
se calentd en bafio Maria por 10

minutos.
Antocianidinas Se prepar6 1 mL de muestra etandlicay e Rojo a marrén en la
se agregd 0,5 mL de &cido clorhidrico fase amilica

(HCI) concentrado. Luego se calenté en
bafio Maria por 10 minutos, se dejo
enfriar y seguidamente se afadié 0,5 mL
de agua y 1 mL de alcohol amilico.
Finalmente se agité y se dejo en reposo
hasta la aparicién de dos fases.

Azlcares Reaccidn de Benedict e Precipitado rojo a rojo
reductores Se disolvio la muestra del extracto ladrillo

hidroalcohdlico seco en 1 mL de agua

destilada, se afladié 2 mL de reactivo de

Benedict y se calent6 en bafio Maria por

10 minutos.

Catequinas Se tom6 una gota de la solucion e Verde carmelita
hidroalcohdlica con una pipeta Pasteur y
se aplico sobre papel filtro. Sobre la
mancha se agreg6 dos gotas de solucion
de carbonato se sodio (Na2CO3).

Flavonoides Ensayo de Kedde ¢ Violaceo

Se tomd 1 mL del extracto en etanol y se
mezcl6 con 1 mL de reactivo Kedde y se
dejo reposar por 10 minutos.
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Compuestos
fendlicos

Lactonas
cumarinas

Quinonas

Saponinas

Triterpenos
esteroides

y

y

Ensayo de Shinoda

Una pequefia cantidad de muestra
(extracto hidroalcohdlico seco), se diluy6
en 1 mL de &cido clorhidrico concentrado
(HCI), a este se afadi6 tres pedazos
pequefios de cinta de magnesio
metalico, una vez reaccionado se esperd
cinco minutos. Para finalizar se afiadio 1
mL de alcohol amilico, se mezclo
cuidadosamente y se dejo reposar.

Ensayo de Cloruro férrico

A una alicuota del extracto
hidroalcohdlico, se afiadi6 tres gotas de
solucioén de tricloruro férrico (FeClz) al 5
%.

A una alicuota del extracto acuoso, se
afiadi6 una gota acetato de sodio
(CH3COONa) y tres gotas de tricloruro
férrico.

Ensayo de Baljet

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

Ensayo Borntrager

Una pizca de nuestra se diluyé en 1 mL
de cloroformo, luego se afiadié 1 mL de
hidréxido de sodio al 5 %, seguidamente
se agitd para mezclar y para finalizar se
dej6é en reposo hasta su separacion en
dos fases.

Prueba de espuma

Una pizca de muestra se diluyé con 5 mL
agua destilada, y se agité durante 10
minutos.

Ensayo de Liebermann — Burchard

Una pizca de la muestra se diluyé con 1
mL de cloroformo, seguidamente se
afiadié 1 mL de &cido acético, se agit6é
suavemente. Por la pared del tubo de
ensayo se dej6é resbalar tres gotas de
acido sulfarico 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 vy
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

b. Preparacién del reactivo Liebermann — Burchard

Teniendo en cuenta las indicaciones de Monje et al.(2016) se preparé el reactivo
Liebermann Burchard, mezclando anhidrido acético y &cido sulfarico en
proporcion 1:5, la mezcla fue enfriada durante cinco minutos en el refrigerador a
4 °C (Gianna, 2013).
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c. Barrido espectral con saponina purificada

Para obtener la maxima longitud de onda a la cual se absorbe la muestra de

saponina, se realizé un barrido espectral. Para este fin se desarrollaron una serie

de actividades tomando en cuenta las especificaciones de Ramos (2016):

e Se pesé 1 mg de saponina de Quillaja saponaria (Sigma) y se disolvié en 1 mL
de agua destilada purificada. Se agité a 1 500 RPM por 30 segundos.

e 1 mL de la solucion se transfiri6 a un tubo de ensayo con tapa rosca.
Seguidamente se agreg6 3,5 mL del reactivo Liebermann Burchard. La mezcla
se agitd por 30 segundos a una velocidad de 3 500 RPM. Luego se dej6 reposar
por 30 minutos a temperatura ambiente.

e Elbarrido espectral se realizé entre 400 a 600 nm (Lozano et al., 2012; Gianna
2013). Se us6 el equipo de espectrofotometria UV visible marca Genesys 10S
VIS. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

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

d. Elaboracién de curva de calibracion

o Preparacion de solucién madre. Se prepard una solucién madre de 1 mg/mL
de la saponina de Quillaja saponaria (patrén) (Ramos, 2016).

e Curva de calibracion. Partiendo de la solucion madre se prepararon
soluciones de 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5 mg/mL, se tom6 1 mL de cada
dilucién y se mezclé con 3,5 mL de reactivo Liebermann Burchard, se agit6 en
vortex por 30 segundos, se dejé reposar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se realizé la lectura en el espectrofotometro a 420 nm. Todas
las mediciones se realizaron por triplicado (Ramos, 2016).

Las concentraciones iniciales se multiplicaron con el factor de dilucion:

Vm
FD = —
Vt

Donde:

FD: Factor de dilucion

Vm: 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
gréfica (anexo 2) y se obtuvo una ecuacion 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 utilizo 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).
e. Cuantificacion de saponinas
Para cuantificar las saponinas de las muestras de quinua, se peso cinco gramos
de cada extracto seco de quinua Yy se dispuso en fiolas de 50 mL seguidamente
se enraz6 con agua destilada, se agité suavemente por 30 minutos, 1 mL de cada
solucion se transfiri6 a tubos con tapa de goma, luego se agreg6 3,5 mL de
reactivo de reactivo Liebermann Burchard, se agitdé 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 aguay Daphnia pulex “pulga de agua”
o Colectade muestras de agua
En cinco puntos equidistantes de la Laguna, se tomaron muestras de agua en
recipientes de capacidad de 650 mL, estas se rotularon debidamente y se llevaron
al Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacién Geografica (BioSIG).
e Colecta de Daphnia pulex “pulga de agua”
La colecta de Daphnia pulex, se realiz6 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).
e Identificacion de Daphnia pulex “pulga de agua”
La identificacion de pulgas de agua, hasta especie, se realizé en el Laboratorio de
Biodiversidad y Sistema de Informacién Geografica (BioSIG), con la ayuda del
microscopio compuesto (Marca: Olympus; modelo: CX31RTSF). Se aislé
organismos ejemplares vivos y se colocaron en un portaobjeto con una gota de
Lugol. Se observo las diferentes partes del individuo, como la vesicula 6ptica,
rostro, antena, garra post abdominal, espina caudal. Estas fueron identificadas
usando claves pictoricas y clave taxondmica de Pennak (1955).
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
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calcica, pH, solidos disueltos totales y conductividad (USEPA, 2002). Los
resultados obtenidos se detallan en el anexo 3.

e Preparacion de agua reconstituida

Los resultados de los parametros fisicoquimicos, permitieron preparar agua
reconstituida para el cultivo de las pulgas de agua a nivel de laboratorio. Se
emplearon las cantidades de los reactivos indicados en la tabla 7, para preparar
la solucibn madre de agua reconstituida al 100 %. Luego se tomé 0,8 mL de la
solucion madre y se transfirié a una fiola de 1 000 mL y se completd con agua
destilada (Gamez & Ramirez, 2008).

Tabla 7. Composicién del agua reconstituida.

Reactivo Descripcién del producto Gramosl/Litro
Cloruro de calcio Marca Fagalab — P.M:110,99 g/mol 13,5
Sulfato de Mg heptahidratado Marca HiMedia — P.M: 246,47 g/mol 36,5
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 realiz6 las medidas de los parametros
fisicoquimicos (anexo 3).

3.3.8. Aclimatacién de Daphnia pulex a condiciones de laboratorio

La aclimatacion de los organismos de prueba, a condicion es del Laboratorio de
Biodiversidad y Sistema de Informacion Geogréfica (BioSIG).

Temperatura: 21-25 °C

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

e Prueba de sensibilidad

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

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

Se colocaron 10 Daphnias gravidas en un litro de agua reconstituida. Se alimenté
diariamente con siete gotas de levadura diluida a una concentracién de 0,002
mg/mL. Cada cinco dias, se realiz6 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.
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Las condiciones en la pecera se mantuvieron sin aireacién, con temperatura entre
20 a21°CypHde 6,02. Los pardmetros fisicoquimicos se especifican en el anexo
3 (USEPA, 2002).

o Limpieza

Cada 5 dias, se llevé a cabo el proceso de limpieza, el cual implicd desechar la

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

reconstituida fresca.

e Recoleccion de neonatos

Pasado tres semanas se evidencié aumento en la poblacion 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 pequefos vasos

descartables.

3.3.9. Elaboracion de pruebas piloto

¢ Las unidades experimentales 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.

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

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

e La 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; 0,05 y
0,1 mg/mL (Ramirez & Mendoza, 2008).

3.3.10. Preparacion de las concentraciones de los extractos hidroalcohdélicos

e Se prepard una solucion stock de 0,2 mg/mL (120 mg de extracto seco: 600

mL de agua reconstituida).

e Las concentraciones de 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05 y 0,1 mg/mL. Se

prepararon usando la férmula de dilucién (C.V,1=C,V;). Las cantidades de

solucién madre y agua reconstituida se precisan en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas de las soluciones para la preparacién de cinco concentraciones
de los extractos de quinua.

Concentracion (mg/mL) Solucion stczck C)),2 mg/mL Agua reconstituida
mL
0,00625 18,75 581,25
0,01250 37,5 562,5
0,02500 75 525
0,05000 150 450
0,10000 300 300

3.3.11. Preparacion de las unidades experimentales

Las unidades experimentales estuvieron constituidas por 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 Concentracion (mg/mL) N° de individuos expuestos
experimentales 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. Determinacidon de la concentracién letal media (CLsg) y concentracion
letal noventay cinco (CLgs).

La concentracioén letal media (CLso) se realizé tomando datos de las mortalidades
acumuladas a 24 y 48 horas de exposicion. Se realiz6 el andlisis Probit, con un
limite de confianza del 95 % (USEPA, 2002).

3.5. Disefio experimental

Se uso6 un disefio completamente al azar (DCA),y se estudi6 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 24y 48
horas de exposicion, se considero el control negativo para realizar las correcciones

de acuerdo a la férmula de Abbott (Ramirez & Mendoza, 2008).
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3.6. Andlisis 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
hidroalcohdlicos 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 opto por utilizar pruebas estadisticas no parameétricas, 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 estos analisis se utilizo el Software SPSS 27 (Levin &
Rubin, 2004).La estimacion 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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V. RESULTADOS
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Tabla 10. Mortalidad acumulada promedio de los neonatos de Daphnia pulex causada por
cinco concentraciones crecientes del extracto hidroalcohdlico de cuatro cultivares de las
semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2023.

., . Mortalidad acumulada
Concentracién Mortalidad acumulada

Cultivar (mg/mL) promedio
24 h (n°) 24 h (%) 48 h (n°) 48 h (%)
0,00625 0,000 0,000 1,333 13,333
0,01250 1,333 13,333 1,667 16,667
Amarilla 0,02500 2,333 23,333 4,667 46,667
Marangani  0,05000 3,333 33,333 9,667 96,667
0,10000 5,667 56,667 10,000 100,000
Promedio 2,633 25,333 5,467 54,667
0,00625 0,000 0,000 1,000 10,000
0,01250 1,000 10,000 2,000 20,000
Blanca 0,02500 1,667 16,667 4,333 43,333
Junin 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
0,00625 0,000 0,000 1,333 13,333
0,01250 1,000 10,000 2,000 20,000
Roja 0,02500 2,333 23,333 4,333 43,333
Pasankalla  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
0,00625 0,000 0,000 1,000 10,000
0,01250 0,667 6,667 1,333 13,333
Negra 0,02500 1,333 13,333 2,333 23,333
Collana 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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agua", causada por los extractos hidroalcohdlicos de cuatro cultivares de Chenopodium
quinua Willd "quinua". Ayacucho 2023.
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Tabla 11. Valores de CLso y ClLos con sus intervalos de confianza a 24 y 48 horas de
exposicién para los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de cuatro cultivares de
quinua. Ayacucho 2023.

Intervalo de Intervalo de
Ti d
Tratamientos 1empo de CLso confianza (95%) Clss confianza (95%)
exposicion (h)

Inferior  Superior Inferior  Superior
Amarilla 24 0,0837 0,0677 0,1131 0,1807 10,1413 0,2687
Marangani 48 0,0252 0,0211 0,0302 0,0493 0,0416 0,0630
24 0,0851 0,0695 0,1130 0,1774 0,1401 0,2579

Blanca Junin
48 0,0382 0,0298 0,0477 0,0976 0,0809 0,1274
Roja 24 0,0766 0,0624 0,1001 0,1679 0,1333 0,2407
Pasankalla 48 0,0386 0,0289  0,0493 0,1094 0,0895 0,1461
Negra 24 0,1363 0,1005 0,2613 0,2688 0,1866 0,5787
Collana 48 0,0700 0,0564 0,0917 0,1629 0,1289 0,2346
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Tabla 12. Tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohélicos de las semillas de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2023.

. Resultados .
Componentes quimicos Observaciones
BJ RP NC
Catequinas - - - - No hay coloracién prescrita
Quinonas - - - - No hay coloracion prescrita
AzUcares reductores ++ ++ +  Precipitado rojo ladrillo
Lactonas y Cumarinas ++ + ++  Coloracién rojiza
Antocianidinas +++ +++ +++ +++ Coloracidon marrdn rojiza
Triterpenos y esteroides  ++ + + +  Coloracion rosada
Fenoles y taninos + + + +  Coloracién verdosa
Saponinas +++ +  Altura de mas de 2 mm
Aminoécidos / aminas +++ + +  Coloracion violacea
Flavonoides ++ ++ ++ Coloracién 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

No presenta (-)

Poco +)

Regular (++)
Abundante (+++)
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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

de saponinas

Concentracion Concentracion

de saponinas

de saponinas

uinua romedio real
a G ) (real) en (mg/mL) (mg/59)
Amarilla
15450 0,247 0,376 3,76 18,80
Marangani
Blanca
. 1,3500 0,131 0,199 1,99 9,95
Junin
Roja
1,3520 0,102 0,154 1,54 7,70
Pasankalla
Negra
1,2580 0,0450 0,067 0,64 3,00
Collana
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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 exposicién a los
extractos hidroalcohdlicos 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,
aunque 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 hall6 significancia estadistica (p>0.05), lo que
sugiere gue las mortalidades generadas por cada extracto, son estadisticamente
similares. La principal causa de mortalidad, se atribuye a los elementos contenidos
en el extracto hidroalcohdlico. Bracho et al. (2022), 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 composicién 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 y cumarinas. Ademas, refiere que la
saponina es el principal metabolito responsable de la muerte de Brevicoryne
brassicae “pulgén de col”. Este trabajo de investigacion 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
hidroalcohélicos 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 presentd 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 ocasioné tasas de mortalidad de 10,0 % en Negra Collana y Blanca Junin
y 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 concentracidon 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 toxicos de los extractos acuosos de quinua en
Daphnia magna, mostro que a 96 horas de exposicion el extracto tiene CLso = 0,05
mg/mL. Ademas, sefiala que a intervalos de exposicién 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 acumulacion 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 toxica tiende a acumularse en
concentraciones mas altas. Otro factor, es la activacién de vias metabdlicas,
durante las primeras horas de exposicion, 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
dafos celulares de manera progresiva.

La figura 7, muestra las tendencias tedricas de las mortalidades acumuladas de
los neonatos de Daphnia pulex “pulga de agua”, en relacibn a cinco
concentraciones crecientes de extractos hidroalcohdlicos de las semillas de

quinua y muestran las CLso 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 téxico (CLsp =0,1363 mg/mL; CLgs=0,0,2688 mg/mL).
Por otro lado, Roja Pasankalla presenté mayor toxicidad con respecto a los demas
cultivares (CLs0=0,0766 mg/mL y CL¢s=0,1679 mg/mL), los cultivares de quinua
Amarilla Marangani y Blanca Junin mostraron niveles de toxicidad (CLso = 0,0837
mg/mL; ClLes= 0,1413 mg/mL y ClLso = 0,0851 mg/mL; ClLes= 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; CL¢5=0,0493 mg/mL), superé a Roja Pasankalla
(CLso = 0,0386 mg/mL; CLgs= 0,1094 mg/mL). Negra Collana continué mostrando
bajos niveles de toxicidad (CLso= 0,0700 mg/mL; CLgs= 0,1629 mg/mL).

En resumen, los hallazgos sugieren que los extractos hidroalcohdlicos 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
extracto en ecosistemas acudticos y en la salud humana. Jiang etal. (2018)
determind la CLso de quinua amarilla a 48 horas de exposicién. La concentracion
0,00022 mg/mL, genera mortalidad del 50% en la poblacién de neonatos de
Daphnia magna. Al comparar los resultados, podemos ver que el extracto de
quinua es mas téxico 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 unidades experimentales y la
cantidad de saponinas extraias. La tabla 10, muestra el porcentaje de rendimiento
de los extractos hidroalcohdlicos secos obtenidos en las semillas de quinua,
Amarilla Marangani presento 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 accesién 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), fluctuan 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 fluctué mas 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 disminucion del oxigeno disuelto se
debe a que las sustancias en la quinua usan el oxigeno para formar otros
compuestos, generando un descenso considerable.

Ramirez & Mendoza, (2008), menciona que la concentracién 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
ClLso, es 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 téxicos y
peligrosos es obligatorio su calculo, ya que implica riesgos ambientales a gran
escala. El calculo de estas, es importante para establecer politicas de regulacién
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 bioacumulacién vy
biomagnificacion 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 acudtica 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 concentracion de antocianidinas (+++) y
pocas cantidades de fenoles y taninos (+). La quinua Amarilla Marangani presenté
saponinas y aminoacidos en abundancia (+++). Los azlcares reductores,
lactonas, cumarinas y flavonoides en cantidades regulares (++) y poca presencia
de alcaloides (+). La quinua Blanca Junin presenté saponinas, azlcares
reductores y flavonoides en cantidades regulares (++) y muy pocas (+) las
cantidades de azucares reductores, aminoacidos y alcaloides. Roja Pasankalla
presentd cantidades regulares (++) de saponinas, azucares reductores y

flavonoides, pero la presencia de lactonas, cumarinas, aminoacidos y alcaloides
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son pocas (+), y finalmente Negra Collana presentdé 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 hidroalcohdlico.
Al realizar el tamizaje fitoquimico evidencio 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
gue 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 formaciéon y proliferacion de
radicales lipidicos que provocan la destruccion de las membranas celulares
(Batista etal., 2009). Por lo tanto, se puede concluir que los metabolitos
secundarios antes descritos, son compuestos biotdxicos que generan mortalidad
en Daphnia pulex. Sin embargo, los aminoacidos, tienen efectos antagénicos que
contrarrestan en cierta medida la muerte en las pulgas de agua. Huaman (2017),
determin6 que existe mayor crecimiento poblacional de Daphnia magna “pulga de
agua”’, cuando se alimenta con jugo de Spinacia oleracea “espinaca”. Para
Lisiewska etal. (2011) el jugo de espinaca presenta aminodcidos 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 de los &cidos 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),cuantificé las saponinas de
cuatro variedades de Chenopodium guinoa 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 azucares (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 que
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 tensién 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 paralisis en las células musculares, alteraciones
gastrointestinales que inhiben la absorcién correcta de los alimentos (Martinez
et al., 2010).
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VI. CONCLUSIONES

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

La tasa de mortalidad a 48 horas es menor en el extracto hidroalcohdlico de
las semillas de quinua Negra Collana con valores de ClLso y CLgs de 0,07
mg/mL y 0,16 mg/mL. Y la mayor se registra en Amarilla Marangani con
valores de CLso y CLgs de 0,03 mg/mL y 0,05 mg/mL.

Se determiné que el extracto hidroalcohdlico 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, azUcares reductores, antocianidinas, fenoles,
flavonoides y alcaloides.

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
presento6 la menor cantidad de saponinas con 0,069 mg/mL.
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VIl. 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 prueba.

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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Anexo 1. Curva espectral de Quillaja saponaria.
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Anexo 2. Curva de calibracion de Quillaja saponaria, para la cuantificacién de saponina.
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Anexo 3. Porcentaje de rendimiento de los extractos hidroalcohdlicos.

) ) Extracto Porcentaje de rendimiento
Cultivar de Chenopodium ) . Peso de las y i
] i hidroalcohdlico ) de la extraccion (Método
quinoa Willd semillas (g) )
seco (9) Harinder)
Quinua Amarilla Marangani 23.7 300 7.90
Quinua Blanca Junin 145 300 4.83
Quinua Roja Pasankalla 10.2 300 3.40
Quinua Negra Collana 5.3 300 1.77

58



Anexo 4. Caracteristicas fisicoquimicas de la laguna de Condorccocha y agua
reconstituida.

M X Dureza total Dureza célcica H Conductividad Solidos Totales
uestra
(mg/L de CaCO3) (mg/L de CaCO3) P (uS/cm)  Disueltos (mg/L)
Laguna de
22,8 10 6,238 82 42
Condorccoha
Agua
26,0 13 6,02 80 60

reconstituida
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Anexo 5. Prueba de Kolmogorov — Smirnov para determinar el tipo de distribucion de los
porcentajes de mortalidad acumulada en neonatos de Daphnia pulex “pulgas de agua”
causadas por los extractos hidroalcohdlicos de semillas de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

Variable N Media Desviacion estandar p
Mortalidad acumulada 24 h (%) 60 18,33 20,325 < 0,001
Mortalidad acumulada 48 h (%) 60 42,17 33,424 < 0,001
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Anexo 6. Prueba de Kruskall Wallis para comparar los porcentajes de mortalidad de los
neonatos de Daphnia pulex "pulga de agua" causado por los extractos hidroalcohdlicos de
las semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd "quinua" a 24 y 48 horas
de exposicion.

Variable Cultivar de quinua N Medias Medianas P

Mortalidad acumulada 24 h Amarilla Marangani 15 25,33 20,00 0,2812

Mortalidad acumulada 24 h Blanca Junin 15 24,00 20,00
Mortalidad acumulada 24 h Roja Pasankalla 15 28,00 20,00
Mortalidad acumulada 24 h Negra Collana 15 13,33 10,00

Mortalidad acumulada 48 h Amarilla Marangani 15 54,67 50,00 0,3107

Mortalidad acumulada 48 h  Blanca Junin 15 48,00 40,00
Mortalidad acumulada 48 h Roja Pasankalla 15 48,67 50,00
Mortalidad acumulada 48 h Negra Collana 15 31,33 20,00
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Anexo 7. Prueba de Shapiro — Wilk para determinar el tipo de distribuciéon de los
porcentajes de mortalidad acumulada en neonatos de Daphnia pulex “pulgas de agua”,
causados por cada extracto hidroalcohélico de las semillas de Chenopodium quinoa Willd
“‘quinua” a 24 y 48 horas de exposicion.

Variable Tratamiento N Medias Medianas p —valor
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 25,33 20,00 0,190
24 h (%) de quinua amarilla
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 20,00 20,00 0,061
24 h (%) de quinua blanca
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohélico 15 23,33 20,00 0,126
24 h (%) de quinua roja
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 10,00 10,00 0,004
24 h (%) de quinua negra
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 46,0 50,00 0,004
48 h (%) de quinua amarilla
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 46,00 40,00 0,241
48 h (%) de quinua blanca
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohélico 15 46,00 50,00 0,250
48 h (%) de quinua roja
Mortalidad acumulada Extracto hidroalcohdlico 15 30,67 20,00 0,030
48 h (%) de quinua negra
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Anexo 8. Test de Kruskall Wallis para comparar los porcentajes de mortalidad de Daphnia
pulex “pulga de agua”, sometida a cinco concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
cuatro cultivares de quinua a 24 horas de exposicion.

Concentracién

Variable Cultivar de quinua N Medias P
(mg/mL)

Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,00625 Amarilla Marangani 3 0,00 <0,000
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,00625 Blanca Junin 3 0,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,00625 Roja Pasankalla 3 0,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,00625 Negra Collana 3 0,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,01250 Amarilla Marangani 3 13,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,01250 Blanca Junin 3 10,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,01250 Roja Pasankalla 3 6,67
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,01250 Negra Collana 3 10,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,02500 Amarilla Marangani 3 23,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,02500 Blanca Junin 3 16,67
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,02500 Roja Pasankalla 3 13,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,02500 Negra Collana 3 23,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,05000 Amarilla Marangani 3 33,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,05000 Blanca Junin 3 40,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,05000 Roja Pasankalla 3 16,67
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,05000 Negra Collana 3 50,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,10000 Amarilla Marangani 3 56,67
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,10000 Blanca Junin 3 53,33
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,10000 Roja Pasankalla 3 30,00
Mortalidad acumulada 24 h (%) 0,10000 Negra Collana 3 56,67
Tratamiento Cultivar Medianas Ranks
0,00625 Roja Pasankalla 0,00 8,00 A
0,00625 Negra Collana 0,00 8,00 A
0,00625 Amarilla Marangani 0,00 8,00 A
0,00625 Blanca Junin 0,00 8,00 A
0,01250 Negra Collana 0,00 16,17 A B
0,01250 Blanca Junin 10,00 20,33 A B C
0,01250 Roja Pasankalla 10,00 20,50 A B C
0,02500 Negra Collana 10,00 24,50 A B C D
0,01250 Amarilla Marangani 10,00 24,50 A B C D
0,05000 Negra Collana 20.00 28,50 A B C D E
0,02500 Blanca Junin 20,00 28,50 A B C D E
0,02500 Amarilla Marangani 20,00 35,67 A B C D E
0,02500 Roja Pasankalla 20,00 35,67 A B C D E
0,1000 Negra Collana 20,00 38,83 B C D E
0,0500 Amarilla Marangani 30,00 43,33 B C D E
0,0500 Blanca Junin 40,00 46,50 C D E
0.0500 Roja Pasankalla 50,00 51,67 D E
0,1000 Blanca Junin 50,00 53,50 E
0,1000 Roja Pasankalla 50,00 54,33 E
0,1000 Amarilla Marangani 60,00 55,50 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,005).
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Anexo 9. Test de Kruskall Wallis para comparar los porcentajes de mortalidad de Daphnia
pulex “pulga de agua” sometida a cinco concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
cuatro cultivares de quinua a 48 horas de exposicién.

Variable Concentracién Cultivar de quinua N Medias P
(mg/mL)

Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,00625 Amarilla Marangani 3 13,33 <0,001
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,00625 Blanca Junin 3 10,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,00625 Negra Collana 3 10,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,00625 Roja Pasankalla 3 13,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,01250 Amarilla Marangani 3 16,67
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,01250 Blanca Junin 3 20,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,01250 Negra Collana 3 13,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,01250 Roja Pasankalla 3 20,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,02500 Amarilla Marangani 3 46,67
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,02500 Blanca Junin 3 43,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,02500 Negra Collana 3 23,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,02500 Roja Pasankalla 3 43,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,05000 Amarilla Marangani 3 96,67
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,05000 Blanca Junin 3 76,67
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,05000 Negra Collana 3 43,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,05000 Roja Pasankalla 3 83,33
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,10000 Amarilla Marangani 3 100,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,10000 Blanca Junin 3 90,00
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,10000 Negra Collana 3 66,67
Mortalidad acumulada 48 h (%) 0,10000 Roja Pasankalla 3 83,33
Tratamiento Cultivar Medianas Ranks
0,00625 Negra Collana 10,00 8,00 A
0,00625 Blanca Junin 10,00 8,00 A
0,01250 Negra Collana 10,00 8,00 A
0,00625 Roja Pasankalla 10,00 8,00 A
0,00625 Amarilla Marangani 10,00 16,17 A B
0,01250 Amarilla Marangani 20,00 20,33 A B C
0,01250 Roja Pasankalla 20,00 20,50 A B C
0,01250 Blanca Junin 20,00 24,50 A B C D
0,02500 Negra Collana 20,00 24,50 A B C D
0,05000 Negra Collana 40,00 28,50 A B C D E
0,02500 Blanca Junin 40,00 28,50 A B C D E
0,02500 Roja Pasankalla 50,00 35,67 A B C D E
0,02500 Amarilla Marangani 50,00 35,67 A B C D E
0,1000 Negra Collana 60,00 38,83 B C D E
0,0500 Blanca Junin 80,00 43,33 B C D E
0,0500 Roja Pasankalla 80,00 46,50 C D E
0.1000 Roja Pasankalla 80,00 51,67 D E
0,1000 Blanca Junin 90,00 53,50 E
0,1000 Amarilla Marangani 100,00 54,33 E
0,1000 Amarilla Marangani 100,00 55,50 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,005)
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Anexo 10. Parametros fisicoquimicos de las soluciones de los extractos hidroalcohdlicos
de las semillas de los cuatro cultivares de quinua al iniciar y finalizar la prueba.

Conductividad SDT  Temperatura Oxigeno  Dureza total

cutivar COCeTACON PR usem) o) o) (R Gty
| F | F | F | F | F | F

0.0000 6.0 6.0 85 80 60 60 20 20 59 6.0 26 26

0.00625 6.0 6.7 100 160 50 80 20 20 43 45 26 26

0.01250 58 6.6 100 130 50 70 21 20 33 42 30 24

Amarillo 0.02500 56 6.4 100 130 50 60 21 20 35 39 28 26
0.05000 57 6.0 90 120 50 60 21 21 33 36 28 26

0.10000 56 6.1 100 130 50 60 21 21 13 22 30 24

Promedio 57 6.4 98 134 50 66 21 20 31 37 28 25

0.0000 6.0 6.1 80 85 65 60 22 21 6.2 6.0 26 26

0.00625 6.0 6.4 90 120 50 60 21 21 42 49 26 28

0.01250 6.0 6.5 90 120 50 60 21 21 34 41 28 28

Blanco 0.02500 57 6.4 90 120 50 60 21 21 22 33 28 28
0.05000 54 6.3 90 120 50 60 21 21 22 3.0 29 26

0.10000 54 6.3 90 140 50 70 21 21 22 30 28 26

Promedio 57 6.4 90 124 50 62 21 21 28 38 28 27

0.0000 6.0 6.0 80 80 50 50 20 21 56 6.0 26 26

0.00625 6.2 6.1 80 110 40 60 21 21 30 50 28 26

0.01250 6.0 6.1 90 120 40 60 21 21 27 51 28 28

Rojo 0.02500 57 5.9 90 120 40 60 20 2 23 43 28 22
0.05000 58 5.9 90 120 50 60 21 21 22 30 28 22

0.10000 57 57 90 140 50 70 21 21 20 20 28 28

Promedio 59 59 88 122 44 62 21 21 25 39 28 25

0.00000 6.2 6.0 80 80 50 60 20 21 6.0 6.0 36 26

0.00625 6.4 6.4 100 120 50 60 20 21 41 49 32 26

0.01250 6.2 6.2 100 120 50 60 21 21 30 42 30 28

Negro 0.02500 6.0 6.0 100 120 50 60 21 21 11 34 32 26
0.05000 59 59 100 120 50 60 21 21 1 31 30 26

0.10000 57 5.8 100 120 50 60 21 21 01 1 36 28

Promedio 6.0 6.1 100 120 50 60 21 21 19 33 34 27
I: Inicio; F: final
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Anexo 11. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua amarilla Marangani a 24 horas de exposicién, obtenidas mediante analisis
Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0534885 0.0213017 -0.120643 -0.0228204
2 -0.0374099 0.0182988 -0.0946229 -0.0108464
3 -0.0272086 0.0164353 -0.0781986 -0.0031646
4 -0.0195345 0.0150637 -0.0659050 0.0026758
5 -0.0132922 0.0139730 -0.0559568 0.0074782
6 -0.0079790 0.0130669 -0.0475356 0.0116121
7 -0.0033204 0.0122930 -0.0401951 0.0152800
8 0.0008508 0.0116198 -0.0336643 0.0186059
9 0.0046444 0.0110267 -0.0277656 0.0216715
10 0.0081364 0.0104995 -0.0223767 0.0245342
20 0.0340846 0.0075146 0.0155565 0.0479174
30 0.0527952 0.0071493 0.0385765 0.0691107
40 0.0687826 0.0082898 0.0546358 0.0908301
50 0.0837257 0.0101815 0.0676973 0.113079
60 0.0986688 0.0125085 0.0797943 0.136293
70 0.114656 0.0152555 0.0921909 0.161675
80 0.133367 0.0186535 0.106321 0.191759
90 0.159315 0.0235391 0.125566 0.233830
91 0.162807 0.0242062 0.128136 0.239512
92 0.166601 0.0249329 0.130925 0.245687
93 0.170772 0.0257340 0.133987 0.252482
94 0.175430 0.0266311 0.137402 0.260075
95 0.180744 0.0276571 0.141291 0.268741
96 0.186986 0.0288659 0.145854 0.278929
97 0.194660 0.0303563 0.151454 0.291463
98 0.204861 0.0323440 0.158886 0.308137
99 0.220940 0.0354889 0.170576 0.334441
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Anexo 12. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua amarilla Marangani a 48 horas de exposicién, obtenidas mediante analisis
Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0089853 0.0050643 -0.0229369 -0.0011857
2 -0.0049832 0.0044987 -0.0172812 0.0019991
3 -0.0024440 0.0041492 -0.0137117 0.0040386
4 -0.0005338 0.0038925 -0.0110391 0.0055855
5 0.0010199 0.0036885 -0.0088750 0.0068535
6 0.0023424 0.0035188 -0.0070411 0.0079410
7 0.0035020 0.0033735 -0.0054404 0.0089017
8 0.0045403 0.0032466 -0.0040136 0.0097684
9 0.0054845 0.0031340 -0.0027220 0.0105626
10 0.0063537 0.0030331 -0.0015387 0.0112993
20 0.0128125 0.0023960 0.0070143 0.0170134
30 0.0174697 0.0021265 0.0127665 0.0215489
40 0.0214492 0.0020800 0.0172672 0.0258385
50 0.0251687 0.0022020 0.0210986 0.0302233
60 0.0288881 0.0024602 0.0246255 0.0349126
70 0.0328676 0.0028452 0.0281620 0.0401664
80 0.0375248 0.0033876 0.0321060 0.0465100
90 0.0439836 0.0042346 0.0373794 0.0555038
91 0.0448528 0.0043540 0.0380779 0.0567252
92 0.0457970 0.0044849 0.0388346 0.0580543
93 0.0468353 0.0046299 0.0396642 0.0595182
94 0.0479949 0.0047933 0.0405880 0.0611559
95 0.0493174 0.0049812 0.0416384 0.0630268
96 0.0508711 0.0052039 0.0428686 0.0652288
97 0.0527813 0.0054801 0.0443761 0.0679407
98 0.0553205 0.0058509 0.0463729 0.0715530
99 0.0593226 0.0064419 0.0495066 0.0772597
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Anexo 13. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua blanca Junin a 24 horas de exposicién, obtenidas mediante andlisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0453522 0.0194568 -0.105340 -0.0170278
2 -0.0300640 0.0167177 -0.0811389 -0.0055039
3 -0.0203641 0.0150236 -0.0658729 0.0018965
4 -0.0130673 0.0137808 -0.0544537 0.0075284
5 -0.0071318 0.0127961 -0.0452191 0.0121636
6 -0.0020799 0.0119810 -0.0374074 0.0161573
7 0.0023497 0.0112878 -0.0306032 0.0197040
8 0.0063159 0.0106874 -0.0245540 0.0229229
9 0.0099230 0.0101610 -0.0190947 0.0258925
10 0.0132433 0.0096957 -0.0141112 0.0286679
20 0.0379160 0.0071599 0.0208292 0.0513821
30 0.0557068 0.0069848 0.0420470 0.0717373
40 0.0709083 0.0080924 0.0571050 0.0922020
50 0.0851169 0.0098373 0.0695286 0.112980
60 0.0993254 0.0119669 0.0811064 0.134605
70 0.114527 0.0144796 0.0929979 0.158236
80 0.132318 0.0175912 0.106562 0.186245
90 0.156990 0.0220715 0.125039 0.225422
91 0.160311 0.0226837 0.127507 0.230713
92 0.163918 0.0233507 0.130184 0.236465
93 0.167884 0.0240862 0.133124 0.242794
94 0.172314 0.0249099 0.136402 0.249866
95 0.177366 0.0258521 0.140136 0.257938
96 0.183301 0.0269624 0.144516 0.267428
97 0.190598 0.0283316 0.149892 0.279103
98 0.200298 0.0301581 0.157026 0.294635
99 0.215586 0.0330488 0.168246 0.319140
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Anexo 14. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohdlico
de quinua blanca Junin a 48 horas de exposicién, obtenidas mediante andlisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0459216 0.0128088 -0.0812598 -0.0263017
2 -0.0360663 0.0113890 -0.0673394 -0.0185386
3 -0.0298134 0.0105022 -0.0585355 -0.0135851
4 -0.0251097 0.0098445 -0.0519313 -0.0098400
5 -0.0212835 0.0093168 -0.0465740 -0.0067791
6 -0.0180268 0.0088736 -0.0420262 -0.0041616
7 -0.0151714 0.0084904 -0.0380495 -0.0018557
8 -0.0126146 0.0081521 -0.0344986 0.0002186
9 -0.0102894 0.0078488 -0.0312782 0.0021142
10 -0.0081490 0.0075739 -0.0283225 0.0038678
20 0.0077558 0.0057147 -0.0067386 0.0172774
30 0.0192243 0.0047200 0.0080911 0.0276806
40 0.0290237 0.0042831 0.0198540 0.0374783
50 0.0381829 0.0043339 0.0298155 0.0476689
60 0.0473422 0.0048160 0.0388086 0.0588279
70 0.0571416 0.0056845 0.0476573 0.0715396
80 0.0686101 0.0069831 0.0574139 0.0870159
90 0.0845149 0.0090493 0.0703967 0.109027
91 0.0866553 0.0093414 0.0721152 0.112017
92 0.0889805 0.0096615 0.0739767 0.115272
93 0.0915372 0.0100164 0.0760175 0.118856
94 0.0943927 0.0104161 0.0782902 0.122866
95 0.0976494 0.0108756 0.0808747 0.127447
96 0.101476 0.0114200 0.0839022 0.132838
97 0.106179 0.0120950 0.0876127 0.139476
98 0.112432 0.0130004 0.0925290 0.148318
99 0.122287 0.0144424 0.100248 0.162282
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Anexo 15. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua roja Pasankalla a 24 horas de exposicion, obtenidas mediante analisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0526253 0.0198013 -0.112878 -0.0236818
2 -0.0374875 0.0171366 -0.0892511 -0.0122545
3 -0.0278830 0.0154805 -0.0743302 -0.0049344
4 -0.0206579 0.0142593 -0.0631558 0.0006222
5 -0.0147809 0.0132860 -0.0541073 0.0051831
6 -0.0097786 0.0124751 -0.0464419 0.0091014
7 -0.0053925 0.0117803 -0.0397543 0.0125705
8 -0.0014654 0.0111733 -0.0337982 0.0157084
9 0.0021062 0.0106359 -0.0284121 0.0185930
10 0.0053939 0.0101555 -0.0234844 0.0212785
20 0.0298239 0.0072764 0.0116119 0.0427545
30 0.0474397 0.0065605 0.0337428 0.0614162
40 0.0624917 0.0072129 0.0495888 0.0804259
50 0.0765605 0.0086582 0.0624325 0.100161
60 0.0906293 0.0105807 0.0742124 0.120960
70 0.105681 0.0129259 0.0862004 0.143828
80 0.123297 0.0158750 0.0998063 0.171015
90 0.147727 0.0201560 0.118287 0.209106
91 0.151015 0.0207426 0.120753 0.214253
92 0.154586 0.0213820 0.123428 0.219849
93 0.158514 0.0220873 0.126364 0.226007
94 0.162900 0.0228776 0.129639 0.232889
95 0.167902 0.0237819 0.133367 0.240744
96 0.173779 0.0248480 0.137741 0.249980
97 0.181004 0.0261633 0.143108 0.261344
98 0.190609 0.0279185 0.150229 0.276464
99 0.205746 0.0306977 0.161428 0.300320
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Anexo 16. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua roja Pasankalla a 48 horas de exposicion, obtenidas mediante analisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0614278 0.0163647 -0.107816 -0.0367461
2 -0.0497042 0.0145571 -0.0908051 -0.0276615
3 -0.0422659 0.0134244 -0.0800405 -0.0218695
4 -0.0366704 0.0125816 -0.0719613 -0.0174938
5 -0.0321189 0.0119033 -0.0654041 -0.0139200
6 -0.0282448 0.0113320 -0.0598350 -0.0108659
7 -0.0248480 0.0108364 -0.0549628 -0.0081773
8 -0.0218066 0.0103975 -0.0506101 -0.0057602
9 -0.0190405 0.0100028 -0.0466605 -0.0035529
10 -0.0164944 0.0096437 -0.0430336 -0.0015124
20 0.0024256 0.0071632 -0.0164687 0.0140361
30 0.0160683 0.0057433 0.0019074 0.0260268
40 0.0277255 0.0050116 0.0165487 0.0373328
50 0.0386211 0.0049247 0.0288745 0.0492593
60 0.0495168 0.0054461 0.0398081 0.0625780
70 0.0611739 0.0065109 0.0503757 0.0779577
80 0.0748166 0.0081491 0.0619012 0.0967990
90 0.0937366 0.0107698 0.0771608 0.123653
91 0.0962828 0.0111402 0.0791782 0.127303
92 0.0990488 0.0115460 0.0813631 0.131275
93 0.102090 0.0119958 0.0837583 0.135649
94 0.105487 0.0125021 0.0864253 0.140543
95 0.109361 0.0130840 0.0894579 0.146134
96 0.113913 0.0137731 0.0930102 0.152713
97 0.119508 0.0146270 0.0973637 0.160814
98 0.126946 0.0157717 0.103132 0.171602
99 0.138670 0.0175934 0.112188 0.188641
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Anexo 17. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua negra Collana 24 horas de exposicién, obtenidas mediante analisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0509305 0.0325002 -0.199663 -0.0093619
2 -0.0289835 0.0264111 -0.147585 0.0054421
3 -0.0150589 0.0226858 -0.114840 0.0151309
4 -0.0045839 0.0199981 -0.0904615 0.0226742
5 0.0039366 0.0179189 -0.0708788 0.0290573
6 0.0111890 0.0162549 -0.0544655 0.0347449
7 0.0175479 0.0149031 -0.0403457 0.0400034
8 0.0232415 0.0138033 -0.0279981 0.0450066
9 0.0284196 0.0129173 -0.0170911 0.0498795
10 0.0331861 0.0122190 -0.0074030 0.0547169
20 0.0686049 0.0120923 0.0470105 0.108239
30 0.0941444 0.0168314 0.0700664 0.163013
40 0.115967 0.0222013 0.0863155 0.213266
50 0.136364 0.0276741 0.100474 0.261266
60 0.156761 0.0333656 0.114164 0.309735
70 0.178583 0.0395902 0.128529 0.361871
80 0.204123 0.0469796 0.145128 0.423102
90 0.239542 0.0573359 0.167929 0.508238
91 0.244308 0.0587361 0.170984 0.519708
92 0.249486 0.0602586 0.174301 0.532171
93 0.255180 0.0619341 0.177944 0.545878
94 0.261539 0.0638072 0.182010 0.561190
95 0.268791 0.0659454 0.186644 0.578658
96 0.277312 0.0684601 0.192082 0.599185
97 0.287787 0.0715549 0.198762 0.624427
98 0.301711 0.0756737 0.207631 0.657992
99 0.323658 0.0821750 0.221592 0.710913
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Anexo 18. Percentiles (concentracion letal media en mg/mL) del extracto hidroalcohélico
de quinua negra Collana a 48 horas de exposicién, obtenidas mediante analisis Probit.

Error IC fiducial de 95.0%
Porcentaje Percentil estandar Inferior Superior
1 -0.0613809 0.0208172 -0.124885 -0.0310267
2 -0.0459842 0.0180839 -0.100806 -0.0194498
3 -0.0362155 0.0163797 -0.0855885 -0.0120443
4 -0.0288669 0.0151187 -0.0741837 -0.0064308
5 -0.0228894 0.0141102 -0.0649417 -0.0018297
6 -0.0178016 0.0132667 -0.0571059 0.0021171
7 -0.0133405 0.0125407 -0.0502635 0.0056057
8 -0.0093462 0.0119035 -0.0441634 0.0087559
9 -0.0057136 0.0113362 -0.0386413 0.0116466
10 -0.0023697 0.0108261 -0.0335834 0.0143326
20 0.0224780 0.0076199 0.0027340 0.0355588
30 0.0403950 0.0065284 0.0261150 0.0536709
40 0.0557044 0.0068910 0.0429609 0.0722792
50 0.0700137 0.0081903 0.0564180 0.0919605
60 0.0843231 0.0100605 0.0685857 0.112931
70 0.0996324 0.0124030 0.0808694 0.136102
80 0.117549 0.0153802 0.0947546 0.163709
90 0.142397 0.0197229 0.113576 0.202432
91 0.145741 0.0203188 0.116085 0.207666
92 0.149374 0.0209685 0.118807 0.213357
93 0.153368 0.0216853 0.121795 0.219619
94 0.157829 0.0224886 0.125127 0.226619
95 0.162917 0.0234080 0.128920 0.234608
96 0.168894 0.0244920 0.133369 0.244002
97 0.176243 0.0258296 0.138829 0.255561
98 0.186012 0.0276149 0.146072 0.270941
99 0.201408 0.0304421 0.157461 0.295208
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Anexo 19.Constancia de identificacion taxonémica de Chenopodium quinoa Willd
“quinua”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachiller en Ciencias Biolégicas, Srta. Rosa Cecilla, RODRIGUEZ

TINEO, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis

Dicha muestra ha sido determinada segun el Sistema de Clasificacion de
Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION X MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN 3 CARYOPHYLLALES
FAMILIA - CHENOPODIACEAE
GENERO : Chenopodium

ESPECIE 2 Chenopodium quinoa Willd,
N.V. : ‘quinua”

VARIEDADES Amarilla : Marangani

Blanca : Junin
Negra : Collana
Roja. : Pasankalla
Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 13 de febrero del 2024

e —

B1OLOGA
Reg. CAP. N*S83CR. - XII
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Anexo 20.Constancia de identificacién taxonémica de Daphnia pulex “pulga de agua”.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA e ©

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS .»‘a=
LABORATORIO DE BIODIVERSIDAD ¥ SISTEMA W e sa

DE INFORMACION GEOGRAFICA

INFORME DE ENSAYO N°® 045 - 2023
PROYECTO  “Actividad toxicologica del extracto hudroalcobdlico de cuatro
cultivares de semilla de Chemapodium quimoa Willd “quinua”

sobre Dhapwua pulex. Ayacucho 2023

REGION : Ayacacho
PROVINCIA : Ayacucho
DISTRITO : Huamanga
SOLICITANTE : Rosa Cecilia Rodriguez Tineo

TABLA N®01: IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

DATOS DE LA MUESTRA

Muestreado por: Rosa Cecllia Rodriguez Tineo

TIPO DE MUESTRA: Zooplancton

TIPO DE RED: Red de plancton (luz de malla de 50 jun)

VOLUMEN DE MUESTRA 50 ml =3 )

MERESENTACION En frascos de polietileno cerrado

Y LUGAR DE MUESTREO Laguna de Condorccocha
" ’ 58762600 m E

UBICACION GEOGRAFICA

(UTM) 851386800 m S o
3 622 msnm

IDENTIFICACION DE LA|Agua de la nusma lagena de  diferentes

MUESTRA DE AGUA: profundidades, debidamente rotulado o etiquetado.

FECHA DE INGRESO DE LA, ncnnay

MUESTRA: 2 i

FECHA DE INICIO DEL 4062023

ANALISIS: — 2 g

FECHA DE RMINO DEL $106/20"

ANALISIS: A d

Laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacion Geogrifica - UNSCH
Pagna | de 2
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mGan post-abdominal
en medio con dientes mis 12 s anales de espinas anales
espina espinas

Proceso abdominal
(Segundo proceso abdominal
largo)

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas que s muestra en las fotografias y siguiendo las
claves taxondmicas y pictdricas de Pennak (1955), se clasifico de la siguiente forma taxonomica:
Phylum: Arthropoda; Clase: Branchiopoda; Orden: Diplostraca; Familia: Daphniidae; Genero:
Daphnia; Especie: Daplmia pulex.

Se expide la certificacion correspondicnte a solicitud de la interesada para los fines que estime
convenientc

Lahoratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacién Geogrifica - UNSCH
Pagina 2 de 2
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Anexo 21. Protocolo de obtencién de organismos de Daphnia pulex “pulga de agua” y aclimatacién a condiciones de laboratorio.

Recoleccién de muestras en la
laguna de Condorccocha

Hembras gravidas en agua Realizacién del test de
reconstituida sensibilidad

77

Medicion de los pardmetros
fisicoquimicos (pH, T°, STD y
conductividad)

Medicion de la dureza total y
célcica

Preparacion de agua
reconstituida para el cultivo de
Daphnia pulex

Seleccion de hembras gravidas
y neonatos




Anexo 22. Procedimiento de preparacién de la solucién con los extractos y conteo de
muertes de neonatos de Daphnia pulex.
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Anexo 23. Protocolo de obtencién del extracto hidroalcohélico de los cuatro cultivares de quinua

Pesar 300 g de cada Medir 1 200 mL de Colocar las semillas y Agitar vigorosamente Filtracion de los
cultivar alcohol a 70% el alcohol a 70% a entre 15 a 20 minutos, extractos
recipientes color repetir el proceso por 7 hidroalcoholicos de de
ambar dias las semillas de quinua

Almacenamiento de los Extraccion del extracto Obtencién del extracto Colocar a la estufa por Llevar al rotavapor
extractos hidroalcoholicos hidroalcohdlico seco de hidroalcohdlico seco 3diasa40°C para eliminar la
secos las semillas de quinua presencia de agua
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Anexo 24. Extracto hidroalcohdlico seco de los cuatro cultivares de quinua.
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Anexo 25.Proceso del tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos secos y
cuantificacion de las saponinas de los cuatro cultivares de quinua.
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Anexo 26. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos de las
semillas de cuatro cultivares de quinua.

1.Reaccién de Antocianidinas quinua amarilla
2.Reaccion de Antocianidinas quinua blanca

3.Reaccioén de Antocianidinas quinua roja

4.Reaccion de Antocianidinas quinua negra

5.Reaccion de Shinoda quinua amarilla
6.Reaccion de Shinoda quinua blanca
7.Reaccion de Shinoda quinua roja
8.Reaccion de Shinoda quinua negra
9.Reaccion de Aminas quinua amarilla
10. Reaccién de Aminas quinua blanca
11. Reaccién de Aminas quinua roja

12. Reaccion de Aminas quinua negra
13. Reaccion de Espuma quinua amarilla
14. Reaccién de Espuma quinua blanca
15. Reaccién de Espuma quinua roja

16. Reaccion de Espuma quinua negra
17. Reaccioén de Fenoles quinua amarilla
18. Reaccion de Fenoles quinua blanca
19. Reaccion de Fenoles quinua roja

20. Reaccioén de Fenoles quinua negra
21. Reaccién de Taninos quinua amarilla
22. Reaccién de Taninos quinua blanca
23. Reaccién de Taninos quinua roja

24. Reaccién de Taninos quinua negra

. Reaccion de Mayer quinua amarilla

. Reaccion de Mayer quinua blanca

. Reaccion de Mayer quinua roja

. Reaccion de Mayer quinua negra

. Reaccion de Dragendorf quinua amarilla
. Reaccion de Dragendorf quinua blanca
. Reaccion de Dragendorf quinua roja

. Reaccion de Dragendorf quinua negra
. Reaccion de Wagner quinua amarilla

. Reaccion de Wagner quinua blanca

. Reaccion de Wagner quinua roja

. Reaccion de Wagner quinua negra




Anexo 27. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos de las
semillas de cuatro cultivares de quinua.

37. Reaccién de Azlcares reductores quinua amarilla
38. Reaccion de Azlcares reductores quinua blanca
39. Reaccion de Azlcares reductores quinua roja
40. Reaccion de Azucares reductores quinua negra
41. Reaccion de Lieberman Bouchard quinua amarilla
42. Reaccion de Lieberman Bouchard quinua blanca
43. Reaccion de Lieberman Bouchard quinua roja
44. Reaccion de Lieberman Bouchard quinua negra
45. Reaccion de Bortrager quinua amarilla

46. Reaccion de Bortrager quinua blanca

47. Reaccion de Bortrager quinua roja

48. Reaccion de Bortrager quinua negra

49. Reaccion de Kedde quinua amarilla

50. Reaccion de Kedde quinua blanca

51. Reaccién de Kedde quinua roja

52. Reaccién de Kedde quinua negra

53. Reaccion de Baljet quinua amarilla

54. Reaccion de Baljet quinua blanca

55. Reaccion de Baljet quinua roja

56. Reaccion de Baljet quinua negra

57. Reaccion de Catequinas quinua amarilla

58. Reaccion de Catequinas quinua blanca

59. Reaccién de Catequinas quinua roja

60. Reaccion de Catequinas quinua negra
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Anexo 28. Matriz de consistencia

Titulo: Actividad toxicolégica del extracto hidroalcohélico de cuatro cultivares de semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua” sobre Daphnia pulex.

Ayacucho 2023.

MARCO P VARIABLES E :

PROBLEMA OBJETIVOS TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
¢Cuédl  es la  Objetivo general Antecedentes El extracto Variable Disefio de investigacion
actividad Evaluar la actividad toxicolégica de cinco Marco tedrico hidroalcohdlico de independiente Basica
toxicologica de gncentraciones del extracto hidroalcohdlico de Bases los cuatro Concentraciones de Tipo de investigacion
cinco _ cuatro cultivares de las semillas de Chenopodium  teéricas cultivares de los _ extractos  Experimental
concentraciones  quinoa Willd sobre Daphnia pulex en condiciones ~Chenopodium — Chenopodium hidroalcoholicos  de Poblacion
crecientes de 10S (e |aboratorio. Ayacucho 2023. quinoa  Willd quinoa Willd cuatro cultivares de 1 kg de semilas de
extractos Objetivo especifico “quinua"_. “qu_in_ua" tiene Chenopodium quinoa Chenopodium quinoa Willd
hidroalcohdlicos 1D . | e d lidad d Metabolitos actividad Willd “quinua”. “quinua”
de cuatro - Determinar el porcentaje de mortalidad de o0 hqarios toxicoldgica sobre
cultivares de las ~NeONalos .de Daphnia pulex, sfometld.as a Organismos de neonatos de Indicadores Tamafio de prueba
semillas de concentraciones de 0,00625; 0‘9125' 0, 025 0,05 prueba Daphnia pulex - Cultivares de quinua 300 gramos de semillas de
Chenopodium yo1 mg’".‘L de los extractos hldfO&|COhO|ICO§ de Daphnia pulex “pulga de agua” a - Concentraciones de quinua Amarilla Marangi,
quinoa Wwilld cugtro cu|t|yare? d.e Ias”semnlas de Chenopodium “pulga de condiciones de los extractos Blanca Junin, Roja
“‘quinua”, sobre quinoa .W'"d quinua” a 24 y 48 horas de agua” laboratorio, a hidroalcohdlicos de las Pasankalla y Negra Collana
Daphnia  pulex exposicion. L, . Toxicologia medida que el semillas de
“pulga de agua” ibnc(::aelr?tl;gi c,l)"; fggfﬁgg:ﬁlgnyIgitﬁlcénfgﬂags()cééo?oﬁ Ecotoxicologia tiempo y la Chenopodium quinoa 1 000 neonatos de Daphnia
32 | aggregg:rl%r;es extractos hidroalcohdlicos de cuatro cultivares de ;ﬁrrwrt]:::tt;éuon \(/:/r:g7mL). quinua” - pulex

las semillas de Chenopodium quinoa Willd
“quinua”, sobre neonatos de Daphnia pulex a 24y
48 horas de exposicion.

3. Identificar cualitativamente los metabolitos
secundarios mediante tamizaje fitoquimico de los
extractos hidroalcohdlicos 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”.

Variable dependiente

Tasa de mortalidad de
Daphnia pulex “pulga
de agua”

Indicadores
-Mortalidad en 24 y 48
horas de exposicién
Clso

Clogs

Técnicas

Evaluacién de la tasa de
mortalidad de Daphnia
pulex “pulga de agua” a
diferentes concentraciones
y a dos tiempos de
exposicion

Determinacion de

la CLso y CLos

Andlisis estadistico

Probit

Kruskall Wallis
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| oy UNSC '1 CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Rosa Cecilia RODRIGUEZ TINEO
RESOLUCION DECANAL N° 105-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del trece de marzo del afio dos mil
veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristoébal de Huamanga, presidido por
el Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA; Dr. Carlos Emilio CARRASCO BADAJOZ
(Miembro-jurado); Dr. Edwin PORTAL QUICANA(Mlembro-JuradO} Dr. Raul Antonio MAMANI
AYCACHI (Miembro- 4to Jurado); Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ (Miembro — Asesora),
actuando como secretario docente encargado el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA con
Memorando N° 102-2024-UNSCH (IN) — FCB con fecha trece de marzo; para presenciar la
sustentacion de tesis titulada: Actividad toxicolégica del extracto hidroalcohélico de
cuatro cultivares de semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua” sobre Daphnia
pulex. Ayacucho 2023 ; presentado por la Bach. Rosa Cecilia RODRIGUEZ TINEO; el
Presidente luego de verificar la documentacion presentada, indicé al secretario docente
encargado dar lectura a la documentacion generada que refrenda el presente acto académico,
luego de ello dispuso el inicio al acto de sustentacion, indicando a la sustentante que dispone
de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece el
Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia. Culminada la
exposicion, el Presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invit6 a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio para
que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Respuesta a

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Promedio
preguntas
Dr. Carlos Emilio CARRASCO BADAJOZ 18 18 18
Dr. Edwin PORTAL QUICANA 18 18 18
Dr. Raul Antonio MAMANI AYCACHI 17 17 17

PROMEDIO 18

La sustentante alcanzé el promedio de 18 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizo el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis y diez de la
tarde; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Lot
L

Dr. Saturpino Méartin TENORIO BAUTISTA Dr. Carlgs
Presidente

CO BADAJOZ
do

7 /
Dr. Edwin PORTAL QUJCANA Dr. Raul Antoni MAM:E\NI AYCACHI
Miefmbro — Jura Mlemb — 4to Jurado

Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ Mg. Lu Uriel MOSCOSO GARCIA
Miembro — Asesor retario — Docente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 35-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
ta Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional De San Cristébal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Actividad toxicolégica del
extracto hidroalcohdlico de cuatro cultivares de semiillas de Chenopodium quinoa
Willd “quinua” sobre Daphnia pulex. Ayacucho 2023 por ROSA CECILIA RODRIGUEZ
TINEO; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de. 17%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la
ausencia de plagio definido por ef Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacion
de la UNSCH, aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-C.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébatl de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 06 de abril de 2024.

DIRECTOR
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