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RESUMEN

La principal causa de la pérdida de biodiversidad esta relacionada con la introduccién de
especies invasoras. Un ejemplo destacado de este fendmeno es el caracol Achatina fulica, un
gasteropodo considerado una plaga de importancia agricola y sanitaria debido a su dieta
polifaga y su papel como hospedador de Angiostrongylus cantonensis y Angyostrongylus
asociada a la meningitis. En este contexto, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar la DL50 de alcaloides de la especie Lonchocarpus nicou contenidos en un biocida
destinado al control de este molusco. La metodologia empleada tuvo un enfoque cuantitativo-
cualitativo, puesto que se utilizaron métodos de andlisis estadisticos cuantitativos para
determinar la DL50 de extractos alcohdlicos y acuosos de Lonchocarpus nicou, ademas se
realizd un tamizaje fitoquimico mediante una metodologia cualitativa por colorimetria y
reaccion de quimicos para determinar metabolitos presentes. Ademas, se manipularon variables
de Achatina fulica como la dosificacion (7%, 5%, 3%), el peso de los individuos evaluados (20-
25 g) y el tiempo de evaluacion (24 y 48 horas) fente a extractos de Lonchocarpus nicou. Los
resultados de caracterizacion fitoquimica presentan metabolitos como alcaloides, lactonas y
coumarinas, quinonas, azucares reductores, saponinas, compuestos fendélicos y/o taninos,
antocianidinas, mucilagos y principios amargos, ademas la DL50 para los extractos alcoholicos
de Lonchocarpus nicou se encontrd en una concentracion del 6% mientras que para extractos
acuosos, la DL50 se ubico en concentraciones al 8%. Finalizada la investigacién, se concluye
que la DL50 de alcaloides de la especie Lonchocarpus nicou en concentraciones del 6% en
extractos alcohdlicos y 8% en extractos acuosos garantiza la muerte del 50% de individuos de

Achatina fulica que sean expuestos a estas concentraciones.

Palabras clave: <BARBASCO (Lonchocarpus nicou)>, <CARACOL AFRICANO (Achatina
fulica)>, <ALCALOIDES>, <BIOCIDA>, <METABOLITOS SECUNDARIOS>.
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SUMMARY / ABSTRACT

The main cause of biodiversity loss is related to the introduction of invasive species. A
prominent example of this phenomenon is the Achatina fulica snail, a gastropod considered a
pest of agricultural and sanitary importance due to its polyphagous diet and its role as a host of
Angiostrongylus cantonensis and Angyostrongylus associated with meningitis. In this context,
the objective of this reseaarch was to determine the LD50 of alkaloids of the species
Lonchocarpus nicou contained in a biocide intended for the control of this mollusk. The
methodology employed had a quantitative-qualitative approach, since quantitative statistical
analysis methods were used to determine the LD50 of alcoholic and aqueous extracts of
Lonchocarpus nicou. In addition, a phytochemical screening was performed using a qualitative
methodology by colorimetry and chemical reaction to determine the metabolites present.
Moreover, Achatina fulica variables such as dosage (7%, 5%, 3%), weight of individuals
evaluated (20-25 g) and evaluation time (24 and 48 hours) against Lonchocarpus nicou extracts
were manipulated. The results of phytochemical characterization showed metabolites such as
alkaloids, lactones and coumarins, quinones, reducing sugars, saponins, phenolic compounds
and/or tannins, anthocyanidins, mucilages and bitter principles, and the LD50 for alcoholic
extracts of Lonchocarpus nicou was found at a concentration of 6% while for aqueous extracts,
the LD50 was at concentrations of 8%. At the end of the research, it is concluded that the LD50
of alkaloids of Lonchocarpus nicou species at concentrations of 6% in alcoholic extracts and 8%
in aqueous extracts guarantees the death of 50% of Achatina fulica individuals exposed to these

concentrations.

Keywords: <BARBASCO (Lonchocarpus nicou)>, <ACHARBASCO AFRICAN (Achatina
fulica)>, <ALCALOIDS>, <BIOCIDE>, <SECONDARY METABOLITES>.
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INTRODUCCION

A nivel mundial la produccién de plaguicidas organicos sintéticos ha presentado un gran auge
desde inicios del siglo XX, debido al desarrollo de la industria petrolera (Garcia y Rodriguez 2012,
pég. 1). Estos productos son promocionados como la solucién mas eficaz para los cultivos, sin
mencionar que estos toxicos representan un riesgo para la salud de las personas y la biota (Duran
etal. 2013, pag. 12). Esta situacién surge como consecuencia de la creciente demanda de
plaguicidas con mayor toxicidad, motivada por el desarrollo de plagas mas resistentes y la

intensificacion de la competencia en el mercado de estos productos.

De acuerdo con estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) entre 500 000 y 1
millon de personas se intoxican por plaguicidas y al menos 20 000 personas mueren, siendo el
75% de los que fallecen trabajadores agricolas (Valenzuela y Gomez 2007, pag. 186). Segun el
Ministerio de Salud Publica en los ultimos 5 afios el Ecuador las intoxicaciones por plaguicidas
han aumentado un 24.4% anual (Viteri et al. 2013, pag. 36), €S asi que en el afio 2020 se notificaron
un total de 1876 intoxicacion de los cuales 216 se atribuyen a plaguicidas y 102 a herbicidas y

fungicidas (Sunta 2021, pag. 4).

Ademaés de lo anteriormente mencionado, Pérez (2012, pag, 12) destaca los graves problemas que
los plaguicidas generan en la biota, tales como la mortalidad de peces y aves, la destruccion de
hébitats naturales, la contaminacion de aguas subterraneas y el desarrollo de resistencia en las
plagas. Dentro de este contexto la utilizacion de extractos vegetales para el control de plagas
tiene la ventaja de no provocar contaminacién, debido a su facil degradabilidad en el ambiente
(lannacome, 2006), productos naturales obtenidos de plantas del género Lonchocarpus y Derris,
funcionan como plaguicidas organicos; especialmente atacando por contacto e ingesta sobre el

sistema nervioso, inhibiendo la respiracion celular del individuo objetivo (Lannacone y Montoro
2002, pag. 24).

En Ecuador, la planta empleada como veneno para peces se suele llamar cominmente
“Barbasco” y se registra entre las 51 especies para este uso (Simbafia 2018, pag 23), asi también, el
Lonchocarpus nicou conocido como Barbasco se encuentra entre una de las plantas que presenta
propiedades biocidas (Marifios et al. 2004, pag. 42), el uso de plantas con dichas propiedades se han
empleado desde la antigtiedad por su alta disponibilidad de materia prima, facil extraccion de
principios activos, bajo costo de produccion y baja toxicidad e inocuidad (Borrego 2015, pag. 53).
La principal caracteristica que posee la especie Lonchocarpus nicou radica en el contenido
abundante de alcaloides, fenoles, taninos, entre otros, que puede resultar letal para los animales

de sangre fria (Urgilés 2015, pag. 13).



Otro de los problemas a los que se enfrenta el Ecuador es la introduccién de especies invasoras,
entre las cuales se encuentra el caracol africano o Achatina fulica por su nombre cientifico, esta
especie fue introducida a este pais en el afio 2008, trayendo consigo problemas al sector
agricola, medico-sanitario, econémico, social y ambiental (Cuasapaz 2017, pag. 42 ). Este molusco
puede poner cerca de 600 huevos y ataca a 100 tipos de cultivos, acabando en una sola noche
una hectarea de plantaciones (Pinargote 2017, pag. 23), ademas, esta especie actla como hospedador
en el ciclo de vida de varios nematodos prejudiciales para la salud humana: Angiostrongylus

cantonensis y Angyostrongylus asociadas a la meningoencefalitis (Lugones y Ramirez 2016, pag. 8)

El presente trabajo de investigacion consiste en determinar la dosis letal media de alcaloides
contenidos en un biocida de la especie Lonchocarpus nicou para el control del molusco
Achatina fulica. Ya que actualmente en Ecuador se desconace el potencial biocida que existe en
los extractos de la especie Lonchocarpus nicou, y se recurre al uso de quimicos mosquicidas,
como el metaldehido, sulfato de cobre o tricloroformo, que presentan efectos dafiinos para el
ecosistema y un riesgo para el ser humano debido a su alta toxicidad (Rubio 2019, pag. 12). En vista
de los problemas antes mencionados resulta de suma importancia investigar los compuestos
primarios y el potencial biocida de los extractos de la especie Lonchocarpus nicou para
controlar esta especie invasora, generando una alternativa a los métodos tradicionales,
reduciendo asi la contaminacion ambiental y disminuyendo el riesgo de intoxicacion por

quimicos mosquicidas controlando de manera sostenible y segura a la plaga de Achatina fulica



CAPITULO I

1 PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
1.1 Planteamiento del problema

La principal causa global de la pérdida de biodiversidad esta relacionada con la introduccion
de especies invasoras, mayoritariamente causada por actividades humanas o accidentes, estas
especies son transportadas desde sus entornos naturales a diferentes lugares, a menudo
cubriendo largas distancias (Argielles etal.pdg. 23 2006). Este proceso puede ocasionar dafios
considerables en los ecosistemas receptores, generando competencia por recursos y habitats con
las especies nativas (Vila et al. 2006, pag. 43). El resultado son efectos negativos significativos en la

biodiversidad local, un ejemplo destacado de este fendmeno es el caracol Achatina fulica.

Este gasteropodo es considerado una plaga de importancia agricola, ya que posee una dieta
polifaga, lo que significa que es capaza de alimentarse de un sin nimero de especies vegetales
siendo promotor de devastacion en plantaciones de maiz, banano, citricos, papaya, café, y
numerosas horticolas como lechugas, acelga, etc., (Lugones y Ramirez 2016, pag 13), a pesar de
presentar preferencia herbacea también posees habitos saprofitos (Albuguerque et al. 2008), debido a
estos habitos esta especie actia como hospedador intermedio de varios nematodos perjudicales
para salud humana, entre los que se encuentran la Angiostrongylus cantonensis y

Angyostrongylus asociada a la meningitis (Londofio et al., 2013).

Para el control de este molusco se emplea la aplicacion de productos quimicos molusquicidas
gue tienen el potencial de impactar negativamente en los ecosistemas circundantes. Los efectos
colaterales en organismos no objetivo, como insectos polinizadores y otros invertebrados,
plantean preocupaciones sobre la biodiversidad y la salud del ecosistema (Chasi 2017, pég. 19).
Ademas, el uso de cebos compuestos de metaldehido genera dafios en el medio ambiente y
toxicidad para la salud humana y otros animales, ya que estos productos no tienen selectividad

para A. fulica (Leite et al. 2022).



1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General
e Determinar la Dosis Letal media (DL50) de alcaloides de la especie Lonchocarpus

nicou contenidos en un biocida para el control del molusco Achatina fulica.

1.2.2 Obijetivos Especificos
o Definir el método de extraccion y dosificacion del biocida de Lonchocarpus nicou para
el control del molusco Achatina fulica.
e Caracterizar los componentes fitoquimicos de los extractos de la especie vegetal
Lonchocarpus nicou.
e Determinar el porcentaje de mortalidad de Achatina fulica frente a los extractos de

Lonchocarpus nicou mediante analisis estadistico.

1.3 Justificacion

Ante los dafios ocasionados por A. fulica y el uso de plaguicidas quimicos como medida de
control, surge la necesidad de explorar alternativas mas sostenibles y eficaces para el control de
plagas y especialmente para el control de A. fulica. Segun lzquierdo (2010), el método méas
efectivo para el control de plagas se encuentra en los biocidas, debido a su bajo riesgo para la
salud humana y su capacidad de degradacion sencilla en el entorno. Ademas, estos productos
pueden ser capaces de retrasar la presencia de resistencia, asi también los efectos secundarios
para organismos no objetivo pueden ser minimos (Osorio 2021, pag. 18). Lo0s biocidas son una
alternativa prometedora como fuente de productos naturales bioactivos mas econdmicos,

seguros y confiables para el control de organismos no deseados (Rodriguez et al. 2020).

En contexto con lo anteriormente mencionado, se busca usar las propiedades plaguicidas e
insecticidas de la especie vegetal Lonchocarpus nicou para el control de Achatina fulica. Segln
menciona (Calle 2018, pag. 3) el extracto de esta especie vegetal resulta toxico para animales de
sangre fria; el molusco A. fulica es un gasteropodo invertebrado de sangre fria (Weininger-Cohén
etal. 2012), lo que nos indica que el uso de extractos alcaloidales de la especie Lonchocarpus
nicou podria ser efectivo en el control de A. fulica en concentraciones especificas, debido a que
esta especie vegetal ataca a organismos con caracteristicas similares a las que presenta este

molusco.

La presente investigacion constituye una alternativa sostenible y ecoldgica para el control de
Achatina fulica, empleando las caracteristicas biocidas contenidos en extractos de la especie

Lonchocarpus nicou; con el objetivo de controlar a Achatina fulica a un costo
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considerablemente menor, sin generar dafios significativos a los ecosistemas circundantes y

disminuyendo el uso de plaguicidas quimicos, asi como sus efectos negativos en el ambiente.

1.4 Hipdtesis o preguntas de investigacion
¢ HO: La concentracion formulada para el biocida de la especie Lonchocarpus nicou no
garantizan la mortalidad del 50% de la poblacion de individuos evaluados para el
control de Achatina fulica.
e H1: La concentracién formulada para el biocida de la especie Lonchocarpus nicou
garantizan la mortalidad del 50% de la poblacion de individuos evaluados para el

control de Achatina fulica.



CAPITULO II

2 MARCO TEORICO

2.1  Bases conceptuales

2.1.1  Dosis Letal media (DL50)

Se define como la concentracion de una sustancia administrada en mg, ml, %, que puede causar
la muerte de la mitad del grupo de individuos evaluados (Ulibarry 2019, pag. 4), la prueba DL50
provee una medida de la sensibilidad de una especie a una sustancia toxica (Badii y Landeros, 2007).
La determinacién de la dosis letal media (DL50) como prueba patrén reduce la cantidad de

pruebas requeridas para determinar la dosis (Garcia et al., 2015).

2.1.2 Plaguicida

Es el nombre genérico que recibe cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias que se usa para
controlar una plaga (Karam et al., 2004), como insectos, acaros, moluscos, roedores, hongos, malas
hierbas, bacterias que pueden ser perjudiciales para la salud publica y la agricultura (Torri, 2015).

Estos pueden ser de caracter organico e inorganico o substancias naturales (Ulibarry, 2019)

2.1.3 Plantas para el control de plagas

La utilizacion de diferentes especies vegetales para el control de plagas se ha utilizado a lo largo
de la historia (Rivera et al. 2003). Diversas substancias oriundas de las plantas como piretroides,
alcaloides y terpenoides pueden ser encontradas en las raices, hojas, flores y semillas (Nascimento
etal., 2008), dichos compuestos proporcionan importantes caracteristicas como antiapetitivos,

antivirales, antimicrobianos o repelente para insectos y plagas (Rodriguez et al., 2000).

2.1.4 Biocida

Un biocida es toda sustancia capaz de producir un dafio y/o la muerte de un organismo (Gaian,
2014), debido a su contenido de una o mas sustancias activas destinadas a eliminar, destruir o
controlar a organismos por medios quimicos o biol6gicos (Aguayo etal., 2010), es asi que la
actividad antimicrobiana es el efecto letal o inhibitorio, tanto de un producto biocida como de

un antibidtico (Hernandez, 2010).

2.1.5 Alcaloides

Los alcaloides forman un amplio grupo de metabolitos secundarios con una diversidad
comparable al de los terpenos, representando cerca del 20% de todas las sustancias conocidas
naturalmente (Santos y Moreno, 2013), este grupo poseen una amplia variedad de efectos
toxicos (Pérez etal. 2017) los cuales actlan para protegerse de la agresién de otros organismos

(Pifiero et al., 2022). Algunas plantas de la familia Fabaceae como el nescafe o el frijol machete



poseen actividad molusquicida (Pérez etal, 2017). Los alcaloides poseen propiedades
antimicrobianas e insecticidas, ademas, inhibe el crecimiento bacteriano, antifingico, larvicivo,

siendo muchos de los alcaloides son tdxicos para animales (Vasquez, 2019).

2.1.6. Achatina fulica

El caracol africano (Achatina fulica) es un molusco gasterépodo de la familia Achatinidae,
caracterizado por tener una concha coénica de color marrén, ser hermafroditas protandricos
alcanzando la madurez sexual a los cinco meses (Patifio y Giraldo, 2017), ademas es una de las cien
especies invasoras mas importantes del planeta (Avendafio y Linares, 2015), siendo originaria de la
costa este de Africa y se la conoce por su ataque a cultivos, la fauna silvestre y los ecosistemas

nativos ( Ossa-Lacayo et al., 2014).

2.1.7. Lonchocarpus nicou

Es una planta leguminosa, silvestre presente en América del sur especialmente por toda la zona
Amazoénica (1zquierdo, 2013). Esta planta posee un alto potencial industrial y medicinal, en cuyas
raices se concentra diversas sustancias quimicas toxicas (Calle 2018, pag. 4), las cuales son
consideradas como insecticidas naturales o biocidas capaces de actuar por contacto o ingesta

produciendo efectos tdxicos sobre ciertos organismos (Diaz 2010, pag. 24).

2.1.8. Fitoquimica

Es el estudio de los compuestos quimicos presentes en las plantas, usualmente Ilamados
metabolitos secundarios, caracteristicos de una especie vegetal (Hernandez etal., 2012) las cuales
pueden ser quinonas, flavonoides, taninos, cumarinas, alcaloides, saponinas, principios amargos
entre otro tipo de metabolitos, (Castillo et al., 2017) permitiendo identificar los principios activos

responsables de las propiedades atribuidas a las plantas (Torres et al., 2009).

2.2 Bases tedricas

2.2.1  Productos comerciales a base de metaldehido

2.2.1.1 Metaldehido

Es el principio activo que usan diversos molusquicidas siendo especifico en el control de
babosas y caracoles (Guillén, 2016). EI metaldehido es un polimero acetaldehido que se encuentra
en forma de cebos de metaldehido a concentraciones de 3-6% (Bajafia, 2016), este producto
interrumpe la produccién de mucosa de los caracoles y babosas provocando debilidad digestiva

y deshidratacion de los individuos (Armstrong, 2007).



Tabla 2-1. Productos comerciales a base de Metaldehido

INGREDIENTE ACTIVO: Metaldehido

Nombre comercial MATABABOSA, Cebos de metaldehido, Molusquicida,
Metaldehido
Nombre quimico 2,4,6,8-tetrametil-1,3,5,7-tetraoxaciclooctano
Tipo de accién Helicida con actividad por ingestidn y contacto
Plagas recomendadas Caracoles y babosas.
Condiciones de aplicacion Sobre el suelo y evitar que el producto entre en contacto
con la planta
Formulacion Cebo troceado, granulado, cebo en granulos

Fuente: (CHEMINOVA, 2016) y (Reinoso, 2015)
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

2.2.1.2 Carbamatos

Los carbamatos son esteres N-metilados y N,N-dimetilados del &cido carbdmico que le dan
caracteristicas particulares (Chi Coyoc, 2016) para ser utilizadas mayormente como como
insecticidas, herbicidas y fungicidas (Blanco, et al., 2013), ademas algunos carbamatos funcionan
como molusquicida siendo méas téxico que el metaldehido, inhibiendo la actividad de

acetilcolinesterasa (Andrews, 1985).

2.2.2 Clasificacion de las sustancias biocidas
Segun Gafan (2014, pag. 4) las sustancias biocidas estan clasificadas de la siguiente manera:
e Segln el organismo sobre el que actGan: antimicrobianos (bactericidas, fungicidas),
insecticidas, herbicidas, nematicidas, rodenticidas, etc.
e Segun su naturaleza quimica: organofosforados, organoclorados, terpenos, alcaloides,
fenolicos, sales inorganicas, etc.
e Segln su selectividad: especificos o de amplio espectro.
e Segln su mecanismo de accion: neurotdxicos, citotoxicos, desorganizadores de la
membrana celular, inhibidores enzimaticos, etc.

e Segln su origen: naturales o sintéticos; inorganicos, botanicos o microbianos, etc.

2.2.3  Generalidades de A. fulica

2.2.3.1 Taxonomia de Achatina fulica

Las babosas y caracoles terrestres como Achatina fulica pertenecen a los Gasterépodos, la clase
taxonémica mas grande de los Mollusca, en la que los miembros tienen una region cabeza-pie

caracteristica y una masa visceral (Fontanilla, 2010), este molusco pertenece a la familia
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Achatinidae donde se encuentran los caracoles terrestres mas grandes existentes, tienen 13
géneros que constituyen la familia y son endémicos de Africa (Navarrete, 2016). Debido a la
presencia de espirales nepionicas A. fulica con frecuencia se incluye dentro del subgénero
Lissachatina (Rubio, 2019).

Tabla 2-2. Taxonomia de Achatina fulica

Clasificacion taxondmica

Reino Animalia
Phylum Mollusca
Clase Gasteropoda
orden Pulmonada
suborden Sigmurethra
Familia Achatinidae
subfamilia Achatinoidea
Genero Achatina
Especie Achatina fulica

Fuente: (Parra, 2019)
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

2.2.3.2 Caracteristicas morfoldgicas

El caracol Achatina fulica es un molusco terrestre, cuya conchilla puede llegar a medir veinte
centimetros de longitud en ejemplares adultos (Virgillito et al., 2015). Esta concha es helicoidal de
forma espiral, compuesta por tres capas: periostraco (capa externa), mesostraco, y endostraco
(capa interior) (Navarrete, 2016). Por lo general, la coloracion de caparazon tiende a ser amarillo-
café o café-rojizo con bandas axiales cafés poco definidas y en zigzag, la punta puede ser blanca

0 beige pero su color se puede identificar la edad del individuo (Rubio, 2019).



lHustracion 2-1. Caparazones de A. fulica de diferente tamafio
Fuente: (Vogler, 2013)

El cuerpo de este molusco estd formado por tres partes: cabeza, pie y masa visceral, la cabeza
tiene dos pares de tentaculos retractiles en los extremos de los ojos, los cuales solo pueden
diferenciar entre la luz y la oscuridad, tienen la funcién de fotorreceptores y poseen boca,
lengua llamada radula (Navarrete, 2016). Presenta un cuerpo himedo de color marrén grisaceo, el
lomo presenta una banda longitudinal més clara cuando se encuentra fuera de su caparazén
(Parra, 2019), en la capa cutanea posee glandulas que segregan baba las cuales actian como

lubricante protector ademas de facilitar su movilidad (Reinoso, 2015).

Coloracién marrén
con rayas Cuatro
longitudinales leniaculos

Concha

Aspcecio
10cm

hasia 30 cm

Caracol Africano Gigante
(Achatina fulica)

llustracion 2-2. Morfologia de Achatina fulica
Fuente: (Lombo, 2020)
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2.2.3.3 Biologia reproductiva y comportamiento

Su ciclo de vida comienza con el proceso de incubacién que puede durar 10 a 25 dias en
condiciones de temperatura y pH de suelo entre 5 y 6 (Lombo, 2020). Este molusco es
hermafrodita con fertilizacion cruzada como es caracteristico en gasteropodos pulmonares (Ugwu
et al., 2011), aunque posee los dos sexos es incapaz de autofertilizarse por lo que necesita
aparearse con otro individuo de la misma especie (Parra, 2019). A partir de los 5 a 6 meses A.
fulica es capaz de producir de 10 a 400 huevos luego de periodo 8 a 20 dias del apareamiento
(Reinoso, 2015). Segln Rubio (2019) citado de Tomiyama (1992) clasifica a A. fulica en tres

categorias:

Tabla 2-3. Categorias de crecimiento de A. fulica

Posee un largo de caparazon mayor a 4cm y

Joven Adulto un groso menos de 0.5mm del peristoma,
seccion reproductiva en desarrollo.

Posee un largo de caparazén mayor a 4cm y

grosor del peristoma entre 0.5mm y 0.8mm,

Intermedio seccién reproductiva masculina

completamente  desarrollada y seccion

femenina en desarrollo.

Posee un largo de caparaz6n mayor a 4cm y
Adulto mayor un grosor del peristoma mayor a 0.8mm con
las dos partes reproductivas completamente

desarrolladas.

Fuente: (Rubio, 2019)
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

2.2.34 Dieta

El molusco A. fulica es un caracol polifago es decir que son herbivoros, carnivoros, necréfagos
(Morocoima et al., 2014), este gasterépodo ataca mas de 100 especies de plantas como algoddn,
bananos, hortalizas, frutos, frijoles ademas algunas plantas nativas (Rodriguez, 2006) , liquenes, y

carrofia, también se alimenta de huesos y fuentes de calcio (Ossa et al., 2014).

2.2.3.5 Caracteristicas de habitad de A. fulica

Son propias de climas tropicales y subtropicales, se refugian en areas de abundante vegetacion y
de preferencia ricos en carbonato de calcio (Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente,
2004), las temperaturas ideales para este molusco varian entre los 19 y 26 °C, pero también

pueden desarrollarse en ambientes térmicos frios de 3°C; el suelo ideal para su supervivencia
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posee un pH 5 a 6 y un porcentaje de humedad relativa de 76 a 87 % (Gonzalez y Arias, 2019). Se
los conoce como promotores de la devastacion en plantaciones de banano, papaya, mani, café,

citricos, asi como granos almacenados, jardines y huertas domesticas (Lugones y Ramirez, 2016).

2.2.3.6 Implicaciones sanitarias del caracol africano

Debido a sus habitos alimenticios A. fulica puede actuar como hospedador en el ciclo de vida de
los nematodos Angyostrongylus cantonensis y A. costaricensis los cuales son perjudiciales para
la salud humana (Reinante et al., 2022), siendo los causantes de la angiostrongiliosis abdominal

caracterizada por la obstruccion de las arterias mesentéricas (Martinez y Orna, 2008).

2.2.4  Descripcién morfol6gica de Lonchocarpus nicou

2241 Planta

Es una planta herbacea de la familia de las Dioscéreas, conocida cominmente como barbasco la
cual posee tallos volubles, raices tuberosas o rizomas con sistema radicular axonomorfo (Calle,
2018), crece de preferencia en climas calidos y humedos como los de la amazonia, se propaga via

vegetativa (Aguirre, 2012).

2.2.4.2 Tallo principal

El tallo es cilindrico, ramificado, nudoso y semilefioso (Moncerrate y Vergara, 2013).

2.2.4.3 Floresy fruto
Las flores son verdes y pequefias, en la union del tallo y las hojas, las femeninas forman racimos
colgantes mientras que los frutos tienen forma alargada, y contienen 2 semillas lisas ;

usualmente habita en clima calido desde el nivel del mar hasta los 1500m (Aviles, 2015).

2.2.4.4 Sistema Radicular

Las raices crecen hasta alcanzar los tres metros de longitud y 1.5 a 2.5 cm de didmetro, cuando
la planta esté cerca de los tres afios las raices son idéneas para la cosecha; estas poseen un color
gris pardusco con arrugas longitudinales (Aguirre, 2012). Ademd&s las raices poseen altos

contenidos de sustancias toxicas (Yugcha, 2015).
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2.2.5 Clasificacion taxonémica

Tabla 2-4.

Taxonomia de Lonchocarpus nicou

Reino Vegetal
Division Embriophyta
Subdivision Angiospermae
Familia Fabaceae
Genero Lonchocarpus
Especie Nicou

2.2.6

Nombre cientifico Lonchocarpus nicou

Fuente: (Yugcha, 2015)
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

Métodos de extraccion

Los métodos de separacion dependen de las propiedades fisicas de los componentes de una

mezcla obtenida de las plantas (Ruiz, 2020). Existen diferentes métodos como:

Maceracion: proceso fisicoquimico en el cual se aplica un solvente organico para la
extraccion de compuestos fenolicos como aromas, sabores, colorante y otros derivados
que se encuentran en plantas o frutos (Pineda, 2019).

Destilacion: operacion quimica que consiste en separar mezclas liquidas de sustancias,
para lo cual se modifica la fase de una fraccion evaporizandola lo que produce una
desigualdad en la distribucion de la composicion de las sustancias en las fases (Badajoz,
2011).

Decantacion: consiste en separar componentes de diferentes fases siempre que exista
una diferencia significativa entre sus densidades, usualmente se usa un equipo de
decantacién a nivel de laboratorio (Lépez et al., 2005).

Filtracién: proceso fisico fundamental en el paso de una mezcla solido-liquido a través
de un medio poroso o semiporoso, el cual retiene sdlidos y dejando pasar el fluido (Perez
y Urrea, 2012).

Evaporacion: Consiste en la separacion de componentes volatiles mediante la

aplicacion de calor o corriente de aire seco (Ruiz, 2020).
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2.2.7

Clasificacion de extractos vegetales

Segin Amaguafia (2018) dependiendo del grado de concentracion de solventes extractivos, los

extractos pueden clasificarse en:

Extractos Fluidos o liquidos: Son preparaciones liquidas de plantas que usan alcohol
como disolvente o conservador, ya que se evapora dicho disolvente para realizar una
disolucion que sea igual al peso de la planta es decir que 1g equivale a 1ml
(concentracion 1:1) (Cano, 2022).

Extractos Secos: se elaboran a partir de procesos de evaporacion en vacio con una
humedad entre 15 y 25% la concentracion es igual o superior a 2:1, mediante este
proceso o liofilizacidn se obtienen extractos secos de concentracion 5:1 (Guerra, 2005).
Extractos Semisélidos o blandos: son preparaciones de consistencia intermedia entre
un extracto liquido y un extracto seco, por lo que se considera un extracto de
consistencia pastosa, son poco usados y poseen consistencia gelatinosa (Cano, 2022).
Crioextractos: se obtienen de la droga liquida, de la que se extraen los principios
activos mediante nitrdgeno liquido para posteriormente afiadir alcohol etilico. Este tipo
de extractos resulta muy costoso, pero a la vez muy utiles para la extraccion de

proteinas y enzimas de ciertas especies (Durango, 2009).
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CAPITULO 11l

3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Descripcion del enfoque

La presente investigacion posee un enfoque cuantitativo-cualitativo ya que se realizo la
determinacién de una dosis letal media (DL50) a partir del extracto de alcaloides de la especie
Lonchocarpus nicou, donde en cada unidad experimental se contabiliz6 el namero de individuos
muertos por tratamiento al ser expuestos a distintas concentraciones del extracto; mediante un
analisis estadistico se comprobd que la dosis formulada para un biocida de la especie
Lonchocarpus nicou garantizan la mortalidad del 50% de individuos de Achatina fulicaa, asi
como los objetivos planteados en esta investigacion. Es cualitativo debido a la identificacion de
metabolitos secundarios que se realiza mediante un ensayo de tamizaje fitoquimico, el método
de identificacion se fundamenta en pruebas de identificacion por coloracién y presencia de
precipitado; caracteristicas fisicas especificas de ciertos metabolitos al ser expuestos a distintos

reactivos

3.2 Alcance

Para la determinacion de DL50 de alcaloides de la especie Lonchocarpus nicou para el control
del molusco Achatina fulica, se defini6é el método mas apropiado para la extraccion, asi como la
dosificacion y su caracterizacion fitoquimica; determinando la presencia o ausencia de ciertos
metabolitos secundarios entre ellos los alcaloides, con el objetivo de determinar mediante un
analisis estadistico el porcentaje de individuos muertos a causa de la presencia de este
metabolito en un tiempo definido segln el tipo de extracto aplicado, asi también determinar su
DL50. El presente estudio se realizé en el periodo académico ordinario octubre / 2023 — febrero
/ 2024 en la cuidad de Macas perteneciente al cantdn Morona, Provincia de Morona Santiago;
los extractos se realizaron en el laboratorio de Escuela Superior Politécnica Chimborazo Sede
Morona Santiago, mientras gque la recoleccién de los 200 individuos de A. fulica se realiz6 de
forma manual en la ciudad de Macas-Morona Santiago en un terreno baldio ubicado en las
coordenadas UTM 818890.601E 9743457.573N 17M y en la parroquia San Isidro en las
coordenadas UTM 815377.68E 9755271.238N 17M.

3.3 Disefio de investigacion

El disefio de esta investigacion es Experimental-Documental, debido a que se aplicaron
concentraciones al 3%, 5% y 7% de extractos alcohdlicos y acuosos de Lonchocarpus nicou.
Donde para cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones con cinco caracoles por cada
repeticion durante un periodo de 24 y 48 horas respecto al control positivo en el que se us6
metaldehido 5% (MATABABOSAS), ademas se realizd un control (-) bajo las mismas
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condiciones empleado agua destilada. Se realiz6 un tamizaje fitogquimico caracterizando los
principales metabolitos secundarios presentes en la raiz de dicha especie.

Es documental ya que se uso diversas fuentes bibliograficas y metodologias de distintos autores
para llevar a cabo la investigacion, ademas de dar una explicacion fundamentada a los

resultados obtenidos en la presente investigacion.

3.4 Nivel de Investigacion

El nivel de investigacion es Correlacional ya que se busca determinar una dosis capaz de
eliminar 50% de la poblacion de individuos de A. fulica relacionando las diferentes
concentraciones de extractos de Lonchocarpus nicou con el nimero de individuos muertos a

causa de la presencia de alcaloides contenidos en un biocida de esta especie.

3.5 Meétodos y Técnicas

3.5.1 Obtencion de raices de Lonchocarpus nicou

Las raices fueron obtenidas de una finca ubicada en Sevilla Don Bosco en las coordenadas
UTM 822451.88E 9743303.238N 17M, se identificaron cinco plantas de la especie
Lonchocarpus nicou y se las recolectd de forma manual, se extrajo la mayor cantidad de raiz de

la forma méas completa posible, cuidando su raiz principal y sus laterales.

3.5.2 Secado de la materia vegetal

Para secar las raices frescas de Lonchocarpus nicou se coloco en una estufa memmert a una
temperatura no mayor a 40°C evitando asi la perdida de principios activos, se dejo secar
alrededor de 72 horas. Una vez secas las raices se redujo su tamafio triturandolos, obteniéndose
alrededor de 580g materia vegetal. De los cuales se ocupd 150 gramos repartidos en tres frascos

de vidrio boca ancha en partes iguales para realizar los extractos etéreo, alcohélico y acuoso.

3.5.3 Recoleccion de unidades de Achatina fulica.

Para la obtencion de esta especie se utilizo la técnica descrita por (Reinoso, 2018) que consiste en
una recoleccion directa en lugares con mucha vegetacion cerca de espacios urbanizados o
terrenos abandonados, haciendo recorridos nocturnos ya que esta especie es activa durante la
noche. Los individuos fueron recolectados en la ciudad de Macas-Morona Santiago en un
terreno baldio ubicado en las coordenadas UTM 818890.601E 9743457.573N 17M y en la
parroquia San Isidro en las coordenadas UTM 815377.68E 9755271.238N 17M.

Para su recoleccion se dispuso de equipo de proteccion personal como guantes de latex,

mascarilla KN95 y botas de caucho para proteger la integridad del muestreador.
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3.5.4 Poblacién y muestra de Achatina fulica
La poblacion de estudio se constituyd de 200 caracoles recolectados en la cuidad de Macas vy la
parroquia San Isidro considerando los criterios propuestos por (Reinoso, 2018):

e Peso:20-25¢g

e Hallarse dentro de un area de 200 m?

e Laconcha no debe presentar fracturas o dafios significativos

Del total de la poblacién se tom6 180 caracoles para los tratamientos con Lonchocarpus nicou
en concentraciones al 3%, 5%, 7% para extractos alcohdlicos y acuosos. Para los tratamientos se
consider6 colocar cinco moluscos al azar por cada unidad experimental para la aplicacion de las

concentraciones de cada tratamiento.

3.5.5 Adaptacion de Achatina fulica

Para la adaptacion y aclimatacién de los individuos recolectados de A. fulica, se construyeron
dos terrarios de 80x40 cm donde se colocaron 90 moluscos en cada una, se mantuvieron en un
proceso de adaptacion de7 dias, se rocié con agua de lluvia mediante un dispersor cada 3 dias
para su hidratacién; su alimentacion se bas6 en lechuga y fruta, tratando de mantener

condiciones similares a las que se encuentran expuestos de forma natural.
3.5.6  Tamizaje fitoquimico

Para el proceso de obtencion de extractos para el tamizaje fitoquimico se utiliz6 la metodologia

de (MIRANDA, M. 2006, p 1-3).

17



[ 150 g MATERIA VEGETAL ]

h 4
EXTRAER CON 300 ML DE ETER ETILICO POR
MACERACION DURANTE 48 HORAS ATEMPERATURA
AMBIENTE

v
FILTRAR

A 4 h 4
[EXTRACTO ETEREO] [ RESIDUO SOLIDO ]

h 4
[EXTRAER CON 300 ML DE ETANOL POR MACERACION ]

DURANTE 48 HORAS

A 4

FILTRAR

Y Y
[Resnouo SOLIDO ] [EXTRACTO ALCOHOLICO]

h 4
[ EXTRAER CON 300 ML DE AGUA DESTILADA POR ]

MACERACION DURANTE 48 HORAS

h 4

' FILTRAR

4
[ EXTRACTO ACUOSOJ

[ RESIDUO SOLIDO ]

4
‘ DESECHAR \

llustracién 3-3. Proceso de obtencion de extractos para tamizaje fitoquimico

Elaborado por: Quituizaca J., 2024

3.5.6.1 Extracto etéreo
Se peso 150 gramos de materia vegetal seca previamente triturada y se colocé en 3 cada frasco

de vidrio boca ancha en partes iguales y se agregd 300 mL de Diethyl ether en cada una, con el
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objetivo de cubrir por completo la materia vegetal, se cubri6 cada frasco con papel aluminio
para impedir el contacto con la luz y se dejé macerar durante 48 horas a temperatura ambiente
agitando cada frasco de forma intermitente en un Multi-functional Orbital Shaker. Una vez
terminado el proceso de maceracion se filtrd y se reservé el contenido de aproximadamente
500ml de extracto en un frasco &mbar de 1L y se colocd en refrigeracion a 4°C, posteriormente
se secd en una estufa la materia vegetal contenida en cada frasco a una temperatura no mayor a
40°C.

3.5.6.2 Extracto Alcoholico

Con la materia vegetal seca del extracto etéreo se volvio a colocar en los 3 frascos de vidrio
boca ancha y se cubri6 con alcohol al 99,8% con alrededor de 300ml por frasco hasta cubrir por
completo la materia vegetal, se cubrié con papel aluminio cada frasco en su totalidad y se
colocd en un Shaker Orbital para mantenerlo en agitacion intermitente y se dejé macerar
durante 48 horas a temperatura ambiente. Una vez se culmin6 el tiempo de maceracion, se
procedio a filtrar y se reservé el extracto obtenido de unos 580ml en frasco ambar de 1L y se

refrigeré a 4°C. Posteriormente se secO la materia vegetal a una temperatura de 40°C.

3.5.6.3 Extracto Acuoso
Para este extracto se realizé el mismo procedimiento presentado con anterioridad al realizar el
extracto alcoholico, y se reservo el extracto de 600ml en un frasco ambar de 1L y se refrigero a

4°C, posteriormente se deseché la materia vegetal usada.

3.5.6.4 Técnica para identificar principios activos mediante tamizaje fitoquimico
Para identificar principios activos en los extractos anteriormente mencionados se siguio las

técnicas de tamizaje de (MIRANDA, M. 2006, p 1-3).

Tabla 3-5. Ensayos de tamizaje fitoquimico

Tipo de ensayo Presencia Técnica Identificacion
A una alicuota de la fraccion en el Se considera positivo si:
solvente de extraccion, se le afiade 1 -Aparecen gotas 0 una
E. de Sudan Compuestos  mL de una solucion diluida en agua pelicula roja en el seno o
grasos del colorante Sudan Il o Sudan IV. paredes del tubo
Se calienta en bafio de agua hasta
evaporacion del solvente
Si la alicuota del extracto estd Se considera positivo si:
disuelta en un solvente organico, este -Se presenta opalescencia
debe evaporarse en bafio de agua y el  se considera (+).
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E. de
Dragendorff

E. de Mayer

E. de Wagner

E. de Baljet

E. de

Borntrager

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Agrupamiento
lactonico

(Coumarinas)

Quinonas

residuo re disolverse en 1 mL de
&cido clorhidrico al 1% en agua.

Si el extracto es acuoso la alicuota se
le aflade 1 gota de acido clorhidrico
concentrado, (calentar suavemente y
se deja enfriar hasta acidez). Con la
solucién acuosa acida se realiza el
ensayo, afiadiendo 3gotas del reactivo
de Dragendorff.
Proceder de la forma descrita

anteriormente, hasta obtener la
solucion acida. Afada una pizcade
cloruro de sodio en polvo, agite y
filtre. Afada 2 o 3 gotas de la

solucidn reactiva de Mayer.

Se parte al igual que en los casos
anteriores de la solucion é&cida,

afiadiendo 2 6 3 gotas del reactivo.

Para ello, si la alicuota del extracto
no se encuentra en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de
agua y re-disolverse en la menor
cantidad de alcohol (1 mL). En estas
condiciones se adiciona 1mL del

reactivo Baljet.

Para ello si la alicuota del extracto no
se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo re-disolverse en 1
mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL
de hidroxido de sodio, hidréxido de
potasio 0 amonio al 5% en agua. Se
agita mezclando las fases y se deja en

reposo hasta su ulterior separacion.

Para ello, si la alicuota del extracto
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-Turbidez definida (++).

-Precipitado (+++)

Se considera positivo si:
-Se presenta opalescencia
se considera (+).
-Turbidez definida (++).

-Precipitado coposo (+++)

Se considera positivo si:
-Se presenta opalescencia
se considera (+).
-Turbidez definida (++).
-Precipitado coposo (+++)
Se considera positivo si:
-Aparicion de coloracién o
precipitado rojo (++ vy

+++) respectivamente.

Si la fase acuosa alcalina
(superior) se colorea de
rosado o rojo, el ensayo se
considera positivo.
-Coloracion rosada (++)

-Coloracion roja (+++)

Un ensayo positivo se

tiene por un cambio



E. de
Liebermann-

Burchard

E. de

Catequinas

E. de resinas

E. de Fehling

E. de Espumas

E. del Cloruro

férrico

Triterpenos

yl/o esteroides

Catequinas

Resinas

Azucares

reductores

Saponinas de
tipo esteroidal

o triterpénica

Compuestos
fendlicos y/o

taninos

no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo re-disolverse en 1
mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL
de anhidrido acético y se mezcla
bien. Por la pared del tubo de ensayos
se dejan reshalar 2-3 gotas de &cido
sulfarico concentrado sin agitar

Para ello, tome de la solucion
alcoholica obtenida una gota, con la
ayuda de un capilar y aplique la
solucion sobre papel el filtro. Sobre
la mancha aplique solucion de

carbonato de sodio.

Para detectar este tipo de compuesto,
adicione a 2 mL de la solucion

alcoholica, 10 mL de agua destilada.

Para ello, si la alicuota del extracto
debe

evaporarse el solvente en bafio de

no se encuentra en agua,

agua y el residuo re-disolverse en 1-2
mL de agua. Se adicionan 2 mL. del
reactivo y se calienta en bafio de agua
5-10 minutos la mezcla.

Si la alicuota se encuentra en alcohol,
se diluye con 5 veces su volumen en
agua y se agita la mezcla fuertemente

durante 5-10 minutos.

A una alicuota del extracto alcohélico
se le adicionan 3 gotas de una
solucién de tricloruro férrico al 5%
en solucion salina fisiolégica.

Si el extracto es acuoso, el ensayo
determina taninos. A una alicuota del

extracto se afiade acetato de sodio
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rapido de coloracién:
-Rosado-azul muy rapido.
-Verde

aunque rapido.

intenso-visible,

-Verde oscuro-negro-final

de la reaccion”

La aparicion de una
mancha verde carmelita a
la luz UV,

ensayo positivo.

indica un

La aparicion de un
precipitado, indica un

ensayo positivo.

El ensayo se considera
positivo si la solucion se
colorea de rojo o aparece

precipitado rojo.

El ensayo se considera
positivo si aparece espuma
en la superficie del liquido
de més de 2 mm de altura
y persistente por mas de 2
minutos.

Un ensayo positivo puede
dar la siguiente
informacion genera:
-Desarrollo de una
coloracion rojo-vino,
compuestos fendlicos en

general.



E. dela

ninhidrina

aminasen

general

E. Shinoda

E. Estructuras de

antocianidinas

flavonoides

E. mucilagos

polisacérido

E. de principios
amargos y

astringentes

Elaborado por: Jose Quituizaca

aminoacidos

libres o de

Flavonoides

secuencia
C6-C3-C6 del

grupo de los

Estructura tipo

Principio

amargo

para neutralizar y tres gotas de una
solucidn de tricloruro férrico al 5 %

en solucion salina fisiol6gica

Se toma una alicuota del extracto en
alcohol, o el residuo de Ila
concentracion en bafio de agua, si el
extracto se encuentra en otro solvente
organico, se mezcla con 2 mL de
solucion al 2% de ninhidrina en agua.
La mezcla se calienta 5-10 minutos

en bafio de agua.

Si la alicuota del extracto se
encuentra en alcohol, se diluye con 1
mL de 4cido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio
metalico. Después de la reaccion se
espera 5 minutos, se afiade 1 mL de
alcohol amilico, se mezclan las fases

y se deja reposar hasta que se separen

Se calientan 2 mL del extracto
etandlico por 10 min con 1 mL de
HCL conc. Se deja enfriar y se
adiciona 1 mL de agua y 2 mL de
alcohol amilico. Se agita y se deja

separar las dos fases.

Para ello una alicuota del extracto en
agua se enfria a 0-5 °C.

El ensayo se realiza saboreando 1
gota del extracto acuoso o del vegetal
y reconociendo el sabor de cada uno
de estos principios, bien

diferenciados al paladar.
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- Desarrollo de una
coloracion verde intensa,
taninos del tipo piro
catecolicos.

- Desarrollo de una
coloracion azul, taninos
del tipo piro galotanicos
Este ensayo se considera
positivo cuando se
desarrolla un color azul

violaceo.

El ensayo se considera
positivo, cuando el
alcohol amilico se colorea
de amarillo, naranja,
carmelita o rojo; intensos

en todos los casos

La aparicion de color rojo
a marron en la fase
amilica es indicativa de un

ensayo positivo

Si la solucién toma una
consistencia gelatinosa el
ensayo es positivo.

Presencia de sabor amargo

al paladar ensayo positivo.



3.5.7 Destilacion del extracto alcohdlico

Se tomo alrededor de 500ml del extracto alcohélico y se colocd en un rotavapor RE100-Pro a
una temperatura de 50°C y 80 rpm durante un tiempo de 120 minutos, una vez destilado el
alcohol se reservé el extracto concentrado en un frasco pequefio y se colocd en una estufa a
40°C durante 3 dias para evaporar el solvente en su totalidad, dando como resultado un extracto

concentrado de color marrén oscuro de aspecto viscoso.

3.5.8 Preparacion de soluciones de Lonchocarpus nicou

Se descartd el extracto etéreo concentrado debido a la baja cantidad de alcaloides que presento
en el tamizaje fitoquimico, ya que se considera que este metabolito es responsable de poseer
actividad molusquicida (Mezghani-Jarraya et al. 2009). Para determinar las concentraciones se peso
la cantidad de extracto alcohdlico obtenido, dando como resultado 7,173g de concentrado puro
de Lonchocarpus nicou con lo que se realiz6 una solucion madre agregando 7g de extracto en
100ml de agua destilada obteniéndose una concentracion al 7% m/v a partir del cual se
realizaron las diluciones al 5% v/iv y 3% v/v consecutivamente. Para las concentraciones en
acuoso se partido del extracto acuoso previo y se realizaron concentraciones al 7% v/v, 5% viv

y 3%v/v para su posterior aplicacion.

3.5.9 Método de aplicacion de extractos de Lonchocarpus nicou

Para la seleccion del método de aplicacion de los extractos se tomd en cuenta los resultados de
la investigacidn de (Reinoso, 2018), en el cual indica que la aplicacién por atomizacion tiene un
nivel de aceptacion del 97%. Para disminuir la probabilidad de error en las unidades
experimentales durante su aplicacion, se aleatorizd el orden de aplicacién para las unidades

experimentales

3.5.10 Método de identificacion de moluscos muertos
Para la segregacion de mortalidad se usé el criterio propuesto por (lannacone y Alvarifio, 2002)
considerando un individuo muerto si:

e Es incapaz de realizar algin movimiento por 15 segundos de observacion ya sea mover

el pie, la concha o los tentaculos cefalicos.

3.5.11 Experimento

Método de aplicacion: atomizacién

Tipo de extracto: alcoh6lico y acuoso

Se aplicd los extractos de Lonchocarpus nicou en las concentraciones al 7% m/v, 5% v/v y 3%

v/v, para el extracto acuoso se consideraron las mimas concentraciones. A continuacion, se
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esquematiza el proceso de experimentacion de los extractos de Lonchocarpus nicou frente al

caracol africano (Achatina fulica).

‘[ Experimentacion

—

_>[ Extracto alcohdlico de
Lonchocarpus nicou

]_

i

5% viv

Extracto acuoso de
Lonchocarpus nicou

—)[ Control Positivo

—b[ Control negativo

s
o

o
L]
e

J
o

e viv

3% viv

L

Metaldehido

-

5 unidades
experimentales x3
(15 caracoles por const.)
3 J/

-
5 unidades
experimentales x3
(13 caracoles por const.)
\ J

5 unidades
experimentales x3

(15 caracoles por const.)
\e: J/

5 unidades
experimentales x3

(15 caracoles por const.)
\\ J

5 unidades
experimentales x3

(15 caracoles por const.)
\ i)

5 unidades
experimentales x3

(15 caracoles por const.)
\ J

10 g de cebos de
metaldehido

5 unidades
experimetales x3
(15 caracoles por const.)

Agua destilada

lHustracion 3-4. Esquema de experimentacion.

Realizado por: Quituizaca J., 2024
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5 unidades
expenimentales x3
(15 caracoles por const.)




3.6  Instrumentos de investigacion

3.6.1 Materia prima

Especie vegetal: Raices de Lonchocarpus nicou

Especia plaga: Achatina fulica

3.6.2 Equipos

Z
o

Equipo

Balanza analitica

Estufa memmert

Rotavapor RE100-pro

Multi-functional, Orbital Shaker

Céamara digita

Computador

Cocina eléctrica

O N o O b W N

Sorbona extractora de gases

3.6.3 Materiales de laboratorio

Material

Z
o

Tubos de ensayo

Gradilla

Vasos de precipitado de 600ml

Pipetas de 5mL

Embudo buchner

Papel aluminio

Embudo buchner

Atomizadores

©O©| O N o O b W N =

Frascos ambar 1L

=
o

Frascos transparentes boca ancha 1L

[2=Y
[y

Cajas plasticas pequefias

Guantes

-
N

Mascarillas

[EY
w

Embudo

H
o
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3.6.4 Reactivos

N° Reactivo

1 Reactivo de Dragendorff

2 Reactivo de Mayer

3 Reactivo de Wagner

4 Reactivo de Baljet

5 Reactivo de Lieberman

Buchard

6 Reactivo para Catequinas

7 Reactivo para resinas

8 Reactivo de Fehling

9 Reactivo de FeClI3

10 Reactivo de Ninhidrina

11 Reactivo de Borntrager

12 Reactivo de Shinoda

13 Reactivo de Antocianidinas

14 Acido clorhidrico
concentrado

15  Cloruro de sodio en polvo

16 Etanol 99,8%

17 Diethyl ether

18 Cloroformo

19 Hidrdxido de potasio

20 Anhidrido acético

21 Agua destilada

22 Cloruro férrico 5%

23 Solucidn salina fisioldgica

24  Cinta de magnesio metélico
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CAPITULO IV
4  MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 Procesamiento, andlisis e interpretacion de resultados
411 Tamizaje fitoquimico
En los extractos etéreo alcohdlico y acuoso se aplicaron pruebas de identificacion cualitativa
conocida como tamizaje fitoquimico en el cual se identifica la presencia de metabolitos
secundarios como se detalla en la tabla 4-6.

Tabla 4-6. Resultados de tamizaje fitoquimico de Lonchocarpus nicou

Ensayo Metabolito Extracto Extracto Extracto
secundario Etéreo Alcoholico Acuoso
Dragendorff
Mayer Alcaloides + +++ ++
Wagner
Baljet Lactonas y + + N/A
coumarinas
Borntrager Quinonas N/A + N/A
resinas Resinas N/A - N/A
Fehling Azucares N/A + -
reductores
Espumas Saponinas de N/A N/A +
tipo esteroidal
o triterpénica
Cloruro férrico Compuestos N/A + +
fendlicos y/o
taninos
ninhidrina aminoacidos N/A - N/A
libres
Shinoda Flavonoides N/A - -
Estructuras del
grupo de los
Antocianidinas flavonoides N/A + N/A
mucilagos Estructura tipo N/A N/A +
polisacarido
Principios Amargor N/A N/A +
amargos

Elaborado por: Quituizaca J., 2024
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La interpretacion de los signos es la siguiente: (+++) positivo a presencia del metabolito de
forma muy abundante, (++) positivo a presencia del metabolito de forma abundante, (+)
positivo a presencia del metabolito de forma leve, (-) ausencia de metabolito en la muestra y

(N/A) no aplica dentro del tipo de extracto.

4.1.1.1 Alcaloides

Son compuestos heterociclicos y nitrogenados de naturaleza alcalina son poco solubles en agua
pero muy solubles en alcohol, éter, bencina y cloroformo (Carballo, 2013), solo los alcaloides
fendlicos son poco solubles en éter etilico o cloroformo (Fuster, 1994). La mayor parte de los
alcaloides actian a nivel del sistema nervioso central generando alteraciones nerviosas y
descompensacion del sistema digestivo y respiratorio. En los extractos alcoholico y acuoso, se
determindé que existe presencia abundante de alcaloides a diferencia del extracto etéreo donde la
presencia de este metabolito secundario es leve, por lo que se descarta el extracto etéreo para el
andlisis biocida. Segun Avendafio y Sangama (2017, péag. 3) este tipo de metabolito secundario
cumple la funcion de proteger a las plantas contra animales y hongos, es por eso que muchas de

las plantas medicinales, toxicas y alucindgenas deben sus efecto biol6gicos a los alcaloides.

4.1.1.2 Lactonasy coumarinas

La presencia de este metabolito secundario se encuentra disuelta en extractos etéreo y
alcohdlico de Lonchocarpus nicou de forma leve (+). Este tipo de metabolito posee propiedades
antimicrobiana, antiinflamatorio, antiespasmadica, antivirales, antihelminticas, antioxidantes o
inhibidoras de enzimas (Tello, 2015). SegUn (Villacres etal., 2019) citado de Lock, (1988) y
Mendoza, (2012), las coumarinas presentan propiedades antibacterianas y fingicas, ademas de

repeler herbivoros y promover la inhibicion de la germinacion de las semillas

4.1.1.3 Quinonas

Las antraquinonas son metabolitos secundarios con funcionalidad p-qunoide, que se encuentran
disueltos de forma leve en extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou (+), se caracteriza por
su accion antibacteriana y antiflngica (Pilatufia 2016), ademas, las quinonas poseen una amplia
gama en la actividad biol6gica de las que destacan propiedades antiinflamatorias, antivirales,

antitumorales, antimicrobianas y antitripanosémica. (Torres, 2018).

4.1.1.4 Azucares reductores
El ensayo alcoholico evidencié presencia de azucares reductores que segln (Barrera et al., 2009)
estos azucares reductores son importantes como metabolitos energéticos para la planta. No se

evidencio presencia de azucares reductores en extractos acuosos (-).
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4.1.1.5 Saponinas

Las saponinas fueron evidenciadas mediante un ensayo de espumas en extractos acuosos (+),
este tipo de metabolitos presenta caracteristicas fisico-quimicas por las son consideradas
surfactantes naturales Utiles en la formacion de emulsiones y espumas, ademas poseen actividad

antimicrobiana y antiparasitaria (Géngora-Chi et al., 2023).

4.1.1.6 Compuestos fenolicos y/o taninos

Los compuestos fendlicos y/o taninos de Lonchocarpus nicou se encuentran de forma leve en
extractos alcohdlicos y acuosos (+), los cuales se determinaron mediante un ensayo de cloruro
férrico. Este tipo de metabolito posee muchas funciones variadas desde sustancias odoriferas,
venenos, agentes flngicos, antimicrobiano, ademéas pueden actuar como inhibidores de la
germinacion (vifa, 2013). Lillo et al., (2016) menciona otras propiedades como la asimilacion de

nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica y proteccion contra patégenos.

4.1.1.7 Antocianinas

Las antocianidinas son pigmentos hidrosolubles, que se encuentran en forma leve en extractos
alcohdlicos de Lonchocarpus nicou (+), este metabolito exhibe actividad antimicrobiana a
través de mecanismos como dafio a la pared celular, la membrana y la matriz intercelular,
ademas consisten en pigmentos que son los principales responsables de aportar una variedad de

colores a las plantas (Xachitl et al., 2022).

4.1.1.8 Mucilagos

Existe una leve presencia de este tipo de metabolito en extractos acuosos (+), los mucilagos poseen
muchas propiedades entre las que se encuentra combatir algunos fitopatégenos (Moreno et al., 2021).

4.1.1.9 Principios Amargos
Este tipo de compuesto otorga el amargor caracteristico de distintas plantas, en extractos

acuosos de Lonchocarpus nicou se encuentra de forma leve (+).

4.1.2 Mortalidad de Achatina fulica frente a extractos alcoholicos y acuoso de Lonchocarpus

nicou
4.12.1 Porcentaje de mortandad para extractos alcohdlicos

En la tabla 4-7 y 4-8 solo se consideran porcentajes de mortalidad a las 48h de aplicacion ya que
a las 24h no se encontré mortalidad significativa, siendo en algunos casos nula. Ademas, se
considerd las 48h como tiempo maximo de evaluacién ya que se compard los resultados

obtenidos por tratamiento con el control negativo. Se observo que a 48h de aplicacion del
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Metaldehido 5% en el control positivo se obtuvo el 100% de mortalidad por lo que se estableci6

como tiempo maximo para la aplicacion del ensayo.

Tabla 4-7. Resultado de mortalidad en extracto alcohoélico

Tratamiento Concentracion Mortalidad 48h
3% 26,67%
Extracto alcohélico 5% 46,67%
de Lonchocarpus 7% 66,67%
nicou Control + 100,00%
Control - 0,00%

Elaborado por: Quituizaca J., 2024

4.1.2.2 Porcentaje de mortandad para extractos alcohdlicos

En la tabla 4-8 se evidencia el porcentaje de mortalidad de A. fulica tras la aplicacion de
extractos acuosos de Lonchocarpus nicou a 48h. Al igual que con los extractos alcohélicos, se
llevo a cabo un control positivo que dio como resultado el 100% de mortalidad y un control

negativo con 0% de individuos muertos. Resultados similares a los obtenidos en los extractos

alcohdlicos.
Tabla 4-8. Resultado de mortalidad en extracto Acuoso
Tratamiento Concentracion Mortalidad 48h
3% 6,67%
Extracto acuoso de 5% 26,46%
Lonchocarpus 7% 46,66%
nicou Control + 100,00%
Control - 0,00%

Elaborado por: Quituizaca J.,2024
Como resultado, se observd una mortalidad del 66,67% para extractos alcohdlicos al 7%,

mientras que para los extractos acuosos en la misma concentracion se registré un 46,66%. Esto
indica un aumento aproximado del 20% de mortalidad en cada tratamiento de extracto

alcohdlico en comparacion con los extractos acuosos.

4.1.3 Rendimiento de extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou
Ecuacion 1

Wi-Wf

%R =

x100
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Donde:
%R: porcentaje de rendimiento
Wi: peso inicial

WT: peso final después de obtener el extracto.

Reemplazando los datos correspondientes se calcula se procedid a calcular el rendimiento de la
siguiente manera:

150g—142,827
%R = —glsog x100

%R =4,782 %

El rendimiento que presenta los extractos alcoholicos Lonchocarpus nicou a 48 horas de
maceracion es de 4,782%.

4.1.4 Determinacion de DL50 de extractos acuosos y alcohélicos de Lonchocarpus nicou en
el control de Achatina fulica.

4.14.1 DL50 para extractos alcohélicos de Lonchocarpu nicou

Para determinar la DL50 se emple6 el método aritmético, segin (Alcivar 2023) este método
implica proyectar un grafico de dispersion en funcién de x, y los valores de mortalidad

obtenidos, valores que deberan ser obtenidos luego de la aplicacién de un agente que cause
. . ) - , —b .
dicha mortalidad, estos valores serdn sustituidos en la formula x = % para su posterior

interpretacion

DL50 de extractos alcoholicos de
Lonchocarpus nicou en 48h

80
® DL50 de extractos
B 60 @ Alcoholicos de
e .
= Lonchocarpus nicou
£ 40 e, 48h
§ e y=1000x-10  ......... Lineal (DL50 de
< 20 La R?=1 extractos Alcoholicos
de Lonchocarpus nicou
0 48h)
-1% 1% 3% 5% 7% 9%

Concentracion evaluada

llustracién 4-5. Dispersion de DL50 de extractos alcohdlicos
Elaborado por: Quituizaca J., 2024
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La grafica exhibe tendencia ascendente, lo que indica que conforme se incrementa la
concentracion de extractos alcoholicos de Lonchocarpus nicou aumenta la mortalidad de
Achatina fulica. Por lo cual, tomando como base la ecuacidn del sistema y = 1000x — 10
donde (y) es el porcentaje de dosis a calcular, (1000) es la pendiente, (10) la ordenada al origen
y (X) la incognita a calcular para determinar el nuestra DL50, se procede de la siguiente manera:

Ecuacion 2

y = 1000x — 10
y + 10 = 1000x
x = (y + 10)/1000

50 +10
1000
x=0,06+*100=6%

X =

La grafica de DL50 relaciona el nimero de individuos muertos en relacién con los individuos
expuesto. Donde puede observar que la DL50 para extractos alcoh6licos de Lonchocarpus nicou
a exposicion de 48h bajo las condiciones de aplicacion por contacto directo y pesos entre 20-
25¢g corresponde a concentraciones del 6% con la que se garantiza la mortandad de 50% de

individuos de Achatina fulica que sean expuestos a dicha concentracién.

Dosis efectiva a 48h

® Dosis efectiva  ceeeeeeee Lineal (Dosis efectiva )

100
g ®-.. y=-107,19x - 75,162 86
= L 2 _
> . R2 = 0,9861 —
o) -
S
2 ) 40
gl
X 20

0

-1,60000 -1,40000 -1,20000 -1,00000 -0,80000 -0,60000 -0,40000 -0,20000 0,00000
Dosis Logaritmica

llustracion 4-6. Grafica de dosis efectiva de extractos alcohélicos en 48h
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

En la ilustracion 4-6 se analiza la proporcionalidad de individuos expuestos en relacion con los
individuos muertos, esta gréafica se usa para determinar la dosis efectiva considerando la menor

cantidad posible de individuos vivos, la grafica de dosis efectiva representa una linea de
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tendencia decreciente indicando que a medida gque se aumenta la concentracién el porcentaje de
individuos vivos expuestos disminuye. Para calculo matematico se considerd la ecuacion del
sistema y = -107,19x — 82,162 despejando la variable “x” y determinando matematicamente la
dosis efectiva como se muestra a continuacion:

Ecuacion 3

y = —107,19x — 75,162
y + 75,162 = —107,19x
x = (v + 75,162)/—107,19

50+ 75,162
© —-107,19

x=-1,1676
Al resultado de “x” se lo pone en base exponencial 10 y se multiplica por 100

x = 10711676 = 0,07 * 100
x=7%

La grafica de dosis efectiva relaciona la concentracion a escala logaritmica y el porcentaje de
supervivencia de individuos expuestos a extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou durante
un periodo de 48 horas. Al tratarse de una grafica decreciente, indica que conforme se
incrementa la concentracion, el namero de individuos vivos disminuye. La dosis efectiva para
moluscos de entre 20-25g se sitlia a concentraciones del 7%, donde el porcentaje de individuos
vivos alcanza un minimo del 40%, siendo este el valor mas bajo en comparacion con las

concentraciones del 3% y 5%.

4.1.5 Determinacion de DL50 de extractos acuosos de Lonchocarpus nicou
Para determinar la DL50 en extractos acuosos de Lonchocarpus nicou, se realizé un analisis
similar al llevado a cabo para extractos alcoh6licos. Esto implico la creacion de una gréafica de

dispersién y el uso de la ecuacion del sistema.
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DL50 de extractos
acuosos de
Lonchocarpus nicou
en 48h

Lineal (DL50 de
extractos acuosos
de Lonchocarpus
nicou en 48h)

llustracién 4-7. Célculo de la DL50 mediate grafica de dispersién
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

Tomando como base la ecuacién y = 1000x — 30 obtenida de la grafica de dispersién se

procede a realizar el despeje de “x” siendo la incognita para determinar la DL50 en extractos
acuosos. A continuacion, el calculo matematico de la DL50:

Ecuacién 4

y = 1000x — 30
y + 30 = 1000x
x = (y +30)/1000

X =

50430
1000

x =0,08*100 = 8%

La DL50 en extractos acuosos de Lonchocarpus nicou para el control de Achatina fulica en

condiciones de aplicacion por contacto directo y pesos entre 20-25g se sitlia en concentraciones

al 8%. Es importante destacar que esta concentracion se encuentra fuera del rango evaluado,

debido a que a concentraciones del 7% solo se logara una mortandad del 45,75% por lo que la

estimacién de la DL50 para este tipo de extractos se encuentra a concentraciones del 8%, esto

indica que se garantiza la muerte del 50% de los individuos de Achatina fulica que encuentren
expuestos a la concentracion mencionada.
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Dosis Efectiva de extractos acuosos de
Lonchocarpus nicou

120
y =-107,19x - 72,162
'Y 100 R = 0,9861
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--------- Lineal (Dosis Efectiva
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-2,00000 -1,50000 -1,00000 -0,50000  0,00000

Concentracion logaritmica

llustracion 4-8. Grafica de dosis efectiva de extractos alcohdlicos en 48h
Elaborado por: Quituizaca J., 2024

Al igual que para los extractos alcohdlicos, la ilustracion 4-8 se presenta una gréfica decreciente
que relaciona las concentraciones evaluadas a escala logaritmica y el porcentaje de individuos
vivos, lo que indica que a medida que se aumenta la concentracién de extractos acuosos de
Lonchocarpus nicou disminuye el porcentaje de individuos vivos de Achatina fulica. Tomando
como base la ecuacion del sistema se procede a realizar el despeje de la variable “x” para
determinar la dosis efectiva de la siguiente manera:

Ecuacion 5

y =-107,19x — 72,162
x=(y+72162)/-107,19

50+ 72,162
T T 10719
x = —1,139677

Al resultado de “x” se lo pone en base exponencial 10 y se multiplica por 100
x = 1071139677 = 0,072 = 100
x=17,25%

La dosis efectiva para moluscos de entre 20-25g se sitla a concentraciones del 7,25% mediante
aplicacion directa, considerando que a esta concentracion el porcentaje de individuos vivos se
reduce considerablemente, siendo este el valor més bajo en comparacién con las
concentraciones del 3% y 5%.
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4.2  Comprobacion de hipdtesis
Para comprobar las hip6tesis planteadas realizo un analisis ANOVA de dos factores con una
muestra por grupo.

Tabla 4-9. Resultado de anélisis ANOVA

ANALISIS DE VARIANZA
Tipo de Sumade  Gradosde Promedio de los Valor critico
extracto cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
E. Alcohdlico 8950 3 2983,33333 59,6666667 0,0035749 9,27662815
E. Acuoso 450 1 450 9 0,05766889 10,1279645
Error 150 3 50
Total 9550 7

Elaborado por: Quituizaca J., 2024

Para el analisis ANOVA se consider6 el valor de Fisher (F) calculado respecto al tabulado para
el cual se considerd un nivel de significancia del 5%. Por lo tanto, se realizd el respectivo

analisis para extractos alcoh6licos y acuosos.

Para extractos alcoholicos el valor de Fisher (F) tabulado es de 9,2766, siendo menor que el
valor calculado de F = 59,667, por tanto, el factor posee diferencias significativas
estadisticamente por lo que para extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la alternativa considerando las condiciones de aplicacion por contacto
directo y pesos (20-25g). Donde la concentracion formulada (6%) para el biocida de
Lonchocarpus nicou garantiza la mortandad del 50% de individuos de Achatina fulica que sean

expuestos a dicha concentracion.

En cambio, para extractos acuosos el valor de Fisher (F) tabulado es de 10,1279, siendo mayor
que el valor calculado de F = 9, por tanto, el factor no posee diferencias significativas
estadisticamente por lo que para extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou se rechaza la
hipétesis alternativa y se acepta la hip6tesis nula considerando las condiciones de aplicacion por
contacto directo y pesos (20-25). No existen diferencias significativas en la aplicacion de las
concentraciones de Lonchocarpus nicou en la mortalidad de Achatina fulica, Esto debido a que
la DL50 no se encuentra dentro del rango de concentraciones formuladas en esta investigacion,

sino que su DL50 (8%) esta estimada fuera de los valores previstos inicialmente.
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4.3  Discusion

Para el proceso de adaptacion Achatina fulica en esta investigacion de construyeron dos
terrarios, con el fin de generar un proceso de adaptacion, evitando que los individuos mueran
por factores ambientales o de confinamiento. Las medidas de adaptacion realizadas en esta
investigacion también las realiza (Cruz etal., 2019) al construir tres terrarios de PVC para el
establecimiento y adaptaciéon de Achatina fulica, mantenido condiciones de humedad mediante
riego por aspersion, (Patifio y Giraldo, 2018) también se suma a este método de adaptacién
construyendo un terrario para el mantenimiento de los moluscos de Achatina fulica. Tanto
Patifio como Cruz no presentan problemas al usar este proceso como método de adaptacion para
Achatina fulica, los terrarios presentan una forma muy eficiente de adaptar y mantener

moluscos de Achatina fulica.

Se ha evidenciado mediante pruebas de Dragendorff, Wagner y Mayer que existe presencia de
alcaloides abundantes (+++) en extractos alcohdlicos y acuosos de Lonchocarpus nicou a los
cuales se les atribuye actividad molusquicida, lo que concuerda con la investigacion realizado
por (Mezghani-Jarraya etal. 2009) en su articulo Molluscicidal activity of Hammada scoparia
(Pomel) lljin leaf extracts and the principal alkaloids isolated from them against Galba
truncatula donde menciona que los extractos de H. scoparia al ser ricos en alcaloides estarian
intimamente ligados a su actividad molusquicida. Por otra parte (Reinoso, 2018) atribuye actividad
molusquicida a los glicoalcaloides que son compuestos quimicos derivados de alcaloides. Es asi

como estos autores atribuyen actividad molusquicida a los alcaloides o derivados de ellos.

Segun un estudio realizado por Diaz, (2010), sobre la aplicacion de dos biocidas; "'barbasco"
Lonchocarpus nicou y Altamisa™ Ambrosia peruviana y sus efectos sobre la Boophilus sp a
concentraciones del 0.5%, 0.75% y 1% de Lonchocarpus nicou se obtienen resultados biocida
favorables del 86.78, 81.99, y 73.60% respectivamente. Por su parte (Alcivar, 2023) en su
investigacion Efecto biocida del «barbasco» Lonchocarpus utilis como regulador de larvas
de mosquitos obtuvo un efecto biocida del 94% a dosis de 6,25 g/L de extracto alcohélico de
Lonchocarpus nicou, estos resultados respaldan la activad biocida que presentan las
concentraciones alcoholicas investigadas de Lonchocapus nicou del 3%, 5% y 7%, con
resultados del 26.67, 46.67, 66.67% de mortalidad respectivamente, presentandose la actividad

biocida de Lonchocarpus nicou desde concentraciones al 1% en adelante.

Los resultados de esta investigacion al usar el barbasco como molusquicida, concuerdan con los
estudios realizador por (Fajardo et al. 2019) en el control de masas de huevos del caracol manzano

(Pomacea canaliculata) donde se usaron dosis de 120ml/ 20L y se obtuvo resultados favorables
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logrando matar el 100% a dicha concentracion demostrando que esta especie posee actividad
molusquicida. Ademas, en la investigacion realizada por (Reinoso, 2018) de extractos
glicoalcaloidales de S. sessiliflorum para el control de Achatina fulica se logré control a este
molusco gracias a la presencia de glicoalcaloides que son compuestos quimicos derivados de los
alcaloides, por lo que la presencia de alcaloides estd intimamente ligado a la mortalidad de

Achatina fulica lo que concuerda con el fin investigado en este trabajo.

La DL50 de extractos alcohdlicos de Lonchocarpus nicou para el control de Achatina fulica,
bajo las condiciones de peso (20-25g), se sitla en concentraciones del 6% en un periodo de
exposicion de 48 horas, mientras que para los extractos acuosos alcanza el 8% en el mismo
lapso. Actualmente no se encuentran referencias bibliograficas respecto a la DL50 de esta
especie sobre Achatina fulica u otros moluscos. Algunos estudios emplean a Lonchocarpus
nicou para determinar DL50 en otras plagas, como el realizado por Villavicencio et al. (2010) sobre
plantas tradicionalmente utilizadas como plaguicidas en Hidalgo, México. En dicho estudio
se menciona que la especie Eruthrina americana, perteneciente a la familia Fabaceae al igual
gue Lonchocarpus nicou, contiene aproximadamente un 1.056% de alcaloides en sus semillas y
exhibe una DL50 de 12g/Kg en ratones en un periodo de 3 semanas. Esto sugiere que se
requieren Unicamente 12g de toxina de la familia Fabaceae que contenga alcaloides al 1% para
eliminar un animal tan resistente como los ratones. Ademas, en la investigacion llevada a cabo
por Marifios et al. (2004) sobre el efecto biocida de Lonchocarpus utilis como regulador de
larvas, para una poblacién de 7000 larvas de A. benarrochi la DL50 es de 0,83g/L en un lapso
de 12 horas en extracto acuoso de Lonchocarpus nicou, siendo capaz de controlar el 50% de la
poblacién de 7000 larvas de A. benarrochi a concentraciones relativamente bajas de 0,83g de

barbasco crudo por cada litro.
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5

CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determind que la DL50 de alcaloides de la especie Lonchocarpus nicou contenidos
en un biocida esta presente en concentraciones al 6% para extractos alcohdlicos y 8% en
extractos acuosos, con los que se garantiza la muerte del 50% de individuos de Achatina

fulica que sean expuestos a estas concentraciones.

Se definié que el mejor método para extraccion de principios activos es la maceracion
en 48H, ya que es el método que recomienda (MIRANDA, M. 2006, p 1-3). para realizar
tamizajes fitoquimicos. Para la dosificacion se consideré mediante bibliografia
concentraciones de Lonchocarpus nicou que actlen como biocida, ya que no existe
referencias bibliografias del uso de esta especie en el control de algin molusco como

Achatina fulica.

Se caracterizo los metabolitos secundarios de la raiz de Lonchocarpus nicou mediante
un tamizaje fitoquimico donde se puede concluir que los principales metabolitos
presentes en la raiz son: alcaloides, lactonas y coumarinas, quinonas, azucares
reductores, saponinas, compuestos fenélicos y/o taninos, antocianidinas, mucilagos y

principios amargos.

Se determind el porcentaje mortalidad a las 48 horas de aplicacion de los extractos,
donde se obtuvo un 66,67% para el tratamiento T1, 46,67% T2 y 26,67% T3 en
extractos alcohdlicos de la raiz pulverizada de Lonchocarpus nicou. Para extractos
acuosos de la raiz pulverizada de Lonchocarpus nicou se obtuvo para el tratamiento T1
46,66; T2 26,46% y T3 6,67%. Siendo el mas efectivo el extracto alcohélico al 7% con

un porcentaje de mortalidad del 66,67% en el control de Achatina fulica.
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6

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis de cromatografia de gases acoplando un
espectrometro de masas para identificar el tipo de alcaloide presente en los extractos de

Lonchocarpus nicou

Es recomendable realizar un extracto hidroalcoholico para remplazar el proceso de
maceracion de extractos acuosos y alcoh6licos por separado, ya que al ser un proceso
secuencial el extracto acuoso puede estar solo atrayendo residuos de metabolitos de los

extractos anteriores.

Realizar una investigacién sobre las propiedades biocida de otras partes de la planta, ya

sea tallo, hojas o fruto.

Probar las propiedades plaguicidas de Lonchocarpus nicou con otras plagas que no

hayan sido investigadas.

Evaluar si los extractos de Lonchocarpus nicou poseen propiedades repelentes frente a

plagas de plantacién.

Se recomienda analizar el efecto biocida de Lonchocarpus nicou a nivel de campo y

evaluar su efectividad como biocida para Achatina fulica.
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ANEXOS

ANEXO A: RAICES FRESCAS DE Lonchocarpus nicou

ANEXO B: RAICES SECAS DE Lonchocarpus nicou
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ANEXO C: MATERIA VEGETAL DE Lonchocarpus nicou TRITURADA




ANEXO D: PESO DE MATERIA UTILIZADA POR FRASCO




ANEXO F: FILTRACION DE EXTRACTO ETEREO




ANEXO H: MACERADO DE BARBASCO EN ETANOL 99,8%
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ANEXO J: SECADO DE MATERIA VEGETAL DEL EXTRACTO ALCOHOLICO




ANEXO M: ENSAYO DRAGENDORFF, MAYER Y WAGNER




ANEXO P: ENSAYO DE CLORURO FERRICO Y NINHIDRINA
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ANEXO R: ENSAYO KEDDE Y SAPONINAS

ANEXO S: MORTALIDAD DE Achatina fulica
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