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INTRODUCCION

Es indudable que las plantas constituyen una furatmtable de una serie de principios
activos, muchos de los cuales han sido de graigadilen el tratamiento de diversas
patologias, las cuales son tan criticas como ta ¢ medicamentos, ademas de los altos
precios de estos, en el mercado nacional e intemaocgue los hace inalcanzable para
aquellas personas de menores recursos econOmgiospmo la gran diversidad de
manifestaciones adversas y el incremento de irdieraes medicamentosas. Igualmente,
muchos de los usos de las plantas como parterdedeina tradicional, se encuentran a
nivel de testimonios, por lo que se hace indisdaasal estudio sistematizado de las
mismas por parte de las instituciones cientificas el objeto de validar los usos

tradicionales.

El Lupinus mutabilis Sweéthocho), es una leguminosa oriunda de los Andes
Sudamericanos, las semillas desamargadas y enieatd son utilizadas por el

poblador andino de nuestro pais como alimento gicime.

Si bien es cierto que el géndropinus,ha sido muy estudiado desde el punto de vista
nutricional; sin embargo por su alto contenido ldalaides no ha permitido el consumo
directo, debiendo previamente eliminarse estoprdlucto liquido del desamargado ha
sido utilizado por pequefios agricultores para caimbdas garrapatas en el ganado
ovino y en camélidos, asimismo se utiliza como laadpr del crecimiento o fertilizante

en los cultivos de maiz, trigo, soja y papa.

En el proceso hidrico de desamargado se elimifi.82% de alcaloides, siendo su
contenido mas alto en el agua de coccidn, por éoadjger eliminadas estas sustancias
indiscriminadamente en los distintos cuerpos a@msfeontribuye al proceso de
contaminacion ambiental, volviendo muy complicadmgtoso el proceso de
recuperacion de estas aguas. Ante esta problenséatita buscado alternativas para
reutilizar este residuo y elaborar productos beonéfpara el hombre, aprovechando las
propiedades benéficas que poseen los alcaloidaslidlinicos presentes en el agua de

desamargado.



Ademas no podemos dejar pasar por alto la gradéncia que tienen en nuestro medio
las infecciones gastrointestinales, respiratoribrpmares, de mucosas y de la piel, por lo
que el control de los agentes implicados caus&@esths enfermedades debe buscar
nuevas alternativas, y una de ellas es la investigale la actividad farmacolégica de los
metabolitos secundarios sintetizados por las ganta

En este contexto, y en base a estudios prelimimpresan demostrado las propiedades
que pueden ser explotadas a partir de los alcal@dmolizidinicos, el objetivo de esta
investigacion fue evaluan vitro la actividad antimicrobiana de los alcaloides dwaho
sobre cepas de microorganismos ATCC.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. EL CHOCHO (Lupinusmutabilis Sweet)

FOTOGRAFIANo.1. EL CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet)

El chocho o tarwi, es una leguminosa originarialate Andes de Bolivia, Ecuador y
Peru, tiene relevancia en la gastronomia de edesgdesde la época prehispanica. Su
alto contenido de proteinas, mayor que el de la, $ojhace una planta de interés para la
nutricibn humana y animal. Segun los especialistsis, consumo en diversas
presentaciones (cremas, guisos, postres) ayudarailos en su crecimiento y desarrollo

cerebral, pues tiene calcio y aminoacidos (41).(23)

El génerolLupinusconsta de unas 200 especies distribuidas en Amésgccultiva entre
los 2500 a 3400 m.s.n.m., requiere entre 350-860da precipitacion anual, siendo
cultivado exclusivamente en zonas secas, es suseepd exceso de humedad, y
moderadamente susceptible a la sequia duranterkithn y envainado. No tolera las
heladas en la fase de formacion del racimo y maduaenque algunos ecotipos
cultivados a orillas del lago Titicaca, tienen umayor resistencia al frio. Prefiere suelos
francos y franco-arenosos, con balance adecuadwtdentes y buen drenaje, pH que
oscilaentre 5y 7. (48, 49).



1.1.1. TAXONOMIA delLupinus mutabilisSweet

Tronco :  Cormofitas

Division . Embriofitas sifon6gamas
Sub Division :  Angiosperma

Clase . Dicotiledéneas

Sub Clase . Arquiclamideas

Orden . Rosales

Familia . Leguminosas

Sub Familia . Papilionaceas

Género :Lupinus

Especie : mutabilis

Nombre Cientifico : Lupinus mutabilis Sweet

Nombre Comun . Tarwi, Chocho (54)

1.1.2. DESCRIPCION BOTANICA DEupinus mutabilisSweet

1.1.2.1 Hojas

La hoja deLupinuses de forma digitada, generalmente compuesta par fotiolos que
varian entre ovalados a lanceolados. En la baseefdblo existen pequefias hojas

estipulares, muchas veces rudimentarias (Fotogndia2). Se diferencia de otras
especiesle Lupinusen que las hojas tienen menos vellosidades (36).



FOTOGRAFIA No. 2. HOJAS DEL CHOCHO

El color de las hojas puede variar de amarillalgso a verde oscuro, dependiendo del
contenido de antocianina (11, 12, 28, 36).

1.1.2.2 Tallos y ramificaciones

FOTOGRAFIA No. 3. TALLOS DEL CHOCHO

La altura de la planta esta determinada por ghrsjeipal que varia entre 0,5 a 2,00 m, el
tallo del chocho es generalmente muy lefioso y séeutilizar como combustible. Su
alto contenido de fibra y celulosa, hace que semiplee como material de combustién,
sin embargo podria permitir un proceso de inddgtaieon. El color del tallo oscila
entre verde oscuro y castafo. En las especiestsdgees rojizo a morado oscuro (28,
33, 36).
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Segun el tipo de ramificaciones, la planta puededseeje central predominante, con
ramas desde la mitad de la planta, tipo candelabroamas terminales; o de una

ramificacion desde la base con inflorescenciamisana altura (Fotografiso. 3).
El nimero de ramas varia desde unas pocas hastand2. El nUmero de vainas y de
ramas fructiferas tiene correlacion positiva coa alta produccion (Ticona, 1975), ((28,

33, 35).

1.1.2.3 Flores e inflorescencia

FOTOGRAFIA No. 4. FLORES E INFLORESCENCIAS DEL CHOCHO

El chocho pertenece a la subfamikapilionoideaspor lo cual presenta una corola
grande de 1 a 2 cm, con cinco pétalos y compuestarp estandarte, dos quillas y dos
alas (28, 36).

Segun el tipo de ramificacién que presente la plamiede tener hasta tres floraciones
sucesivas. Blanco, (1980) menciona que en unagatda pueden existir hasta 1000
flores (11, 12, 28, 33).
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La coloracion de la flor varia entre el inicio defsrmacion hasta la maduracion, de un
azul claro hasta uno muy intenso y de alli se waigiu nombre cientificanutabilis es
decir que cambia. Los colores mas comunes sonifeotes tonos de azul e incluso
purpura; menos frecuentes son los colores blamema; rosado y amarillo (Fotografia
No. 4) (11, 12, 28, 33).

1.1.2.4 Semilla

Las semillas del chocho estan incluidas en niumanable en una vainade 5a 12 cmy
varian de forma (redonda, ovalada a casi cuadrarjgwhiden entre 0,5 a 1,5 cm. Un
kilogramo tiene 3500 a 5000 semillas. La variacgintamafo depende tanto de las

condiciones de crecimiento como del ecotipo o daide(28, 33, 36).

La semilla estd recubierta por un tegumento endloegue puede constituir hasta el
10% del peso total. Los colores del grano inclugamco, amarillo, gris, ocre, pardo,
castafio, marrén y colores combinados como marmwoleaddia luna, ceja y salpicado
(FotografiaNo.5) (Gross, 1982) (28, 33, 36).

La genética en la herencia del color de la semaildastante compleja y existen genes
tanto para el color principal, como para cada umdad combinaciones (Blanco, 1980)
(28, 33, 36).
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1.1.2.5 Raices y nddulos

FOTOGRAFIA No. 6. RAICES Y NODULOS D EL CHOCHO

Como leguminosa, el chocho tiene una raiz pivotaigerosa y profunda que puede

extenderse hasta 3 m de profundidad.

En la raiz se desarrolla un proceso de simbiosisbezterias nitrificantes que forman

nodulos de variados tamafos (1 a 3 cm). Meza, (lifdi&a que en suelos con presencia
de bacterias, la formacion de nodulos se iniciaadirpdel quinto dia después de la
germinacion, los nédulos pueden alcanzar un di@mieaista de 3 cm; se localizan

principalmente en la raiz primaria, por encimaaleamificacion radicular, e incluso en

las raices secundarias (Fotograféet), (Lange y Parker, 1960) (28, 33, 36).

Bernal, (1982) encontr6 cepasHRleizobium lupincon gran efectividad y su presencia en
el eje central de la raiz estuvo altamente coli@iada con plantas mas vigorosas y
productivas. Estas bacterias tienen la propiedafijatenitrégeno de la atmosfera en el

suelo, las plantas pueden utilizar este nitrogemoacabono natural (33,36).
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1.1.3 COMPOSICION QUIMICA
1.1.3.1 Composicion quimica y valor nutricional

En los ensayos sobre los componentes quimicosraied gleLupinus mutabilis Sweet
veces se encuentran ambigiedades, incoherenciastyy ltontradicciones, mismas que
dificultan una evolucion de los datos (Tabla No.Oijerencias que pueden deberse a la

variabilidad genética y a la influencia ambieriiad).

La semilla cruda de chocho tiene un promedio de}6l&n aceite, lo que constituye un

atractivo economico (16).

TABLANo.1 COMPOSICION POR 100 g DE PORCION COMESTIBL E DEL CHOCHO

. chocho cocido chocho chocho
Composicion . crudo .
con cascara sin cascara harina
Energia Kcal. 151 277 458
Agua g 69.7 46.3 37.0
Proteina g 11.6 17.3 49.6
Grasa g 8.6 17.5 27.9
Carbohidratos g 9.6 17.3 12.9
Fibra g 5.3 3.8 7.9
Ceniza ¢ 0.6 1.6 2.6
Calcio mg 30 54 93
Fosforo mg 123 262 440
Hierro mg 1.4 2.3 1.38
Tiamina mg 0.01 0.60 .
Riboflavina mg 0.34 0.4 -
Niacina mg 0.95 2.10
Acido ascorbico 0.00 4.6

FUENTE: CAICEDO C. (2000)

1.1.3.2 Proteinas solubles en agua.

El contenido de proteinas en el chocho es tanaltoo en los granos de soja. Las

globulinas corresponden a la mayor fraccion pratesendo la albumina la restante. Las
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globulinas presentan un amplio punto isoeléctrittoeepH 4 — 6 con solubilidad minima
de nitrégeno entre 10 — 20 % (15, 16, 28).

El comportamiento de las proteinas en cuanto alldb#idad es muy diverso y depende
del nimero de grupos polares y apolares y dedanacion en la molécula (15, 16, 28).

En general, las proteinas sélo son solubles efivdistes fuertemente polares, como por
ejemplo agua, glicerol, formamida, dimetil-formdai acido formico, en disolventes
menos polares, como por ejemplo el etanol, soloason excepcionales hay una notable

solubilidad. La solubilidad en agua depende del/pilpresencia de sal (15, 16, 28).

Las sales neutras tienen en general una dobleendla sobre la solubilidad de las
proteinas a concentraciones bajas (0,5-1 mol/Lijaac como consecuencia de la
disminucién de las interacciones electrostaticastepma-proteina, aumentando la
solubilidad (15, 16, 28).

Por ser sustancias polares las proteinas se hidestasolucion acuosa. El grado de
hidratacion (agua de hidratacion / g proteina) asable. Unas 300 moléculas de agua
son suficiente para recubrir la superficie dedadima (6.000 Aaprox.) es decir de una
molécula de agua corresponde unos 2(14, 16, 28).

La capacidad de imbibicidén es para las proteimsaubles lo que la hidratacion para las
proteinas solubles. Por penetracién de agua estractura, se produce un aumento de
volumen y otras modificaciones de las propieddidesas (16).

1.1.3.3 Lipidos

El Lupinus mutabilisSweettiene un elevado contenido de grasa (18 - 25 Yguéhace

factible para la extraccion de aceite a nivel imglais(15, 16, 28).

Los lipidos constan de acidos grasos insaturadasoomposicion es semejante a la del
mani, aproximadamente la mitad de estos constaraciio oleico (36.1-54.6%),
existiendo un 22.3 - 43.9% de acido linoleico Y24l - 2.7 % le corresponde al acido
linolénico. El aceite dellupinus albuscontiene pequefias cantidades de acido erucico,
mientras que la semilla deupinus mutabiliSweetno lo contiene. (15, 16, 28).
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1.1.3.3.1 Acidos Grasos.

El acido graso que predomina en el chocho, mawijay ®s el acido oleico, siendo asi

que su concentracion en la semilla de chocho seiapa al 40.40% (Tabla No. 2).

La concentracion de acido linolénico en la semdi Lupinus mutabilises baja,
caracteristica que favorece la conservacion déleage que este se oxida rapidamente y

podria originar cambios indeseables en el sablaoddte (15, 16, 28).
La composicion de acidos grasos, a diferencia sl@moinoacidos, depende fuertemente

de las influencias ambientales, de manera que pugulasentarse considerables

variaciones segun las localizaciones y los afios1@,528).

TABLA No.2 COMPOSICION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS EN CHOCHO, MANIY SOJA

Lupinus mutabilis Sweet

Acidos Grasos _ Mani Soja
Amargo Semidulce
Miristico 0.60 0.30 0.10
Palmitico 13.40 9.80 11.00 11.00
Palmitoleico 0.20 040 - e
Estearico 5.70 7.80 3.0 4.00
Oleico 40.40 53.90 55.00 22.00
Linoleico 37.10 25.90 28.00 55.00
Linolénico 2.90 2.60 1.00 8.00
Araquidico 0.20 0.60 1.50 0.40
Behémico 0.20 0.50 3.50 0.30
Cuociente P/8$ 2.00 1.5 — e
ap/s: Poliinsaturados/;aturados
FUENTE: VILLACRES, E; CAI CEDO, C; PERALTA, E. 1998. DISFRUTE COCINANDO CON C HOCHO.
RECETARIO. PRONALEG. EESC-INIAP-FUNDACYT. P-BID-206. JUNIO. QUITO, ECUADOR. 48 P.
1.1.3.4 Fibra.

El contenido de fibra representa mas del 6%, $e geincipalmente a la cubierta

seminal que comprende el 10% del peso de la sefh8lal6, 28).
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1.1.3.5 Aminoéacidos

La distribucion de los aminoacidos es relativamestable, presenta mayor contenido de
triptéfano y tirosina frente a la soja y el fré{dlabla No. 3), los aminoacidos azufrados
como la metionina son los primeros limitantes, pseopuede equilibrar este déficit
combinando el chocho especialmente con cerealeguga estos en cambio son
deficientes en lisina (15, 16, 28).

TABLA No. 3 CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN CHOCHO, SOJA, F REJOL Y MANI

Aminoacidos Chocho Soja Fréjol Mani
Isoleucina 274 284 262 211
Leucina 449 486 476 400
Lisina 331 399 450 221
Metionina 47 79 66 72
Cistina 87 83 53 78
Fenilalanina 231 309 326 311
Tirosina 221 196 158 244
Treonina 228 241 248 163
Triptéfano 110 80 65
Valina 252 300 287 261
Arginina 594 452 355 697
Histidina 163 158 177 148
Alanina 221 266 262 243
Acido Aspartico 685 731 748 712
Acido Glutamico 1372 1169 924 1141
Glicina 259 261 237 349
Prolina 257 343 223 272
Serina 317 320 347 299
Total aminoacidos 6051 6157 5662 5887
Total aminoacidos Esenciales 2183 2457 2389 2026

FUENTE: VILLACRES, E; CAICEDO, C; PERALTA, E. 1998. DISFRUTE COCINANDO CON CHOCHO. RECETARIO. PRONALEG. EESC-INIAP-
FUNDACYT. P-BID-206. JUNIO. QUITO, ECUADOR. 48 P.

1.1.3.6 Minerales solubles en agua

El contenido de sustancias minerales en el choehasemeja al de otras semillas de

leguminosas (Tabla No. 4). Unicamente el contedigldosforo y magnesio es un poco
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mas elevado. La semilla de lupino representa, &, tana valiosa fuente de magnesio,

fosforo y potasio para el hombre.

Dado que el calcio se encuentra principalmentia @dscara, mientras que el fésforo se
halla en el nlucleo. Hay que tener presente queldaién calcio-fosforo se altera tras el

descascarado del grano (15, 16, 28).

TABLA No. 4. CONTENIDO DE MINERALES EN EL CHOCHO

Macroelementos mg/g Microelementos mg/kg
Calcio 1.07 -1.53 Hierro 46.00 - 73.3
Magnesio 2.00 -3.02 zZinc 40.00 — 51.66
Sodio 0.25-0.75 Manganeso 21.33-29.10
Potasio 11.06 — 13.56 Cobre 4.00-12.10
Fosforo 0.44-0.88

FUENTE: INTERNACIONAL LUPIN ASSOCIATION, (1990)

1.1.3.7 Carbohidratos

En el Lupinus mutabiliSweet, llama mucho la atencién el bajo contenelsatarosa y
almidon, en cambio la proporcidon de oligosacaridgege no son aprovechables para el

hombre es relativamente alta (15, 16, 28).

Segun Rackis citado en ILA, (1982) los oligosaa®idson los causantes de la
produccion de flatulencias en el hombre y animabesicterizada por la produccion de
gran cantidad de GO H, y CH, (15, 16, 28).

En este grupo de-galactésidos se han identificado: rafinosa, estaquy verbascosa y
otros de peso molecular mas altos. En todos editéspgresente la galactosa con 1, 2y 3

moléculas respectivamente, unidas a la sacarosentacesd 1-6) (15, 16, 28).
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1.1.3.8 Vitaminas
El contenido de vitaminas como la tiamina, riboiftay niacina (Tabla No. 5), se asemeja

a otras leguminosas, debido a lo cual constitugevatiosa fuente de vitamina B para el
hombre (15, 16, 28).

TABLA No.5 CONTENIDO DE VITAMINAS EN LA SEMILLA CRUDA DE CHOCHO

Vitaminas mg/100g

-caroteno 0.09
Tiamina 0.51

Riboflavina 0.42
Niacina 4.1

FUENTE: GROSS, (1982)

1.1.3.9 Sustancias Antinutricionales

Como en todas las semillas leguminosas, también grano de chocho se halla algunas
sustancias antinutritivas, que limitan el uso doede grano crudo en alimentacion
humana y animal (15, 16, 28, 33, 36).

Entre las sustancias antinutritivas del chochatae:c

* Inhibidores de proteasas, que tienen la propiedadindibir la actividad

proteolitica de ciertas enzimas.

* Hemaglutininas, que son proteinas que coagulardutiraan los gldbulos rojos y

reaccionan como una especie de anticuerpo.

* Glucésidos cianogenéticos, que liberan acido cdidu por accién enzimatica,
sin embargo su concentracién en el chocho no trapertancia desde el punto

de vista toxicolégico.
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» Alcaloides que constituye el principal obstacybara la utilizacién directa, ya
que su alto contenido determina que los granos ®e#&os y amargos (15, 16,
28)

1.1.4 PROPIEDADES Y USOS DE LAS SEMILLAS DEL LUPINO
El grano desamargado tiene una infinidad de usos:

e« Consumo humano: En fresco se puede utilizar encleeyvisopas (crema de
chocho); guisos, postres y refrescos (jugo de Eamay harina de chocho).
(AnexoNo.1)

* Industrialmente: La harina de chocho puede sedausa panificacion, tiene la
ventaja de mejorar considerablemente el valor wmtg calérico el producto;
asimismo permite una mas larga conservacion detiphido a la retrogradacion
del almiddn, obteniéndose un mayor volumen poptapiedades emulgentes que

tiene la lecitina del chocho dulce (43,51)

» Uso Medicinal: Los alcaloides (esparteina, lupinioganidina, etc) se emplean
para controlar ectoparasitos y parasitos integtinade los animales.
Ocasionalmente los agricultores utilizan el aguacdecion del tarwi como

laxante y para el control de plagas en plantas (16)

» Uso Agronomico: En el estado de floracion la plasgancorpora a la tierra como
abono verde, con buenos resultados mejorando tédadrde materia organica,
estructura y retencién de humedad del suelo (16, 55

e Por su contenido de alcaloides se siembra a meoonhm cerco vivo 0 para
separar parcelas de diferentes cultivos, evitahdi@@ que pudieran causar los

animales.
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e Como combustible: Los residuos de la cosecha ¢tatlecos) se usan como
combustible por su gran cantidad de celulosa qoegociona un buen poder
calorifico. (16, 55)

El cultivo tiene potencial productivo y perspeaswde uso como oleaginosa, fuente de
proteina, fijador de nitrégeno y productor de aihds con uso en sanidad animal y
vegetal. (16, 55)

1.2 ALCALOIDES

1.2.1 GENERALIDADES.

En el siglo XIX se lograron verdaderos adelantodaefarmacologia, con el sucesivo
aporte de remedios procedentes de plantas, esteeavmbia sido precedido por los
trabajos del sueco Carl Scheele, quien logré distahcidos organicos de las plantas, y
del joven boticario Friedrich Wilhelm Sertlrner 8871841) que con sus audaces y
llamativos experimentos descubrié en 1816 el gpincactivo mas importante del opio
de la amapola, la morfina cuyos cristales dieragyaiwal “principium somniferum”(que
Gay-Lussac llamaria luego “morfina”, por el diosego Morfeo) que Osler llamé “La
medicina de Dios”, porque revolucioné la lucha cangl dolor; al igual que otros
compuestos organicos obtenidos de las plantaiafnada “alcaloide”, término acufiado
en 1818 por Wilhelm Meissner y se aplic6 a los coespos de origen vegetal con
propiedades alcalinas, y que recuerdan la reaa®0los minerales con caracter basico
(51,55)

No existe una definicion sencilla de alcaloidessesiconsideran las distintas diferencias
en cuanto a estructura y propiedades de los 600@uwestos descritos en este grupo. La
dificultad principal radica en establecer el lintdi separacion de los alcaloides de otros
compuestos organicos nitrogenados de origen nateatonsidera como alcaloide “Un
compuesto orgénico de origen natural (generalmesgetal), nitrogenado (el nitrégeno
se encuentra generalmente intraciclico), derivagseralmente de aminoacidos, de

caracter mas o menos basico, de distribucion nggdia, con propiedades farmacoldgicas
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importantes a dosis bajas y que responden a re@scimomunes de precipitacion”. De
acuerdo a las caracteristicas de esta definicityynas autores han dividido a los

alcaloides en cuatro clases (Fignral) (6, 20)

» Alcaloides verdaderos
* Protoalcaloides
* Pseudoalcaloides

* Alcaloides imperfectos

Alcaloides Verdaderoscumplen estrictamente con las caracteristicas defiaicion de
alcaloide: son formados a partir de aminoacidesgt siempre un nitrégeno intraciclico,
son de caracter basico y existen en la naturalezaaimente en estado de sal.
Protoalcaloidesson aminas simples con nitrdgeno extraciclico,atéater basico y son
productos del metabolismo de los aminoacidos.

Pseudoalcaloidegpresentan algunas de las caracteristicas de laici@fi de alcaloide,

pero no son derivados de amino&cidos.

Alcaloides imperfectosson derivados de bases puricas, no precipitan aonebhctivos

especificos para alcaloides (6, 20, 38)
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FIGURA No.1 ASPECTOS BIOGENETICOS PARA LA CLASIFICACION DE
LOS ALCALOIDES (xxxxx)

En cuanto a su estado natural, los alcaloides senc&almente sustancias presentes en
todos los 6rganos de la planta, pueden encontnaageritariamente en hojas (cocaina,
nicotina, pilocarpina), en flores (escopolaminag@ina), en frutos (alcaloides del opio,
peletiarina, coniina), en semilla (piperina, arewyl, en corteza (quinina, tubocurarina),

en la raiz (emetina y cefalina) (6, 20).

1.2.1. FUNCION DE LOS ALCALOIDES EN LAS PLANTAS

La funcién de los alcaloides en las plantas nouescéara, existen algunas sugerencias

sobre el “rol” que juegan estas sustancias endgstales como:

» Sirven como productos de desecho o almacenamiehtattbgeno sobrante, esta

funcién es equivalente a la del acido Urico o derés en los animales.

» Debido a que en su mayoria, los alcaloides sonamx con acidos organicos
gue le facilita el transporte en la planta, puedervir como productos de
almacenamiento del nitrégeno no metabolizado o fpansporte del mismo; en el
caso de las Solanaceas midriaticas, los éstereémdaho se forman en las raices

y son transportados a las partes aéreas dondemsedeidrolizados.
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* La microquimica ha permitido mostrar en forma gehejue los alcaloides son
localizados en los tejidos periféricos de los difées 6rganos de la planta, es
decir en el recubrimiento de las semillas, cortgehtallo, raiz o fruto y en la
epidermis de la hoja; esto nos permite pensar gsiealcaloides cumplen una
importante funcibn como es la de proteger a latplamor su sabor amargo de

estos, del atague de insectos (6, 20, 38, 51).

* Los alcaloides pueden servir de reguladores deirsrento, se ha demostrado
gue los alcaloides derivados de la putrescina seenmentan notablemente
durante la germinacion de algunas plantas comebada, cuando se encuentran

en suelos deficientes de potasio (6, 20, 38, 51).

* Mediante técnicas biotecnolégicas, las plantas goemalmente acumulan
alcaloides en las partes aéreas, como es el cdad\itmtianay Daturas se han
producido sin alcaloides, la pérdida de alcaloidesel vastago, no impide el
desarrollo de la planta, lo cual sugiere que loalaides no son esenciales para
los vegetales Si bien, la presencia de alcaloidessnvital para la planta, estos
deben de participar en secuencias metabdlicas sonsolamente productos de
desecho del metabolismo (6, 20, 38, 51).

1.2.2. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS ALCALOIDES

Algunas bases no oxigenadas son liquidas a teroperainbiente, los alcaloides bases
son normalmente solidos cristalizables, raramer®reados. Casi siempre estan
dotados de poder rotatorio especifico y las basstalizadas tienen puntos de fusion

netos, sin descomposicién por debajo de 200 °C7/(%55)

Por regla general, los alcaloides bases son mug golubles en agua, solubles en
disolventes organicos apolares o poco polares ybks en alcoholes de mas elevada
graduacién (2, 17, 55).
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El caracter basico de los alcaloides es muy varjatépendiendo esta propiedad de la
disponibilidad del doblete libre del nitrogeno.

Los agrupamientos electrofilicos adyacentes al atata nitrégeno, disminuyen la
basicidad y los de caracter contrario la aumeriaeistema heterociclico puede permitir
una basicidad muy variable. En el caso del pirralebindol, el doblete del nitrégeno

participa en la aromaticidad, por lo que no somdod92, 17, 55).

Por su caracter basico, los alcaloides forman sadesacidos minerales u organicos,
éstas son hidrosolubles, insolubles en disolventggnicos apolares y solubles en
alcoholes. La formacion de sales, estabiliza laémgb, por lo que comercialmente los

alcaloides se encuentran al estado de sales (8517,

Los alcaloides son sustancias interesantes, poadilsdades farmacoldgicas que se
ejercen sobre los mas variados terrenos: SNC, SéimMipatico y parasimpatico),

cardiovascular, anestesia, tumores, enfermedadasifpaias, etc. (2, 17, 55).

1.2.3. ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS

En el génerd.upinuslos alcaloides quinolizidinicos se sintetizan e dtoroplastos de
las hojas y son transportados via floema a otrgan@rs de la planta para su
almacenamiento en tejido epidérmico y subepidérrdidiojas tallos y principalmente
semillas (75). Las semillas depinus de la variedad dulce tienen bajos contenidos de
alcaloides (59), son una buena fuente de nutriedigsido al contenido de proteinas,

lipidos, fibra dietética, minerales y vitaminas)(44

Los alcaloides quinolizidinicos poseen un hetetocimitrogenado biciclico,
quinolizidina y se encuentra tanto en los alcamidedlicos como en los que derivan del

metabolismo de la tirosina (38).
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Las quinolizidinas auténticas son aquellas quessgah de la lisina, y se pueden dividir
en biciclicas como la lupanina, triciclicas comoclaticina o tetraciclicas como la

esparteina (55).

Méas de 150 especies de lupinus son conocidos enafaraleza. Los alcaloides
quinolizidinicos estan ampliamente distribuidoseds leguminosalsotoideas siendo

los lupinos los mas ricos en este tipo de alcato({8s).

Cho y Martin, (1971), citado por Gross, (1982)laa casi 60 diferentes alcaloides en
mas de 180 especies de leguminosas.LEpinus mutabilisse han encontrado 25
alcaloides quinolizidinicos de los cuales 19 se idantificado hasta la presente (Tabla
6) (3, 55).



TABLA No. 6
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COMPOSICION RELATIVA DE ALCALOIDES EN LA SEM ILLA DE Lupinus
mutabilis.
Alcaloides Composicion Relativa
de Alcaloides (%)
Esparteina 7,39
K2 ( no identificada) 0,07
Ammodendrina 0,23
K5 (no identificada) 0,16
N-Metilangustifolia 3,46
Angustifolia + 17 oxoesparteina 0,60
Isolupanina 0,29
K9 (no identificada) 57,5
4- hidroxilupanina 8,65
Multiflorita 0,14
17- Oxolupanina 0,09
Anagirina 0,03
13-Hidroxilupanina 14,9
4,13- dehidroxilupanina 2,12
K17- K19 (no identificada) 0,09
13- tigloiloxilupanina 0,28
Monoangeloil + ester de la monogloil 0,45
de la 4,13 dehidroxilupanina 0,08
K24 (no identificada) 0,21
13 Benzoiloxilupanina 1,15
13-cis-cinnammoiloxilupanina 0,39
13-trans-cinnammaoilxilupanina 99,39
13-angeloiloxilupanina 1,57
Contenido total de alcaloides en la semilla 3,10

FUENTE: GROSS (1982)
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Estudios realizados por Pefialoza, (1988) indicae I@is principales fracciones de
alcaloides del chocho son:

TABLA No.7 PRINCIPALES FRACCIONES DE ALCALOIDES DEL CHOC HO

Alcaloides Porcentaje %
Lupanina 60
13-Hidroxylupanina 15
Esparteina 7,5
4-Hidroxylupanina 9
Isolupanina 3

FUENTE: JARRIN P. (2003)
1.2.4 BIOSINTESIS DE LOS ALCALOIDES

La biosintesis se basa casi siempre en los amawscornitina, lisina, fenilalanina,
tirosina, triptéfano, histidina y acido antranilidos que pueden reaccionar con otros
productos elementales del metabolismo generalatcetmevalonato. La formacién del
heterociclico, es decir el establecimiento de uméarucarbono-nitrégeno, se realiza por

un proceso Inter o intramolecular simple que ingla formacién de una base de Schiff
0 por una reaccion de Mannich (9).

El heterociclico nitrogenado, quinolizidina se esmtua tanto en alcaloides inddlicos

como en los que derivan del metabolismo de laitieo@, 17, 55)

Las quinolizidinas auténticas (derivadas de landisi se localizan en las leguminosas
lotoideas y se pueden subdividir en biciclicas cdmdupanina, triciclicas como la
citosina o tetraciclicas como la esparteina (233755)

La biosintesis de estos alcaloides es complejai(&ilo.2). La incorporacién de ¥,

o *N) lisina, en la molécula de esparteina se reabrefacilidad y la relaci6f'C/*°N es
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seis veces mas elevado en la esparteina que ercakpr, de lo que se deduce que en la

biosintesis esta implicado un intermediario singétria cadaverina (2, 17, 33).

NHZ Ll or
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N whz IRy
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FIGURA No. 2 BIOSINTESIS DE ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS

1.2.4. PROPIEDADES FI'SICO' QUIMICAS GENERALES DE LOS
ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS.

Los principales alcaloides presentes en el choomol@s siguientes: Lupanina (46%),
esparteina (14%), 4-hidroxilupanina (10%), isolupar{3%), n-metilangustifolina (3%),
13-hidroxilupanina (1%) (2, 20, 33, 55).

Estos compuestos poseen propiedades alcalinasodeladpresencia de nitrégeno basico
formando por lo general nucleos heterociclicosogsn forma libre son insolubles en
agua, poco solubles en alcohol y solubles en ételosoformo, la mayoria poseen

oxigeno en su estructura y son soélidos no volatdegs embargo algunos no contienen

oxigeno como la esparteina, siendo esta liquidenpdratura ambiente (2, 20, 33, 55).
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1.2.4.1. PROPIEDADES FISICO QUIMICAS DE LOS ALCALOIDES
QUINOLIZIDINICOS

1.2.4.1.1. LUPANINA

FIGURA No. 3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA LUPANINA

La lupanina es el alcaloide que se encuentra erom@ncentracion en el chocho, su
férmula estructural ¢gH24N20 (Figura No. 3), tiene un peso molecular de 248/atol,

es soluble en agua, cloroformo, éter y alcoholselirble en éter de petréleo (2, 17, 33,
58)

Se puede encontrar la d y |-lupanina asi como tmbus mezclas, las mismas que
pueden ser identificadas por la presencia de unasdformas Opticamente activas. La

forma racémica es encontrada en los lupinos blancos

La d-lupanina es un liquido espeso cristalino agujas higroscopicas, punto de fusién
entre 40 a 44 °C, con punto de ebullicion entred 9093 °C, indice de refraccion igual a
1.5444, soluble en agua, cloroformo, éter y alcehimisoluble en éter de petréleo; puede
ser determinada por el gran niamero de derivadosiohidrocloruro pf. 217-269 °C,
dehidrocloruro pf. 162-167 °C, monohidrobromuro P27 °C, picrato pf. 211 °C, etc
(42).

La |-lupanina es un aceite viscoso, con un puntelueélicion entre 186-188 °C, puede

formar compuestos como monohidroyoduro pf. 183°t85erclorato pf. 213 °C, y otras
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sales que podrian tener similares puntos de fusidns derivados analogos de la d-
lupanina (39).

La lupanina tiene actividad antibacteriana, nernddiguede utilizarse como insecticida
contra lepiddpteros y coledpteros, también prodindebicion de las actividades
moduladoras, inhibe la sintesis de proteinas, élkilfase de elongacion de Phe — tRNA,

ademas posee actividad antiarritmica, hipotengaaatividad hipoglicemiante (14, 59).

1.2.4.1.2. ESPARTEINA

FIGURA No. 4 ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ESPARTEINA

Su férmula estructural es;E,6N», los dos atomos de nitrogeno de la esparteina esta
unidos en forma terciaria, tienen un peso moleal#a?34 g/mql(Figura No. 4). Es un
liquido oleoso, espeso, incoloro con olor débilndira y sabor sumamente amargo.
Tiene un peso especifico de 1.02 a 20 °C y hier@&1a°C en corriente alcalina. Es

insoluble en agua, alcohol, éter, y cloroformo, oeaccién alcalina (19, 30).

La esparteina es un gangliopléjico poco potentgyudando la transmision por impedir
la despolarizacion de la membrana postsinapticapuis de una fase transitoria de
excitacion ganglionar, aisla el miocardio de laluieficia neuro-vegetativa central,
disminuye la excitabilidad del tejido nodal, la dantibilidad y la frecuencia y amplitud

de las contracciones. Sus efectos secundarios Gom importantes como trastornos

digestivos, hipotension ortostatica (42).
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La esparteina tiene sus efectos tdxicos al inhdtsircanales de K ademas inhibe la
sintesis y formacion del RNAt, es un depresor dsflesa nervioso central, posee
actividad, oxitotécica, uterotonica, antiarritmicirética, hipoglicemiante, estimulante

respiratorio (59).

1.2.4.1.3. HIDROXILUPANINA

FIGURA No.5 4-HIDROXILUPANINA FIGURA No. 6 13-HIDROXILUPANINA

La hidroxilupanina tiene la siguiente férmula estmal GsH,4N.O,, con un peso
molecular igual a 264 g/mol. Los compuestos salinu&s representativos de la
hidroxilupanina son: Hidrocloruro pf. 275 °C, claywadrico pf. 210 °C, picrobromato pf.
174-175°C, hidroyoduro monohidratado pf. 91-93 ti@ianato monohidratado pf. 125
°C. (59)

Se han identificado dos formas isbmeras de la kildfmanina como unidades quimicas
representativas, dependiendo de la localizaciogmglo hidroxilo (OH)en la estructura
basica de la molécula, estas son: 4-hidroxilupanjregura No. 5) y la 13-
hidroxilupanina (Figura No. 6) (33, 48).

1.2.4.1.4. ANGUSTIFOLINA.

La angustifolina inhibe el crecimiento bacteriar@bdcilo subtillis, bacilo thuriensiy

E. coli, participa en la inhibicidén de las actividades madokas y en la biosintesis de las
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proteinas. La angustifolina posee actividades amsl a las de la esparteina, Lupanina,
Angustifolina, 13-hidroxilupanina, Lupinina, 17-cesparteina, 13-tigloiloxilupanina. La

anagirina produce mal formaciones congénitas ertes (60).

1.2.5 APLICACIONES POTENCIALES DE LOS ALCALOIDES DEL LUP INO

El principal propédsito de los alcaloides del chodwla defensa de la planta contra
insectos, herbivoros y patégenos microbianos.

Ocasionalmente los agricultores utilizan esta m@magd para el control de plagas,
ectopardsitos y parasitos intestinales de los despatienen efectos téxicos y
mutagénicos en conejos, afidos, nematodos, abegaacoles, langostas, gusanos y

escarabajos (60).

Los alcaloides del lupino tienen una significantdivédad biolégica que puede ser

explotada en el campo de la farmacia, agriculeiradustria (59, 60).

La Lupanina, Esparteina, 13-Hidroxilupanina, Angabba, inhiben el crecimiento de
Staphylococcus aureus, bacilo subtilis, E. ctlos dos primeros alcaloides poseen
actividad antifangica mientras que la lupinina,daoma, 13-oxoesparteina y esparteina,
tienen actividad insecticida, reprimiendo en |Iasettos el deseo de alimentacion, de ésta

manera eliminan su supervivencia (59).

La Esparteina tiene utilidad practica comerciahc@s a sus aplicaciones en medicina y
en el campo industrial. En el campo médico, laesjye tiene accion cardiovascular, es

agente dilatador de las coronarias y analgésiediatanico, oxitotécico (37).

En el area industrial, tiene utilidad en la elab@ma de polimeros 6pticamente activos,
como catalizador de la polimerizacién del etileneryla telomerizacién (obtencién de
polimeros de bajo peso molecular) del etileno dossmlefinas (30, 32).

Desde el punto de vista farmacoldgico, el lupinolign tiene interés pues algunos de

sus componentes, principalmente los alcaloidesgptan efecto secretagogo de insulina.
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En medicina tradicional se les ha atribuido actdidipoglucemiante que clasicamente
se ha considerado debida a la presencia de lofoidks también con actividad

hipocolesterolemiante. Igualmente se le atribuyeopipdades antiinflamatorias y

preventivas del cancer por los flavonoides y hgpatectoras por sus saponinas (30,
32).

El efecto hipoglucémico se ha comprobado para alguespecies de lupino
administrados por via oral en animales con diabethgida experimentalmente (conejo,
rata, raton). lgualmente en conejos diabéticosry rigeles de colesterol elevados, se
comprobé como la adicion de semillas de lupino aaBmentacion produjo una

disminucién de la hiperglucemia postprandial ya@ésterol (30, 32, 55).

Los principios activos responsables de la actividipdglucemiante podrian ser ademas
de los alcaloides, los compuestos de naturalezeng@pa presentes en el extracto de
lupinus, pues muchos de ellos han demostrado pacea de inhibir la gluconeogénesis
hepatica y la glucogendlisis y ademas son capaeestid/ar la produccion de insulina o

inducir un incremento en el metabolismo perifédeda glucosa (30, 32).

Por otra parte se ha comprobado que este extrac@apaz de normalizar los sistemas de
destoxificacion del organismo, anormalmente al@saeh animales diabéticos (30, 32,
55).

En islotes pancreaticos aislados de rata y raaio tel extracto acuoso de lupino como
la esparteina aislada, incrementan la liberacioimsldina. En este efecto esta implicada
una disminucién de la permeabilidddie las células beta (30, 32, 55).

La actividad de la esparteina se ha estudiado é&m#i humanos sanos y en pacientes
diabéticos insulino-dependientes y con diabetes2igd.a administracién intravenosa del
sulfato de esparteina en personas sanas increr@emsicrecion de insulina basal o
inducida por glucosa y, en pacientes con diabepes I aumenta la secrecion de
glucagén. En diabéticos tipo 2, la esparteina esdirta secrecion de las células beta,

produciendo una caida en los niveles plasmaticgdudesa (30, 32).
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Recientemente (2004) se ha estudiado el efecte dabsecrecion de insulina de tres
alcaloides aislados de lupinos: lupanina, 13-alfa-@panina y 17-oxo-lupanina asi
como un compuesto derivado sintético: 2-tionospaatecomprobandosi vitro, un

incremento en la liberacion de insulina inducida glucosa. La intensidad del efecto
depende de la concentracion de glucosa en el med® debe, al menos en parte, al

bloqueo de canales #esensibles a ATP en células beta (2, 11, 31, 33).

Los autores del trabajo sugieren que la adminisinage los alcaloides de lupino puede
disminuir el riesgo de hipoglucemia que se prodimealgunos hipoglucemiantes orales
que, estimulan la secrecion de insulina en preaateibajas concentraciones de glucosa.
(30, 32).

1.2.6 TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES DEL CHOCHO

La toxicidad de estos compuestos ha sido demostrddais muy altas tanto en animales
como en seres humanos. Han ocurrido casos aigligdeisvenenamiento con semillas de
lupino. Dosis comprendidas entre 11 a 25 mg/Kges® gorporal en nifios y dosis de 25
a 46 mg/Kg de peso corporal en adultos produceregratoxicaciones (11, 33).

Los sintomas de envenenamiento son: midriasis, mbats, cianosis, paralisis
respiratoria, violentos dolores estomacales, v@matocluso coma (11, 33).

La reaccion toxicoldgica frente a los alcaloidemqlizidinicos varia entre las diferentes
especies animales; Eichekbaum, (1927), citado pos<;(1982), sefiala que los peces en
general y en especial las trucl@&emo gairdnerimuestran una elevada sensibilidad a un

exceso de estos compuestos (11, 33).

La toxicidad de la lupanina en la proporcidon queeseuentra en la semilla, fue
comprobada en ensayos efectuados satiemia salina, Bacillus megateriugnembrion
de pollo (11, 33).

Los sintomas de un trastorno toxico en peces soy vatiados. La mayoria de los
venenos o alteraciones son especificos de los dsgaagun esto se distingue sustancias

irritantes de los epitelios, venenos sanguineognernos nerviosos. Los primeros son



- 36-

sustancias que provocan la irritacion de las mgdaato internas como externas (boca,
intestino), con subsiguiente formacion de mucuspjeaimiento y hemorragias. Los
venenos sanguineos provocan hemdlisis y anemiajtraseque los venenos nerviosos
originan en los peces movimientos incoordinadoaca®nes de huida o marcadas
manifestaciones paraliticas (Figura No 7) (2, 111,33).

En todos los casos penetra el veneno a través sig&ficie externa de los peces hasta
los 6rganos internos, donde deja sentir sus ef¢2tddl, 31, 33).

Fase 1 de latencia Fase 2 de latencia Fase 3 de latencia Fase |etal
Fase de difusion Fase infitracion Fase manifestacion Fase destruccion

~ = &

Comportamisnto Rehuida Desacin —p  lesiongs pemmanentes. Apatia,
nerml ¥ Lesiones tisulares Muerte

mmw ¥ e T EE;;;,____ ,Eﬁ‘;;-' =

FIGURA No. 7 COMPORTAMIENTO DE LOS PECES FRENTE A SUSTANCIAS TOXI CAS

Entre las propiedades toxicoldgicas de los alcakidel chochd.upinus mutabilis
Sweet, también se menciona su capacidad pararishigerminacion de varias semillas
(2, 11, 31, 33).
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1.3 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Un agente antimicrobiano, es un compuesto quimigoighibe el crecimiento o mata a
los microorganismos. La contribucion de nuevos diéstu acerca de sustancias que
posean actividad antimicrobiana es muy importar@@odque en la actualidad se ha
creado resistencia a muchos compuestos y produgidsicos conocidos como
antibacterianos, ademas éstos agentes terapégtiooen su mayoria responsables de

efectos colaterales indeseables para el ser hu(Banb6)

Se conoce que la presencia de metabolitos en damapl estd en relacion directa a su
bioactividad, por lo que es necesario para la sgleale las mismas conocer sobre los

tipos de compuestos de un determinado taxon ve@&aB6).

Investigaciones en la busqueda de metabolitos dados, a los que se les atribuye
actividades antibacterianas en vegetales superideesuestran que en la mayoria de los
casos esta actividad farmacologica es debida adsepcia de alcaloides bis-bencil-

isoquinolinicos, isoquinolinicos, complejos de inh@mtre otros (28).

El abuso de antimicrobianos en los hospitales coneulida de profilaxis en las
operaciones quirurgicas esta incrementando lateesia antimicrobiana sin realmente

beneficiar en muchos casos al paciente (38, 59).

1.3.4 CONCENTRACION MINIMA INHBITORIA (CMI)

La concentracion minima inhibitoria se define cohao minima concentracion de
antimicrobiano (enpg/mL 0 mg/mL) que inhibe el crecimiento visible den
microorganismo después de 24 horas de incubacBfG La CMI se ha establecido
como 'gold Standard" frente a otros métodos que evaluan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistenciasuales, da respuestas definitivas

cuando el resultado obtenido por otros métodosdeterminado (3, 54, 59).
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1.3.5 MICROORGANISMOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE
LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

La célula de las bacterias esta rodeada de und patelar gruesa que la protege. Por
dentro de esta pared existe una membrana celutalagenvuelve y que funciona como

un “filtro” que deja entrar y salir de la célulala@lgunas sustancias. Por dentro de la
membrana esta el citoplasma, una sustancia trampay algo viscosa formada sobre
todo por agua y proteinas. En el citoplasma hagsdmas que son como pequefias

fabricas con forma redondeada donde se producegimas (1, 54, 59).

A diferencia de otras células, las bacterias stulasprocariotas, es decir sin nucleo. Al
no tener ndcleo, el material genético, la sustangci@ contiene toda la informacion
necesaria para que la célula funcione, flota eit@blasma. Algunas bacterias tienen uno
o varios flagelos, una especie de pelos espedakepermiten que la bacteria se mueva.
Los flagelos ayudan a la bacteria a desplazardmista de alimento o a alejarse de las

cosas que pueden hacerla dafio (1, 54, 59).

1.3.5.1 DESCRIPCION DE LAS CEPAS MICROBIANAS

1.3.5.1.1 Staphylococcus aureus ATCC 13709

e CLASIFICACION.

Orden: Eubacteriales
Familia: Micrococaceae
Género: Staphylococcus

Especie: aureus

e MORFOLOGIA.

Los Staphylococcuson esferas facultativamente anaerobias, gramasside 0.8 a 1.0

um de diametro. En el pus se observan aisladaseajss, y en cumulos irregulares;
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ocasionalmente forman cadenas cortas, rara vezadaelencuatro cocos de longitud. (27,
59)

El agrupamiento caracteristico en racimos es rotamigérmenes que crecen en medios
sélidos. (27, 59)

La pared de la célula estafilocécica contiene wianena vertebral de peptidoglucano, y
acidos teicoicos especificos de cada especie. Aglé@naureusposee un componente
antifagocitico de superficie, denominado proteinagle esta unido a la capa de
peptidoglucano, pero también puede ser liberadciglarente en forma extracelular. (27,
59)

El S.aureuses un coco Gram positivo, inmovil, que se presambdo, en pares, en
cadenas cortas 0 en racimos irregulares. Esta alltisposicion es quizd la mas

caracteristica. (27, 59)

El S. aureupuede desarrollar resistencia a los antibioticossowprendente facilidad.
Por lo menos el 90% de las cepas de estafilocoospithlarias son resistentes a la

penicilina, la cual es medida por una beta-lactanogsenicilinasa. (14, 59)

* INFECCIONES EN HUMANOS

Los estafilococos estan entre los gérmenes mdsdai® cultivar. El estado de portador
intermitente deS. aureusse considera que existe en el 30-50% de los inaddady las

fosas nasales suelen ser el habitad de bacterigorgadores. ElI hecho de que los
individuos puedan transportar y disemirfr aureuspatégeno durante largo tiempo
indica que ellos, y la mayor parte de sus contat®® un grado importante de
inmunidad para el organismo. Solamente cuando éésndas normales del hospedero
faltan o estan comprometidas, el microorganisnemetiprobabilidad de ser invasor. Asi

es como la enfermedad puede presentarse e lugadesidn local, como quemaduras,
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abrasion u otras heridas. Las anormalidades qgaan inmunodepresion sistematica y
predispone a enfermedades estafilocécicas incluyabetes, leucemia, insuficiencia

renal, terapéutica. (27, 54, 59)

Los estafilococos se han reconocido como causanfigneedades pidgenas desde los
primeros tiempos de la microbiologia; principalngeetn infecciones postquirdrgicas y

obstétricas graves, con frecuencia mortales. 275%9)

* AISLAMIENTO

Estos microorganismos son mesofilos y crecen bitamgeraturas de 35 a 37°C. Son

anaerobios facultativos y no necesitan un medie@alppara su crecimiento. (15)

1.3.5.1.2 Escherichiacoli ATCC 9637

e CLASIFICACION.

Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: coli

« MORFOLOGIA

Escherichia colison bacilos de 1 a 3 um por 0.5 um, sus formasivatesde cocos a
pequefnos bastoncillos, que se presentan solosres, gn cortas cadenas, agrupados: en
general mdviles por flagelos peritricos, aunquestexi variantes méviles no flageladas.

No forman esporas; y son Gram negativos. (2159,

En cultivos jévenes la forma cocobacilar es basténetuente y en los cultivos viejos se
presentan formas de un tamafio mayor. Son aerbébigoanaerdbicos facultativos,

produce dos tipos de fibras o cilos que rigenagacidad patdégena.
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E. coli Produce un tipo de encima denominada bacteriapigase sabe regula la flora

normal segun el principio de la antibiosis. (24,, 56)

* INFECCIONES EN HUMANOS.

E. coli Es un huésped permanente del tracto intestindiatabre y los animales y no es
considerado como un patdgeno primario, por su anaid en el tracto intestinal y su
facilidad de cultivo, se lo usa como indice de pilittad del agua para el consumo
humano; su presencia en el agua o los alimentostitgren un indicador de

contaminacion fecal (21, 54, 56)

Las infecciones causadas pBt coli, pueden ser divididas en extraintestinales e
intestinales (21, 54, 56)

Extraintestinales: resultado de un contacto deopera persona, provocando infecciones
urinarias como: cistitis, pielitis, pielonefritiesto ocurre probablemente por la intima
asociacion entre el habitad normal de los micrausgaos y el tracto urinario, estas
infecciones estan alrededor del 20% de todas fesdiones urinarias: en pacientes
tratados con drogas inmunosupresoras y antibigti€osoli puede producir infecciones
graves (21, 54, 56).

E. coli es una bacteria que habita normalmente en etimtedel hombre y animales de
sangre caliente, y desempefia un importante papda disiologia del intestino. La

distribucion en el ambiente esta determinada pgresencia en el intestino. Por ser un
habitante regular y normal del intestino se usal@dsace un siglo como "el mejor"

indicador de contaminacioén de los alimentos corerafecal (21, 54, 56).
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1.3.5.1.3 Salmonedlla gallinarum ATCC 9637

e CLASIFICACION.

Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: gallinarum

e MORFOLOGIA.

Habitualmente son mdviles. Algunos serotipos sempre inmovilesS. gallinarumes

serotipo de S. enteriditis Forma bacilar de 1 a 3 um por 0.6 um, mévilesflayelos

peritricos; se presenta solo o en pares, no fosparas ni capsulas. Son agentes gran

negativos. (21, 44).

* INFECCIONES EN EL HOMBRE:

S. gallinarumpuede ser transportada por cualquier animal orgp&améstico y por

algunos vertebrados de sangre caliente y sangreBidtes de salmonelosis en el hombre

provienen de reservorios de tortugas caseras,ghodlupatitos, gallinas, ganado y otros

diversos animales domésticos. (21, 44).

1.3.2.1.4 Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

e CLASIFICACION.

Orden : Eubacteriales.
Familia : Enterobacteriaceae.
Género Klebsiella.

Especie pneumoniae.
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e MORFOLOGIA.

K. pneumoniaeson bacilos Gram negativos, no esporulados. Maei®.3 - 1 um de
diametro y de 0.6 - 6.0 um de longitud, dispuestapares, solos, o0 en cadenas cortas.
(21, 44).

+ PRINCIPALES PATOLOGIAS.

Klebsiella pneumonia@s el agente etiolégico de un 3 por 100 de lasnoeias de
origen bacteriano. Es causa comun de la neumob& dquirida en la comunidad,
particularmente frecuente en individuos alcoholicdmbéticos y en pacientes con
enfermedad obstructiva crénica; también se asocisdros respiratorios severos como
bronconeumonia y bronquitis. El géndflebsiellase aisla de las infecciones del tracto
urinario y de las bacteriemias de origen nosocortistla bacteria es resistente a muchos

antibioticos entre ellos la ampicilina (21, 44,.59)

1.3.2.1.5 Mycobacterium smegmatis.

e CLASIFICACION.

Orden : Mycobacteriaceae.
Familia : Mycobacterium.
Género Mycobacterium.
Especie smegmatis.

« MORFOLOGIA.

Esta bacteria esté clasificada dentro de las matebas de crecimiento rapido , con
pigmento irregularM. smegmatiees un bacilo delgado de forma recta o ligeramente
curvada, su tamafio suele ser de 1.0-10 pum de peng@.2-0.7 pm de ancho, no forman

esporas y no poseen flagelos ni capsula. Cuantiesede Gram, las micobacterias lo
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hacen escasamente, comportandose como Gram pedi@mles. Son bacilos acido-
alcohol resistente. (BAAR) (21, 54, 59).

+ PRINCIPALES PATOLOGIAS.

Son bacterias saprofitas, se conoce muy poco adercas factores de patogenicidad.
Por lo general, las micobacterias no tuberculosasmsucho menos tdxicas qik
tuberculosis aunque se encuentren en una concentracion elevadhatejido infectado.
Este tipo de micobacterias producen la infecciGmm#ida micobacteriosis que
generalmente afectan a individuos que tienen susamsanos de defensa locales o
generales deteriorados. La puerta de entrada daeidosorganismos es tanto aérea como
digestiva. (21, 54, 59).

1.3.2.1.6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

e CLASIFICACION.

Orden . Eubacteriales.
Familia : Pseudomonodaceae.
Género Pseudomonas.
Especie aeruginosa.

« MORFOLOGIA.

Son bacilos Gram negativos, miden de 1-3 um deitlmhy 0.5-1 um de grosor. Son
moviles, presentan de 1-3 flagelos polares, y puedstar rodeados de una
pseudocapsula, son aerobios no fermentadoresgiieclasa, oxidasa negativa. (21, 44)
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+ PRINCIPALES PATOLOGIAS.

P. aeruginosaes un patdgeno oportunista como tal infecta aepées con sus defensas

generales disminuidas.

A esta bacteria se le ha agente de infeccigaspiratorias, urinarias, oculares y Gticas,
cutaneas, bacteriemia, endocarditis, enfermedade®ningeas, infecciones

gastrointestinales (21, 54).
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CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION .

La presente investigacion se llevo a cabo en ebizbrio de Microbiologia, de la
Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Feiemde la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

2.2. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

2.2.1. EXTRACTOS

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizéos siguientes productos, los mismos
que fueron suministrados por el Instituto NacioMaltonomo de Investigaciones

Agropecuarias (INIAP)

a) Liofilizado del agua de coccion
b) Liofilizado del agua de hidratacion
c) Aceite de lupanina 2%

d) Extracto crudo de alcaloides (lupanina 7,6%)

Ademas se utilizé hojas y grano de chocho de kaliiNIAP 450 Andino, ecotipo de
origen ecuatoriano, el cual fue tratado a nivelat®ratorio para la obtencion de los

siguientes extractos:

e) Extracto etéreo crudo de alcaloides totales arpdetiagua de coccion del
grano dd_upinus mutabilisSweet( 300g /L por 1H)

f) Extracto alcohdlico crudo de las hojasLapinus mutabilisSweet
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2.2.1.1. PREPARACION DE EXTRACTOS ALCALOIDALES A NIVEL DE
LABORATORIO

2.2.1.1.1. EQUIPOS Y MATERIALES

» Balanza técnica

= Reverbero

» Vasos de Precipitacion de 100, 500 y 1000 mL
= Probetas de 25, 100 y 1000 mL

= Embudos de separacién con tapa de 500 mL

» Placas de silica gel

» Tubos de ensayo

= Rotavapor

= Ultrasonido

= Centrifuga

= pHmetro

2.2.1.1.2. REACTIVOS

= Hexano

= Reactivo de Wagner

= Reactivo de Mayer

» Reactivo de Dragendorff
= Eter etilico

=  Amoniaco

» Sulfato de sodio

= Acetato de .etilo

= Hexano

= Dietilamina

= Acido Sulfarico
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2.2.1.1.3. PROCEDIMIENTO

Extracto etéreo crudo de alcaloides totales del gn@ de Lupinus mutabilis Sweet

: Se peso6 300 g de grano de chocho y se afadio laguwkedestilada, se sometié a
coccion por 1 hora, se separ6 la fase liquiddegeenfriar y se midio el pH inicial,
luego se afadié amoniaco para ir variando el peistiee medio y luego ir extrayendo
los alcaloides con éter etilico y mediante cromatidg en silica gel visualizar a que

pH se extrajo la mayor cantidad de alcaloidesdstéd5, 60)

Extracto alcoholico crudo de las hojas déupinus mutabilis Sweet :Las hojas de
lupinus se secd en una estufa a’ luego se procedié a moler, se pesé 100 g de
planta, se afiadié alcohol potable y se dejé enmaeiém a oscuridad por 8 dias. Se
filtr6 rescatando la fase liquida, la misma que fratada con sulfato de sodio
durante 24 horas, luego se filtro, y la fase liguige concentrada a presion reducida
(Anexo 2y 3)

Ademas se realizé un analisis fitoquimico prelimlaagua de coccién del grano y al

extracto alcohdlico de las hojasldgpinus mutabilis Sweé¢B7, 58).

2.2.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES (Método

adoptado por la Escuela Politécnica Nacional)

2.2.2.1. EQUIPOS Y MATERIALES

* Bureta de 25 mL

» Centrifuga

* Pipetas volumétricas
e Embudos

* Vasos de precipitacion de 100 mL
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2.2.2.2. REACTIVOS

» Hidroxido de Potasio al 15%
» Cloroformo

+ Acido sulfarico 0.01N

* Reactivo de Dragendorff.

* Rojo de metilo

* Hidroxido de Sodio 0.01N

2.2.2.3. PROCEDIMIENTO

Se tomO una alicuota de 0.2 mL de agua de desadwadgachocho, se agregd 0.6 g de
oxido de aluminio, se mezcld bien y se afiadié 0.2de KOH al 15% y se agité hasta
formar una pasta homogénea, luego se transfinub@stde centrifuga y se agrego 6 mL

de cloroformo.
Se agité hasta homogenizacién y se centrifugd poin2itos (entre 1.500 y 3.000 rpm).

Se recibié la fase cloroférmica en vasos perfectaenémpios provistos de embudos con
algoddn en la base del cono, se repitieron lagesittnes por lo menos 10 veces, hasta
que 1 mL del ultimo extracto fue evaporado a segd&mh un vaso de 50 mL, suspendido
en 4 o 5 gotas de acido sulfurico 0.01N, dandociéacnegativa con 3 o0 4 gotas del
reactivo de Dragendorff.

Se recogi6 los lavados de todos los extractosyapoed con calor suave sin llegar a
sequedad, dejando en la etapa final 1 mL, que Is¢ilizaron rapidamente al dejarlos en
un recipiente con agua fria. Se agreg6é 5 mL deoaidfurico 0.01N, dos gotas de rojo
de metilo y se titul6 el exceso de acido con NaQH M.

2.2.2.4. CALCULOS
El contenido de alcaloides se reportaron como Limgagonsiderando que:

1 mL de HSO,0.01N equivale a 2.48 mg de Lupanina.
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2.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIBACTERINA DE LOS EXTRA CTOS
ALCALOIDES DEL Lupinus mutabilis Sweet (METODO DE MITSCHER)

2.3.1. EQUIPOS Y MATERIALES

e Tubos tapa rosca

» Cajas petri

e Camara de flujo laminar

* Mechero Bunzen

e Asas de platino

e Erlenmeyer de 125, 250 y 500 mL.
» Autoclave (Tuttnaver)

» Balanza de precision (Metter)

« Bafio Maria (Fanem LTDA).

» Estufa (Memmert)

« Refrigeradora (Hotpoint)

2.3.2. REACTIVOS

e Se utilizaron los siguientes microorganismos ftiaifios por la ATCC,

proporcionados por el Instituto Nacional de Higiéeepoldo Izquieta Pérez.

N° TIPO DE BACTERIA CODIGO
1  Staphylococcus aureus ATCC 13709
2 Escherichia coli ATCC 9637
3 Salmonella gallinarum ATCC 9184
4  Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
5 Mycobacterium smegmatis  ATCC 607

6 Candida albicans ATCC 10321
7  Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
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* Dimetilsulféxido (DMSO)
e Agar Muller Hinton
* Agua destilada

» Caldo Soya Tripticasa.

2.3.3. PROCEDIMIENTO

2.3.3.1. PREPARACION DE LAS MUESTRA PARA EL ENSAYO
a. Extractos Crudos y Totales

En un vial limpio, seco y estéril, se codificé @mmbre del extracto de la planta. Con
precision se pesé 50 mg del extracto crudo o yosa& disolvio en 50QL de DMSO. La
concentracion final de esta disolucion fue 10QDONL.

Se codificaron dos cajas Petri estériles, con etbwe del extracto y la concentracion
final (una caja para la concentracion 1QQ@@mL y una caja para la concentracion 100
uL/mL), se pipete6é separadamente 100D de las disoluciones del extracto total
(concentracion 100000L/mL y 10000 ug/mL) a los tubos de ensayo que cuate10
mL de TSA a 45°C. Las concentraciones finales de los extractosofu@000 y 100

ug/mL) respectivamente.

Se mezclé con la ayuda de un vértex e inmediataaneat pasdé a las cajas Petri
previamente codificadas con el nombre de los extsagy de cada una de las
concentraciones preparadas. Una vez que se saiddi medio de cultivo con los

extractos, se invirtieron las cajas Petri y serdeja temperatura ambiente por 18-24

horas.
b. Fracciones del Extracto Crudo

Se pes6 exactamente la cantidad de fraccién delotatcrudo a ensayarse y se disolvid
con DMSO, en tubos 100 X 13 limpios, secos y dstrde tal manera que tenga una

concentracion inicial y un volumen, posible deigzaldiluciones adicionales.
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Utilizando tubos de ensayo 100 X 13 limpios y sesesealizd diluciones sucesivas
(Ejemplo: 100uL de extracto + 10QL de DMSO. Se codificé las cajas Petri necesarias

con la identificacion de la fraccion y las concantones finales respectivas.

Se pipeted separadamente 1Q0de las disoluciones de la fraccion del extractee
paso a los tubos de ensayo con 10 mL de TSA ¥45e mezcl6 con la ayuda de un

vortex e inmediatamente se paso a las cajas Petiemente codificadas.

Las cajas Petri una vez solidificadas el medio diéivo con las diluciones de los
extractos, se invirtieron y se dejaron a tempeaatmbiente por 18-24 horas, se

realizaron blancos respectivos de reactivos y d&SDM
c. Solucién Control de Sulfato de Estreptomicina

Con precision se pes6 100 mg de sulfato de esimégitta y se disolvié con agua estéril
en un balén aforado de 10 mL limpio, seco, estacg@h no se esterilizd en autoclave.
La concentracion final fue de 10006/mL.

Utilizando tubos de ensayo 100 X 13, limpios, segosstériles se realiz6 varias
diluciones sucesivas (Ejm: 5@Q de solucion de sulfato de estreptomicina + pR@e
agua estéril), concentraciones finales: 1000, 880, 125, 62.5, 31.25 y 15.68/mL.

Se codificaron las cajas Petri con el nombre ddrgbie estreptomicina y con las
concentraciones finales: 100, 50. 25, 12.5, 6.2253 1.26.g/mL.

Se pipeted separadamente 1(0de las disoluciones de estreptomicina a los tudms
ensayo que contenian 10 mL de TSA a’@5Las concentraciones finales fueron: 100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.2@§/mL respectivamente.

Las caja Petri una vez solidificado el medio detivnlcon las disoluciones de los
controles de estreptomicina, se invirtieron y gJard@ a temperatura ambiente por 18-24

horas.
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. C. Preparacion de las cajas Petri

Las cajas Petri preparadas anteriormente no debi@resentar ningun tipo de
contaminacion. Todas las cajas se dividieron ppatée exterior en siete partes iguales y

se marcaron del 1 al 7 (figura No. 8).

FIGURA No. 8 Patrén radial para marcaje de las ca jas Petri

d. Preparacion de las suspensiones de los microonismos

En tubos de 150 X 15 con 10 mL de solucion salstari se llevaron a temperatura

ambiente y se codificaron con el nombre respectelonicroorganismo.

Todos los erlenmeyers con los microorganismos @aeasayo deben estar visiblemente
turbios, y a partir de estos se realiz6 las sigagesuspensiones en los tubos con solucién
salina estéril (Anexo 6).

CODIGO

N° TIPO DE BACTERIA ATCC MODO DE PREPARACION

1 Staphylococcus aureus 13709 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
2 Escherichia coli 9637 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
3 Salmonella gallinarum 9184 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
4 Klebsiella pneumoniae 10031 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
5 Mycobacterium smegmatis 607 Sin diluir

6  Candida albicans 10231 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
7 Pseudomona aeruginosa 27853 100 pL de susp.bact. en 10 mL sIn salina
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e. Estriado de los Microorganismos

A partir de las suspensiones de los microorganisemok solucion salina y utilizando
una asa de platino esterilizada y enriada entrestmado y otro, se tomo una asada de
cada microorganismo en su turno y se estrié en wadale las divisiones, desde el limite

hacia cerca del centro de la caja Petri.

Cuando todos los microorganismos se estriaron e€ia cena de las cajas, estas se

invirtieron y se incubaron a 3T por 24-48 horas.
d. Lectura de Resultados

Las cajas Petri se sacaron de la incubadora y amiearon a las 24 y 48 horas. Hay
actividad antibidtica cuando no hay crecimientoiblés La concentraciébn minina
inhibitoria (CMI) es la menor concentracion de kisuciones en la cual no hay
crecimiento del microorganismo. Las lecturas derkmiltados se interpretaran de la

siguiente manera:

A = Activo.
P = Parcialmente activo.

I = Inactivo.

Si el microorganismo es morfolégicamente alterguw, ejemplo, sPs. aeruginosano
muestra su pigmento verde caracteristico, o sirececbien, la caja puede ser registrada

comoP. (actividad parcial).

Las cajas Petri de control deben tener la apaaeesperada (crecimiento en todas las
lineas en las cajas de control negativo y la padeapropiada en las cajas de control
positivo de sulfato de estreptomicina), de no séred experimento ha fallado y debié ser
repetido.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS Y DEL AGUA DE COCCION DEL G RANO
DE CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet), OBTENIDO A NIVEL DE
LABORATORIO.

En el cuadro No.1, se presenta los resultadosrdgises fitoquimico preliminar que se
realizd: a) extracto alcohdlico de las hojas, h)amsgde coccién del grano de chocho,
determinandose que los alcaloides, triterpenodrgides se encuentran cualitativamente
en mayor proporcion en el grano de chocho que rhdgas en relacion al resto de
metabolitos secundarios. Algunos autores sefialardagdistribucion de los alcaloides es
bastante selectiva, hallandose en mayor concebiraen las primeras etapas de
desarrollo de la planta en capas externas de hajass y flores, y cuando la planta ha
llegado a su madurez los alcaloides se localizentipalmente en los tegumentos de las
semillas (11, 16, 36, 53).

Los alcaloides presentes en el géenerwpinus son de tipo quinolizidinicos. Estos

metabolitos secundarios constituyen un mecanismdefEnsa contra microorganismos
fitopatdgenos, hervivoros y contra otras especepldntas que causan competencia
(Wink, 1998) (11, 16, 36, 53).

Desde el punto de vista farmacoldgico los alcakidas saponinas, flavonoides,
triterpenos y esteroides han mostrado diversasidaties bioldgicas: antimicrobiana,
citotoxica, antitumoral, ictiotoxica, molusquecidainsecticida, antihelmintica,

expectorante, diurética, cardiovascular, antiinfltoria, gastroprotectora, analgésica,

antipirética, sedante, antihepatotoxica, etc (§, 52
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3.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS ALCALOIDES DE Lupinus
mutabilis Sweet

El analisis cromatogréfico se desarroll6 en:

a) Aguas del proceso de coccion del grano de Lupinbienodas a nivel de
laboratorio (pH original 5.45)

b) Extracto etéreo crudo obtenido de la extracciérichdéquido- liquido de las
aguas de coccion del grano de Lupinus (pH: 7 — 12)

c) Extracto crudo alcohélico de las hojasldenutabilisSweet (Anexo 4 )

Los productos proporcionados por el INIAP: a) Uieéido del agua de coccién, b)
liofilizado del agua de hidratacién, c) Aceite daphnina 2%, d) Extracto crudo de
alcaloides (Lupanina 7,6%); dieron positivos losams de Mayer, Wagner, Dragendorf,

verificandose cualitativamente el contenido delaidas.

La identificacién y cuantificacion de los alcalasdéel chocho, es de gran importancia,
ya que la toxicidad y amargor del grano dependdntide y proporcion de estos
componentes. Estudios realizados en el Laboratérframd Chemistry and Mass
Spectrometry de la University of Milan, Italia serifico que de los alcaloides
identificados, la lupanina es el mayor constitugepues alcanza el 2,5 % en el grano
crudo y el 11,5 % en el extracto. El segundo enomapcia es la esparteina y
corresponde al 0,32 % en el grano crudo y 2,5 %l entracto. Otros compuestos como
la 3f-hidroxilupanina y 13-hidroxilupanina y tetrahidoombifolina, se encuentran en
menor cantidad. Este Ultimo alcaloide desaparecantiila purificacién y concentracion
del extracto (Anexo 5)

De igual manera en el extracto etéreo crudo delagyaen el extracto alcohdlico crudo
de las hojas de Lupinus se identifico la presedeilupanina.

La cuantificacion de lupanina en el agua de cocdéhgrano de Lupinus revelé una
concentracion de 36% (p/p), adicionalmente el ektraetéreo crudo de alcaloides

presento 137 mg/g de lupanina.
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3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se desarroll6 frentesasiguientes microorganismos:

N° TIPO DE BACTERIA CcODIGO
1  Staphylococcus aureus ATCC 13709
2  Escherichia coli ATCC 9637
3 Salmonella gallinarum ATCC 9184
4  Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
5 Mycobacterium smegmatis  ATCC 607

6 Candida albicans ATCC 10321
7  Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

3.2.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LIOFILIZADO DEL AGUA DE
COCCION; LIOFILIZADO DEL AGUA DE HIDRATACION; ACEI TE
DE LUPANINA 2%; EXTRACTO CRUDO DE ALCALOIDES
(LUPANINA 7,6%) DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A LOS
MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Los liofilizados del agua de coccion e hidrataciéimraceite de Lupanina 2% y el extracto
crudo de alcaloides (Lupanina 7,6%) en concemnas de 1.000pg/mL; 100 pg/mL y
10 pg/mL asi como también concentraciones interasedi? estos ensayos, no mostraron
actividad frente a los microorganismos utilizadodeterminandose que las
concentraciones ensayadas son demasiado bajaagti&ea mecanismos inhibitorios de
estos microorganismos, pese a que pruebas cladécadentificacion de Dragendorff,
Mayer, Wagner y cromatografias en capa fina detexran presencia de este principio

activo en todas las soluciones testadas. (Cuad@)No

La eficacia antimicrobiana también pudo ser intedfepor materia organica propias de

las semillas del alimento coincidiendo con losdmjbs de Tomlinson, S y Palombo, E.
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Se estimd que durante la obtencién de los prodymmsorcionados por el INIAP, los
procesos de liofilizacion, extraccion y/o pumoon pudieron afectar la potencial

actividad de los alcaloides de Lupinus.

Estudios realizados por Cécile, Et,at denotan que los procesos de escaldado de las
semillas o los de extraccion y purificacion de |@dcaloides dd.. mutabilisy L.
campestresprovocan una disminucion en un 50% del contenido adécaloides

quinolizidinicos, oligosacaridos y compuestos ferod (11, 16, 36, 53).

Ademas no se analizaron concentraciones supeote800 pg/mL de los liofilizados,
debido a que su solubilidad fue un factor limitardeincidiendo con los estudios de
Galarza, Jet,al(11, 36)

3.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETEREO CRUDO
DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUD O
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A
LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Al no encontrar actividad antimicrobiana en losquatos de ensayo proporcionados por
el INIAP, se procedio a extraer y purificar enadddratorio alcaloides totales del grano y
hojas de chocho de la linea INIAP 450 Andino, ipootle origen ecuatoriano, para
realizar ensayos de actividad antimicrobiana a eainaciones segun el método de
Mitscher et.al, (1.000pug/mL; 100 pg/mL y 10 pg/mL), las cualesimabieron a los

microorganismos en estudio. (Cuadro No.3)

Por lo anterior expuesto se ensayaron dosis defidedel extracto etéreo crudo de los
alcaloides totales del grano y del extracto etandtirudo de las hojas de Lupines
concentraciones de 20.000pug/mL; 10.000pug/mL y u@08L. (Cuadro No.4)

En cuanto al extracto etéreo crudo de alcaloidedety a las dosis de desafio se presentd
una total inhibicibn frente a los microorganismos estudio a excepcion del

microorganismo No. 7, correspondient®seudomona aeruginogel CC 27853 el cual
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presentdé una parcial actividad a la menor dosideafio $.000ug/mL), pero fue
inhibido completamente a las 6.000pug/mL y 20.000ug/mUo cual corrobora que la

metodologia de extraccion y/o purificacion degradias compuestos activos.

Al encontrarse actividad antibacteriana a la ddgis5.000 pg/mL del extracto etéreo
crudo de los alcaloides totales del grano, coieaidid con el estudio de FuerteseRal

se usaron diluciones consecutivas 1:2 obteniéndoseentraciones de 2.500 pug/mL;
1.250 pg/mL; 625 pg/mL; 312,5 pg/mL y 156,25 pg/ehcontrandose actividad frente
a los microorganismos en estudio; determinandose Iqu concentracion minima
inhibitoria (MIC) es de 625 pg/mL par&taphylococcus aureu&TCC 13709;
Escherichia coli ATCC 9637; Salmonella gallinarum ATCC 9184; Klebsiella
pneumoniaeATCC 10031 Mycobacterium smegmat&TCC 607; Candida albicans
ATCC 10321y de 10.000 pg/mL par&seudomona aeruginogal CC 27853. (Cuadro
No.4) ( Anexo 9)

Sin embargo, estos extractos son inhibidores deloiée acuerdo con Aligiannit al,
quien propuso una clasificacion de materiales datplbasado en los resultados de MIC
(Inhibidores fuertes: MIC hasta 500 pg / mL; indimes regulares: MIC entre 600 y
1.500 pg/mL; inhibidores débiles: MIC anterior 1060g / mL) (16, 36, 53).

El extracto alcohdlico de las hojas depinus mutabilisSweet a las concentraciones de
5.000 pg/mL; 10.000 pg/mL y 20.000 pg/mL no presemmt actividad frente a los
microorganismos utilizados, a excepcion del miggaaismo No. 1, correspondiente a
Staphylococcus aureuBTCC 13709, a las dosi5.000 pg/mL y 10.000 pg/mL se
manifestd una parcial actividad pero a la conceittrade 20.000 pg/mL se presentd una
total inhibicién frente a este microorganismo. (@waNo. 5) (Anexo 8)

Segun estudios realizados por Gross R. Von Baerelk.Ja determinacion de los
contenidos de proteina, compuestos fendlicos, adeamlico libre y taninos; se
establecid que la inhibicibn de la prueba del onémito de bacterias depende
principalmente del contenido total de compuestesdlicos, lo cual descarta la
posibilidad de la influencia de alcaloides en kesuitados (11, 16, 36, 53).
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Otras investigaciones realizadas por Reinhard,elal indican que los compuestos
fendlicos y en especial los isoflavonoides aislade$ Lupinus argenteugpodrian

potenciar la actividad antibacteriana de los aldaly del acido linolénico (11, 36, 53).

La mayoria de antibiéticos de uso clinico se harrotio de microorganismos (bacterias,
hongos, actinomicetos), pero debido a la gran sgigad de manifestaciones adversas y
el incremento de interacciones medicamentosagsemtimos 20 afios ha surgido mayor

interés por antimicrobianos obtenidos a partir ldetps.

Y ante la problematica ambiental que represengdin@nacion indiscriminada del agua
del proceso de coccion y desamargado del chochlmsetistintos cuerpos acuiferos se
ha planteado esta investigacion con el propésitaedélizar este residuo y elaborar
productos benéficos para el hombre aprovechandprtgsedades farmacoldgicas que
poseen los alcaloides quinolizidinicos frente arodmyanismos patégenos de gran

incidencia en nuestro medio.
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CUADRO No.1. ANALISIS FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ALCOHOL ICO DE LAS HOJAS Y DEL
AGUA DE COCCION DEL GRANO DE Lupinus mutabilis Sweet . FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO 2008.

RESULTADOS
TIPO DE COMPUESTO REACCIONES EXTRACTO ALCOHOLICO DE AGUA DE COCCION DEL
PRUEBAS LAS HOJAS DE Lupinus GRANO DE Lupinus mutabilis
mutabilis Swee t Sweet
Wagner
Alcaloides Mayer
Dragendorff (++) (+++)
Triterpenos y Esteroides Lieberman-
P y Burchard (++) (+++)
AzUcares Reductores Fehling (+4) (+4)
Fenoles y Taninos FeCl; (+4) (+4)
Shinoda
Flavonoides Ensayo de
Antocianidinas (+) (++)
Saponinas Ensayo de la ) (++)
espuma
Aminoéacidos Libres Ninhidrina ) (++)

+++ cuando la presencia del metabolito secundario es abundante
+ 6 ++ cuando la presencia del metabolito es poco o escaso y
— cuando las reacciones han sido negativas, lo que indica ausencia del compuesto
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CUADRO No. 2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LIOFILIZA DO DEL AGUA DE COCCION;
LIOFILIZADO DEL AGUA DE HIDRATACION; ACEITE DE LUPANINA 2 %;
EXTRACTO CRUDO DE ALCALOIDES (LUPANINA 7,6%) DE Lupinus mutabilis
Sweet FRENTE A LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS. SEPTIEMBRE 2008.

PRODUCTOS DE ENSAYO CONC MICROORGANISMOS
pg/mL 1 2 3 4 5 6 7
1000 | | | | | | |
a) Liofilizado del agua de coccién
b) Liofilizado del agua de hidratacién 100 | |
c) Aceite de Lupanina 2%
d) Extracto crudo de alcaloides (lupanina 7,6%) 10 | |
BLANCO e | | I | | | |
DMSO 10000 | | | | | | |
A= Activo, PA = Parcialmente activo, | = Inactivo
CUADRO No. 3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETER EO CRUDO DE LOS

ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO Y EXTRACTO CRUDO ALCOHOLICO DE
LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A LOS MICROORGANISMOS
UTILIZADOS. SEPTIEMBRE 2008.

PRODUCTOS DE ENSAYO CONC MICROORGANISMOS
Hg/mL 1 2 3 4 5 6
1000 | | | | | I

a) Extracto etéreo crudo del agua de

coccion del grano 100 | | | |
b) Extracto alcohdlico crudo de las hojas 10 I I I I
BLANCO e | | | I | I
DMSO 10000 | | | I | I

A = Activo, P A= Parcialmente activo, | = Inactivo
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CUADRO No. 4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETER EO CRUDO DE LOS
ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A
LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS. SEPTIEMBRE 2008.

CONC MICROORGANISMOS
PRODUCTO DE ENSAYO mg/mL 1 2 3 4 5 6 7
200 A A A A A A A
100 A A A A A A A
50 A A A A A A PA
Extracto etéreo crudo del agua de 25 A A A A A A ]
coccion del grano de Lupinus 125 A A A A A A I
6.25 A A A A A A |
3.125 PA PA PA PA PA PA I
1.56 PA PA PA PA PA PA |
BLANCO e | | | | | | |
DMSO 200 I I I | I | I
A = Activo, PA = Parcialmente activo, | = Inactivo
CUADRO No. 5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO CR UDO ALCOHOLICO DE LAS
HOJAS DE Lupinus mutabilis Sweet FRENTE A LOS MICROORGANISMOS
UTILIZADOS. SEPTIEMBRE 2008.
CONC MICROORGANISMOS
PRODUCTO DE ENSAYO mg/mL 1 2 3 4 5 6 7
200 A I I | I | I
100 PA | | | | | |
50 PA I I | I | I
Extracto alcohdlico crudo de las 25 PA ] | | | | ]
hojas de Lupinus 12,5 PA [ [ I [ I [
6.25 PA I I | I | I
3.125 | | | | | | |
1.56 I I I | I | I
BLANCO e | | | | | | |
DMSO 200 I I I | I | I

A = Activo, PA = Parcialmente activo, | = Inactivo
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CUADRO No. 6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL SULFATO DE ESTREPTOMICINA FRENTE
A LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS. SEPTIEMBRE 2008.

CONC MICROORGANISMOS

PRODUCTO DE ENSAYO pg/mL 1 2 3 4 5 6 7

100 A A A A A A A

50 A A A A A A A

25 A A A A A A A
Sulfato de Estreptomicina 125 A A A A A A PA
6.25 A A A A A A PA

3.125 PA PA PA PA PA PA |

1.56 PA PA PA PA PA PA |

BLANCO s | | | | | | |
DMSO 100 | I | | | | |

A = Activo, PA = Parcialmente activo, | = Inactivo
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. La cuantificacion de los alcaloides expresados cdupanina en el agua de
coccion del grano de Lupinus reveld una conceriinade 36% (p/p), la coccion

facilita una mayor liberacién de este compuestmugés farmacoldgico.

2. Los liofilizados del agua de coccion e hidrataciéinaceite de Lupanina 2%, el
extracto crudo de alcaloides (Lupanina 7,6%) yebasactos obtenidos a nivel de
laboratorio, a concentraciones de 10 pg/mL; 100njLg/ 1.000 pg/mL asi como
también concentraciones intermedias de estos esisagomostraron actividad
frente aStaphylococcus aureu8TCC 13709; Escherichia coliATCC 9637;
Salmonella gallinarum ATCC 9184; Klebsiella pneumoniaeATCC 10031
Mycobacterium smegmatiATCC 607; Candida albicans ATCC 10321,
Pseudomona aerugino&lCC 27853 en las condiciones del presente ensayo,
determinandose que las concentraciones ensayadadesoasiado bajas para

activar mecanismos inhibitorios de estos microosyaas.

3. El extracto etéreo crudo de los alcaloides totdi#sggrano dd.upinus mutabilis
Sweet empleado a una concentracion de desafio @U@OIML y diluciones
consecutivas hasta 156,25 pg/mL, tuvo actividadté a los microorganismos

en estudio.

4. Para el extracto etéreo crudo de los alcaloideslemtdel grano déupinus
muatbilis Sweese determind que la concentracion minima inhitat¢MIC) es
de 625 pg/mL par&taphylococcus auredsTCC 13709;Escherichia colATCC
9637;Salmonella gallinarumATCC 9184;Klebsiella pneumonia@TCC 10031
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Mycobacterium smegmat&TCC 607; Candida albicansATCC 10321 y de
10.000 pg/mL pardPseudomona aeruginogal CC 27853.

. El extracto alcohdlico crudo de las hojas ldginus mutabilisSweet presento
actividad Unicamente contr&taphylococcus aureud®ATCC 13709 a las

concentraciones de 5.000 pg/mL; 10.000 pg/mL seifesad una parcial
actividad, en cambio la concentracion mas altaD@Dug/mL) mostré una total

inhibicion frente a este microorganismo.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda utilizar nuevas técnicas de extracgidpurificacion para la
obtencion de los alcaloides del chocho con laifiaal que se garantice la mayor
concentracion de compuestos activos responsabldés decion antimicrobiana

del Lupinus mutabilisSweet.

2. Se deberia realizar nuevas investigaciones coaldafides dé.upinus mutabilis
Sweet, ampliando el numero de microorganismos o#éesade patologias

comunes en nuestro medio.

3. Es necesario ampliar este estudio para evaluas ptisibles actividades que se le
atribuye a nivel popular, asi como realizar estsidie toxicidad subcrénica y
cronica para obtener una mayor seguridad en etleidos alcaloides deupinus

mutabilisSweet.

4. A pesar que los alcaloides daipinus mutabilis Sweemuestran actividad
antimicrobiana a concentraciones muy altas enegedtas a 100 pg/mL que es la
relacionada a un alto nivel de potencia para usamédcologicos, y ante la
problematica ambiental que representa la elimimaicidiscriminada del agua del
proceso de coccion y desamargado del chocho ettidtistos cuerpos acuiferos,
se deberia utilizar estos alcaloides para elab@@ductos benéficos para el
hombre, aprovechando las propiedades farmacologioagposeen los alcaloides
quinolizidinicos frente a microorganismos patogemas gran incidencia en

nuestro medio.
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CAPITULO VII

7. ANEXOS

ANEXO 1. PLATOS TiPICOS PREPARADOS CON CHOCHO
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ANEXO 2. DIAGRAMA PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO ETEREO
CRUDO DEL GRANO DE Lupinus mutabilis Sweet, A NIVEL DE
LABORATORIO

Alcaloides totales del grano deLupinus

mutabilis Sweet
Filtrar I

Grano Amargo
Andino-450 Pesar

Reposar

Exracto
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ANEXO 3. DIAGRAMA PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO CRUDO DE LAS HOJAS DE Lupinus mutabilis
Sweet.

Extracto alcoholico de las hojas déupinus

mutabilis Sweet
' ' Pesar
Secar
Sulfato de
sodio

Extracto
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ANEXO 4. CROMATOGRAFIA EN SILICA GEL DEL AGUA DE COCCION,

DEL EXTRACTO ETEREO A DIFERENTES RANGOS DE pH;

DEL ESTRATO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus
mutabilis Sweset.

Fase movil: Act.etilo: hexano: dietilamina: 7715.5: 5
Revelador: Wagner
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ANEXO 5. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS ALCALOIDES
TOTALES DE Lupinus mutabilis Sweet.

30+ Esparteina
-5 m Tetrahidrorombifolina
@ N-Metilangustifolina
0 204 ; ;
() a-isolupanina
°
O .
© 151 B Lupanina
O
< B 4-Hidroxilupanina
¥ 104

B 3-beta-hidroxilupanina

| 13-Hidroxilupanina

Alcaloides quinolizidinicos

Laboratory of Food Chemistry andssl&pectrometry
University of Milan, lial
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ANEXO 6. ACTIVACION DE LOS MICROORGANISMOS U TILIZADOS
EN ESTA INVESTIGACION
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ANEXO 7. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
ESTRACTOS OBTENIDOA A NIVEL DE LABORATORIO, A
DOSIS DE DESAFIO

ENZAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

METODO DE DILUCION

Preparacion de concentraciones

| r
| Estreptomicin | Blanco
Alcaloides totales Extracto alcohdlico de
del agua de coccion las hojas de chocho ‘
| I
20.000pg/mL 10.000pug/mL 5.000 pg/mL

Incubar
estufa 37°C
24-48 h
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ANEXO 8. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIA NA DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lupinus
mutailis Sweet

20000ug/ mL

10000ug/ mL
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ANEXO 9. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIA NA DEL
EXTRACTO ETEREO CRUDO DEL GRANO DE Lupinus
mutailis Sweet

BLANCO

5000ug/ mL 10000ug/ mL 20000ug/ mL




