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RESUMEN

El presente trabajo de titulacion fue realizado con el objetivo de evaluar el
efecto inhibitorio in vitro de taninos obtenidos de guarango (Caesalpinia
spinosa Kuntze) y saponinas de quinua (Chenopodium quinoa Willd) sobre
Rhizopus sp., como alternativas de aprovechamiento de subproductos de
especies vegetales y desechos industriales correspondientemente. Los
resultados obtenidos muestran el potencial de los taninos presentes en el
extracto acuoso obtenido a partir de harina de vainas secas de guarango sobre
un importante hongo postcosecha como es Rhizopus. El tratamiento que
mostro efectividad y confiabilidad corresponde a una concentracioén de 400 ppm
en las primeras 12 horas de crecimiento del hongo con un porcentaje de
inhibicion correspondiente a 4.14%. El efecto inhibitorio del extracto
desaparece mientras el desarrollo del hongo en horas y dias aumenta. Para el
caso de las saponinas procedentes del agua de lavado de granos de quinua
variedad Tunkahuan no se reportaron resultados que confirmen al extracto

como alternativa de control biol6gico sobre el hongo postcosecha de Rhizopus.



ABSTRACT

This Project degree was carried out with the objetive of evaluating the inhibitory
effect in vitro of guarango’s tannins (Caesalpinia spinosa Kuntze) and quinoa’s
saponins (Chenopodium quinoa Willd) on Rhizopus sp., as an alternative of
using sub-products of plant species and industrial wastes. The results indicate
the potencial of the tannin which are contained in the aqueous extract obtained
from guarango’s flour dried pods on an important postharvest fungus as
Rhizopus. The treatment that became effective and reliable corresponds to a
concentration of 400 ppm in the first 12 hours of growth of the fungus with a
percentage of inhibition corresponding to 4.14%. The inhibitory effect of the
extract disappears while the development of the fungus in hours and days
increases. In the case of the saponins, obteined from the quinoa grain of the
Tunkahuan variety, no results were reported confirming the extract as an

alternative to biological control over the Rhizopus postharvest fungus.
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Introduccioén

El aumento del comercio mundial de productos agricolas junto con los
problemas causados por plagas y enfermedades de plantas representan un
desafio para la produccién de alimentos y la seguridad alimentaria (FAO,
2012a). En paises en desarrollo mas del 40% de las pérdidas de alimentos se
producen en las etapas de postcosecha y procesamiento (FAO, 2012b). El
deterioro patoldgico de frutas, hojas, tallos y productos subterraneos como
raices y tubérculos se debe, con mayor frecuencia, a especies de hongos
(Rivera, 2008).

Entre las especies mas comunes se puede mencionar: Alternaria, Botrytis,
Diplodia, Monilinia, Penicillium, Fusarium, Rhizopus y Mucor. Estos
microorganismos producen estructuras especializadas como esporas y
conidias, que se depositan sobre el producto para que el patégeno pueda
invadir y colonizar el tejido causando dafios econdmicos (Rivera, 2008). Los
hongos Rhizopus sp., y Botrytis sp., se mencionan como los principales
causantes de pudriciones en postcosecha (Fraire, Yafez, Nieto, y Vazquez,
2003).

En postcosecha, hongos como Botrytis y Rhizopus ocasiona pudriciones
blandas secundarias de frutos y hortalizas, lo que afecta el almacenamiento,
transporte y comercializacion de los productos (Agrios, 2002). Las infecciones
de frutos por parte de Rhizopus se producen principalmente en el campo
(Velazquez, Bautista, y Hernandez, 2008). Rhizopus stolonifer presenta un
crecimiento rapido y su ataque se asocia a frutas maduras y en
descomposicion (Cepero, Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012). Para
minimizar el ataque de hongos en postcosecha, se utilizan programas de
control que se basan en su gran mayoria en la aplicacién de fungicidas en

campo (Romanazzi y Droby, 2016).



Las estadisticas indican que en Ecuador el uso de agroquimicos esta en
aumento. En el afio 2016, la aplicacion de insumos de origen quimico
representd el 50.03% para cultivos permanentes y 78.24% para cultivos
transitorios. Menos del 3% de la superficie cultivada para los dos tipos de
cultivos aplicé insumos organicos (INEC, 2016). Por otro lado, alrededor del
mundo, el uso de productos quimicos sobre los cultivos ha generado una
creciente preocupacion por los consumidores y las autoridades de salud debido
a los riesgos asociados con los residuos de estos compuestos en los alimentos

(Romanazzi y Droby, 2016).

Como alternativas de control biolégico, entre los extractos naturales, se
encuentran los taninos y las saponinas. Los taninos tienen un potencial
fungicida que contribuye a la resistencia de las plantas al ataque de hongos y
otros microorganismos (Margueron, 2006). En cuanto a la capacidad
antifngica de las saponinas, hay estudios que comprueban su eficacia frente

el ataque de hongos (Apaza, Smeltekop, Flores, Almanza, y Salcedo, 2016).

Una especie forestal propia de la region andina, que se caracteriza por tener un
fruto rico en taninos, es el guarango, tara o taya (Caesalpinia spinosa Kuntze)
segun De la Cruz (2004) y Mancero (2008). La vaina que representa el 62% del
peso total del fruto, contiene la mayor concentracién de taninos, los mismos

gue se encuentran en un 40% y 60% en este érgano (De la Cruz, 2004).

Por otra parte, la quinua es una planta originaria de América del Sur, que
contiene saponinas, las mismas que se encuentran en la cascara de sus
semillas (Ahumada, Ortega, Chito, y Benitez, 2016). Las saponinas son las
responsables del sabor amargo de la quinua y se consideran como compuestos
no nutricionales y no aptos para la alimentacion humana (Ahumada, Ortega,
Chito, y Benitez, 2016).



Frente a la preocupacion del uso intensivo de agroquimicos, el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar el efecto inhibitorio in vitro de extractos naturales
gue contienen taninos procedentes del guarango y saponinas de quinua como

tratamientos alternativos sobre Rhizopus un hongo de postcosecha.

1. Objetivos

1.1. Objetivo General

Evaluar el efecto inhibitorio de taninos obtenidos de guarango (Caesalpinia
spinosa) y saponinas de quinua (Chenopodium quinoa Willd) sobre Rhizopus

sp.

1.2. Objetivos Especificos

Evidenciar la presencia de taninos y saponinas en los extractos obtenidos a

partir de guarango y quinua respectivamente.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de taninos de guarango y

saponinas de quinua sobre Rhizopus sp.

Comparar costos de los extractos obtenidos a nivel de laboratorio de guarango

y quinua como controladores biolégicos sobre Rhizopus sp.



2. Marco Tebrico

2.1. Generalidades de enfermedades y agentes causales de frutos en

postcosecha.

2.1.1. Morfologia de hongos de importancia en postcosecha.

El Reino Fungi engloba a organismos que se caracterizan por poseer
membrana nuclear y otros organeros rodeados de una membrana celular, es
decir son eucariotas (Prescott, Harley, y Klein, 2004). Los hongos son
organismos inmoéviles, de ciclo de vida simple o complejo, de reproduccién
asexual o sexual a través de esporas, que carecen de clorofila y viven en todo

tipo de habitat como saprobios, parasitos o simbiontes (Ruiz, 2008).

Segun su morfologia, los hongos se pueden clasificar en filamentosos y
unicelulares. Se consideran hongos filamentosos cuando su fase somatica se
constituye por filamentos tubulares o hifas, cuyo conjunto se denomina micelio.
Mientras que los hongos unicelulares corresponden a levaduras (Cepero,
Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012). Los hongos requieren para su
crecimiento sustancias quimicas denominadas metabolitos primarios como
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y proteinas para promover su
crecimiento vegetativo (Soriano, 2015).

Por tal razon se consideran organismos quimiorganotrofos ya que requieren de
sustancias organicas pre elaboradas como fuente de energia (Cepero,
Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012). La humedad en este caso es
otro factor de gran importancia, ya que permite la entrada de nutrientes a las
células y facilita la liberacion de enzimas necesarias para la degradacion de las

sustancias organicas (Cepero, Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012).



Para un crecimiento 6ptimo, los hongos necesitan factores fisicos que
promuevan su desarrollo como: temperatura en un rango variable de 0 a 65°C,
al menos un 70% de humedad relativa en el ambiente, luz visible (380 -720
nm) y pH de 5- 7 para procesos de reproduccion y diferenciacion (Cepero,
Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012). Una temperatura comprendida
dentro del rango de 10 a 35°C es un parametro especifico para los organismos
mesofilos, grupo en el que se encuentra la mayoria de los representantes del

Reino Fungi (Cepero, Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012).

La mayoria de hongos miceliares dividen su ciclo de vida en asexual y en
asexual — sexual. La reproduccion asexual se realiza a partir de esporas
especializadas que bajo las condiciones adecuadas germinan y producen un
nuevo micelio vegetativo con forma y funciones diferentes a las esporas
iniciales. Para cerrar el ciclo, en ciertos casos se produce micelio aéreo que da

lugar a nuevas esporas (Ruiz, 2008).

El hongo de Rhizopus sp., ataca principalmente al cultivo de tomate. Entre la
sintomatologia se encuentran lesiones humedas y blandas que se extienden
rapidamente sobre frutos maduros (Blancard, 2011). ElI micelio del hongo
invade tejidos hasta que un moho blanquecino a grisaceo los recubre. Al final
se forman fructificaciones aéreas, muy similares a cabezas de alfiler negras
sobre los tejidos lesionados (Blancard, 2011). La fresa es otra especie
altamente susceptible a patdgenos y diversas enfermedades fungosas como
por ejemplo la podredumbre causada por Rhizopus stolonifer (Cano, 2013). Las
lesiones provocadas por éste patdgeno con frecuencia tienden a romper la piel
del fruto (Kader, 2011).

Rhizopus stolonifer, corresponde al agente causal de la enfermedad conocida
como pudricion blanda. Esta enfermedad se puede desarrollar en un amplio
rango de temperaturas: de 10°C hasta los 33°C en presencia de humedad

relativa variable (Plascencia et al., 2012).



El hongo Rhizopus stolonifer habita en suelos ricos en materia organica que se
encuentra en descomposicion, y en suelos que mantienen condiciones de
elevada humedad (Agusti, 2003).

Las condiciones ambientales para el desarrollo de este hongo corresponden a
temperaturas de 10-12° C y humedad relativa de 70 — 80% (Agusti, 2003). Este
hongo de postcosecha, se encuentra distribuido en la naturaleza sobreviviendo
principalmente de manera saprofita (Velazquez, Bautista, y Hernandez, 2008).

A continuacion, en la tabla 1 se describe su taxonomia.

Tabla 1.
Clasificacion taxondmica del hongo de postcosecha, agente causal de
pudricién blanda

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Fungi
Phylum Zygomycota
Clase Zygomycetes
Orden Mucorales
Familia Mucoraceae
Género Rhizopus

Tomado de: (Cepero, Restrepo, Franco, Cardenas, y Vargas, 2012) y (Mier,
Toriello, y Ulloa, 2002).

La presencia de heridas en los frutos y esporas en el ambiente es suficiente
para que la infeccion inicie desde el campo, o incluso en los almacenes de
recoleccion y almacenamiento (Agusti, 2003). Rhizopus stolonifer se reproduce

de manera sexual y asexual por medio de estructuras de morfologia similar.



El resultado es la formacion de una zigospora (figura 1) que posee paredes
gruesas que le dan resistencia y soporta condiciones de alta temperatura y
escasez de agua para desarrollarse cuando encuentre las condiciones

favorables (Plascencia et al., 2012).

V/ ) Lahifa aérea Esporang-ospotas ‘ .
produce un )
) ‘ esporangio. — Esporangio

YT ;\_/ 1 7 /’_\\ ?mlammo
e . \‘\ {
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contiene zigosporas - 50 um

Figura 1. Ciclo de vida de Rhizopus sp.
Tomado de: (Tortora, Funke, y Case, 2007)

2.1.2. Descripcion morfoldgica del Género Rhizopus

La morfologia macroscépica del hongo Rhizopus incluye micelio algodonoso,

de rapido crecimiento y de color blanquecino que posteriormente cambia a un



color gris o café amarillento. El reverso de las colonias se identifica con una

coloracion blanco — grisaceo (Mier, Toriello, y Ulloa, 2002).

Como caracteristica principal de Rhizopus, se tiene la formacion de micelio
aéreo carente de septos y la produccién de esporangiosporas de diferentes
formas ya que pueden ser globosas, elipsoidales y angulares, con superficies
lisas o estrias distintivas (Veldzquez, Bautista, y Herndndez, 2008). EI micelio
presenta estolones que conecta grupos de esporangiéforos no ramificados. En
la base de los esporangioforos se forman hifas de apariencia similar a raices
que se denominan rizoides. El esporangi6foro concluye en un esporangio
redondo, oscuro, que contiene a muchas esporas ovales de color café claro y

gue al madurar oscurecen (Mier, Toriello, y Ulloa, 2002).

Las esporas de Rhizopus stolonifer tienen la capacidad de sobrevivir largos
periodos sin agua y soportar altas temperaturas, de tal manera que germinan
sobre tejidos vegetales dafiados y promueven una rapida descomposicion de los
frutos infestados (Veldzquez, Bautista, y Hernandez, 2008). Al poco tiempo del
ataque del hongo, se origina una podredumbre blanda, con pérdida de
turgencia de los tejidos vegetales por efecto de la sintesis de enzimas que
degradan el fruto. La corteza de los frutos infectados adquiere una coloracién
marrén que en presencia de condiciones ambientales adecuadas da paso a la
presencia de abundante micelio blanquecino y textura algodonosa (Agusti,
2003). Posteriormente, la infeccion origina abundante micelio y presencia de

hifas con esporangios oscuros (Agusti, 2003).

2.1.3. Descripciéon de control convencional de hongos de importancia en

postcosecha

La dispersion de las esporas de hongos como Rhizopus sp., ocurre a traves de

las corrientes de aire que agitan los follajes de las plantas y residuos vegetales,



por tanto el uso de cubiertas plasticas facilita la reduccion de dispersion de
infecciones (Fraire, Yafnez, Nieto, y Vazquez, 2003).

Las infecciones provocadas por hongos, genéricamente son promovidas por la
alta humedad y la presencia de peliculas de agua en los érganos de las plantas
susceptibles (Elad, 2016). Para el control de dichos factores, se aplica el uso
de calefaccion en invernaderos, uso de mantillos o calentamiento solar pasivo
sin calefaccion para controlar la humedad del cultivo y reducir el ataque de este
tipo de patogenos (Elad, 2016). Se puede considerar también, la reduccion de
la densidad de siembra y la administracion del dosel del cultivo para favorecer
la aireacion de los érganos susceptibles al ataque de hongos (Elad, 2016).

Otras opciones para el control de hongos incluyendo Rhizopus son: la
aplicacion de ferti-irrigacion con altos niveles de potasio y calcio (Elad, 2016).
El calcio tiene un efecto de barrera frente al ataque de hongos. Este elemento
refuerza la cuticula foliar y la piel de los frutos, disminuyendo la transpiracion y
la pérdida de agua. De igual forma, estos elementos, inducen los mecanismos
de defensa de las plantas (De Lifian, 2015). El potasio por su parte favorece la
maduracion de los frutos y protege a las plantas del estrés causado por
condiciones climaticas (De Lifian, 2015).

Como parte del control cultural, se recomienda evitar cosechar en dias
lluviosos y se debe planificar la aplicacion de fungicidas para la proteccion de
heridas de cosechas frescas (Elad, 2016). Es imprescindible que la cosecha
permanezca el menor tiempo posible humeda para evitar el atagque de

patdogenos como otra medida de prevencién (Elad, 2016).

Por ultimo, en el caso del control quimico, es importante verificar el producto a
utilizarse y su limite maximo de residualidad (LMR). En nuestro pais,

comercialmente para el tratamiento de hongos como Rhizopus se recomienda
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el uso de productos como iprodione 50PM (AGROSAD, 2018). Este producto
quimico consta en la lista de plaguicidas registrados en Agrocalidad para uso
dentro de nuestro pais (Agrocalidad, 2017). EI compuesto activo de éste
fungicida es la Iprodiona que tiene un limite maximo de residualidad (LMR) de
hasta 30 mg/Kg (FAO) en frutas como moras, mientras que para el caso de la
fresa el limite residual méximo corresponde a 10 mg/Kg (FAO).

2.2. Alternativas de control biolégico para el control de microorganismos

fitopatdégenos.

2.2.1. Aplicacion de microorganismos como control biolégico sobre

Rhizopus stolonifer

Parar el control de las pudriciones en postcosecha ocasionadas por Rhizopus
stolonifer, se aplican métodos alternativos naturales que incluyen el uso de
compuestos inocuos y seguros para los consumidores (Velazquez, Bautista, y
Hernandez, 2008). Las nuevas tendencias incluyen productos de origen
vegetal, antagonistas microbianos y quitosano (Veldzquez, Bautista, y
Hernandez, 2008).

Estas alternativas se utilizan como tratamientos solos 0 en combinacion para
potenciar el efecto positivo sobre el hongo de postcosecha (Velazquez,
Bautista, y Hernandez, 2008).

Una alternativa para el control de Rhizopus, sin uso de fungicidas de sintesis,
es el uso de biocontroladores como Rhodotorula glutinis (Zhang et al., 2010). El
uso de éstas levaduras resultdé en un efecto positivo al aplicarlas solas o en
combinacion con acido salicilico para controlar la pudricibn en postcosecha
(Zhang et al., 2010). La combinacion de R. glutinis (1 x 10® CFU/ml) con &cido

salicilico (100 pg/ml) dié como resultado una reduccion significativa en la
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incidencia del ataque del hongo ademas de que redujo el diametro de la lesion
causada por Rhizopus. Dentro del mismo estudio se establecio que la
aplicacion de R. glutinis aumentd la actividad enzimatica de defensa del
huésped (Zhang et al., 2010).

En otro estudio realizado por Xu et al. (2013) se determiné que la levadura
Pichia caribbica tiene un alto potencial como agente de biocontrol sobre
Rhizopus aplicado como tratamiento de postcosecha en duraznos. Cuanto
mayor fue la concentracidon del in6culo antagonista, menor era la incidencia de
la enfermedad y menor el didmetro de las lesiones (Xu et al.,, 2013). Una
concentracién de 1 x 10° células/ ml del indculo, redujo la incidencia de la
enfermedad y el didmetro de la lesion causada por Rhizopus en un 4.2% y 26,2
mm respectivamente. La incidencia de la enfermedad y el diametro de la lesion
causada por Rhizopus se redujo 100% y 58.4 mm respectivamente en las
frutas utilizadas como control (Xu et al., 2013). En el estudio se consider6 como
posibles modos de accion de P. caribbica la competencia por espacio y
nutrientes, la capacidad de inducir enzimas asociadas con la defensa y la

resistencia propia del fruto (Xu et al., 2013).

2.2.2. Aplicacion de extractos vegetales como alternativas de control

bioldgico.

Se conoce que algunas plantas sintetizan una variedad de metabolitos
secundarios como mecanismos de defensa contra ciertas plagas. El proceso de
obtencion de dichos metabolitos es variable, se pueden obtener extractos
acuosos, polvos o se pueden utilizar disolventes para obtener diferentes

compuestos segun su polaridad (Hernandez, Bautista, y Velazquez, 2007).

En un estudio realizado para determinar la actividad antifingica de extractos de

diferentes constituyentes de plantas junto con sus aceites esenciales; se estimo
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que los aceites esenciales de mayor efecto sobre Botrytis cinerea
corresponden a palmarosa (Cymbopogon martini); tomillo rojo (Thymus zygis);
hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) y brotes de clavo (Eugenia
caryophyllata) (Wilson, Solar, ElI Ghaouth, y Wisniewski, 1997). Los
compuestos activos mas frecuentes en estos aceites esenciales son: D-
limoneno, cineol, B-mirceno; a-pineno, B-pineno; y alcanfor como sustancias
responsables del efecto antifungico (Wilson, Solar, El Ghaouth, y Wisniewski,
1997).

Por otro lado, el aceite esencial de Citrus sinensis revel6 una fuerte actividad
inhibitoria tanto del crecimiento radial como del numero de esporas de
Rhizopus stolonifer (Narvaez et al., 2017). La aplicacion del 4% de aceite
esencial proveniente de hojas y pericarpio de Citrus sinensis inhibe en un 100%
y en un 95.62% el crecimiento radial del hongo R. stolonifer, y el crecimiento de
sus esporas. Este estudio se realiz6 para evaluar procesos de conservacion de
papaya variedad Maradol (Narvaez et al., 2017).

Otros aceites esenciales como los que se obtienen del orégano (Origanum
compactum Bentham) y del tomillo (Thymus glandulosus Lag. ex H. del Villar)
en dosis de 100 pg / mL inhiben completamente el crecimiento de Botrytis
cinerea. El carvacrol y el timol son los componentes activos principales
responsables del efecto antifungico de dichos aceites esenciales
respectivamente (Bouchra, Achouri, Idrissi , y Hmamouchi, 2003). Estos
mismos aceites esenciales en otro estudio in vitro presentaron un efecto
fungicida sobre el crecimiento del micelio y la germinacion de esporas para el

caso de Rhizopus stolonifer (Velazquez, Bautista, y Hernandez, 2008).

La aplicacion de hojas pulverizadas de Cestrum nocturnum inhibieron en un 10
a 44% el crecimiento de micelio de Rhizopus stolonifer (Barrera y Bautista,
2008). Se evalud6 dentro del mismo estudio sub-fracciones obtenidas a partir del

extracto metanolico de Cestrum nocturnum y se concluyd que las fracciones
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mas polares mostraron mayor inhibicion del crecimiento micelial de R.
stolonifer. Dentro de esas sub-fraccciones con efectos positivos sobre R.
stolonifer se identificaron saponinas esteroidales. Se ha reportado en la
literatura al menos 16 saponinas esteroidales en hojas frescas de Cestrum

nocturnum (Barrera y Bautista, 2008).

En un estudio realizado por Apaza, Smeltekop, Flores, Almanza, y Salcedo
(2016), se evalud el efecto de saponinas de quinua sobre el hongo Cercospora
beticola Sacc., que ataca los cultivos de acelga y se determind su eficacia en

concentraciones desde los 5mg/ml.

2.3. Generalidades de la Quinua

2.3.1. Quinua variedad INIAP Tunkahuan

La variedad Tunkahuan se obtuvo por seleccion de una poblacién de
germoplasma que fue recolectada en la provincia del Carchi en Ecuador en el
afo 1985 (Peralta, Murillo, Mazén, Villacrés, y Rivera, 2013). Para el afio 1986
se identific6 como linea promisoria y se introdujo en el Banco de Germoplasma
del Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos del INIAP con el cédigo
de identificacion ECU 0621 (Peralta, Murillo, Mazon, Villacrés, y Rivera, 2013).

Las variedades INIAP Tunkahuan y Pata de Venado se consideran variedades
dulces, que se pueden desaponificar facilmente via seca mediante el
escarificado o por via himeda utilizando 50% menos de agua que de la forma

habitual (Peralta, Murillo, Mazon, Villacrés, y Rivera, 2013).

En 1992 se liberd las primeras variedades de quinua de bajo contenido de
saponinas de las cuales solo la variedad INIAP Tunkahuan se mantiene

vigente. Esta variedad se ha adaptado en muchas comunidades y ha sido



14

promocionada por fundaciones y organizaciones de desarrollo en las provincias
de la Sierra (desde Carchi hasta Cafar) (Peralta, Murillo, Mazén, Villacrés, y
Rivera, 2013). La semilla de esta variedad se purificO de tal manera que se
produjo y distribuyé semilla de buena calidad. Se generaron adicionalmente
otras actividades de capacitacion y difusion de informacion sobre la produccién,
agroindustria, preparacion y promocion del valor nutritivo de la quinua dentro de
la alimentacion humana. El contenido de saponinas en la variedad INIAP
Tunkahuan corresponde a 0.06% (Peralta, Murillo, Mazén, Villacrés, y Rivera,
2013).

2.3.2. Saponinas de la Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), pertenece a la familia Amaranthaceae,
plantas herbaceas nativas de la region andina (Fiallos et al., 2016). Se
encuentra distribuida en paises como Ecuador, Perd y Bolivia (Ahumada,
Ortega, Chito, y Benitez, 2016).

La quinua es un pseudocereal con alto valor nutricional y en sus semillas el
contenido de proteinas corresponde al 15% y presenta una composicion
equilibrada de aminoacidos, minerales, vitaminas y otros nutracéuticos como
polifenoles y flavonoides. (Fiallos et al.,, 2016). En relacion con el grano de
trigo, la semilla de quinua tiene mayor contenido de proteina y un perfil de
aminoacidos mas favorable, asi mismo presenta mayores niveles de energia,

calcio, fosforo, hierro y fibra dietética (Ruiz et al., 2017).

La capa externa de las semillas de quinua acumula saponinas, un factor no
nutricional (Fiallos et al., 2016) que ademas le atribuye un sabor amargo y
astringente a los alimentos (Ruiz et al.,, 2017). El contenido de saponinas

permite clasificar las variedades de quinua como dulces, cuando el porcentaje
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de composicidbn es menor a 0.11% o amargas cuando el porcentaje de
composicién es superior a 0.11% (Ahumada, Ortega, Chito, y Benitez, 2016).

Entre los subproductos de la quinua, se considera a las saponinas como un
producto de desecho que se tiene que eliminar antes del consumo (Ruiz et al.,
2017). Para eliminar las saponinas contenidas en la cidscara de quinua existen
principalmente dos métodos: por lavado o por friccion (Wahli, 2012). El lavado
de quinua requiere utilizar una proporcion de 1:8 (quinua: agua) para las
variedades amargas y una relacion de 1:5 (quinua: agua) para las variedades
semidulces. Una alternativa a nivel industrial para extraer saponinas consiste

en pulir el grano para eliminar la cascara (Wahli, 2012).

Las saponinas corresponden a metabolitos especializados producidos por
algunas especies de plantas. Son compuestos anfipaticos estructurados por un
triterpenoide hidrofébico y fracciones de azucar hidrofilicas (Fiallos et al., 2016).
Como sefiala Singh y Kaur (2018) las saponinas corresponden a glucésidos
gue derivan su nombre de sus propiedades similares al jabdén. Las saponinas
se clasifican en tres tipos de acuerdo a su estructura en la regién de aglicona
(estructuras triperpénicas o esteroidicas hidrofobicas): triterpenoidal, esteroides
y saponinas glucoalcaloides esteroides (Singh y Kaur, 2018).

Las saponinas muestran propiedades similares a los detergentes cuando se
agitan con agua ya que forman micelas. La unién entre la aglicona soluble en
grasa y las cadenas de oligosacaridos solubles en agua permite a las
saponinas ser una molécula anfipatica con caracteristicas surfactantes que
producen la interaccion entre saponinas y membranas celulares (Singh y Kaur,
2018). Esta interaccion muestra gran varidad de efectos biolégicos en la vida
de organismos como la permeabilidad de la membrana, hemdlisis, accién
insecticida, actividades alelopaticas y antifiungicas. Las saponinas afectan la

ingesta de alimentos, la superviviencia, la tasa de crecimiento y reproduccion
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en algunos insectos, hongos, bacterias, virus, moluscos y animales (Singh y
Kaur, 2018).

2.4. Generalidades del Guarango

2.4.1. El Guarango en el Ecuador

En Ecuador existe una diversidad de regiones en donde el arbol de guarango
se puede desarrollar con un potencial productivo 6ptimo, sobre todo se lo
encuentra en territorios de los valles bajos de la sierra: en provincias como
Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Cafiar, Azuay y Loja
(NOfez, Quiala, de Feria, Mestanza, y Teanga, 2017). Las poblaciones
silvestres del guarango son aprovechadas para delimitar o cercar terrenos,
para generar sombra a otros cultivos y como fuente de lefia y produccién de

carbon vegetal (Nufiez, Quiala, de Feria, Mestanza, y Teanga, 2017).

CONAPROG (Consorcio de Productores de Guarango) es una iniciativa de la
Fundacién Desde el Surco que agrupa productores de los valles bajos de la
Sierra del Ecuador, dentro de una cadena agro-productiva de guarango. Este
consorcio se plante6 como meta sembrar al menos 5000 hectareas en
sistemas diversos y agrupar a los plantadores dentro de un emprendimiento
para acopiar, procesar y exportar productos y subproductos del guarango
(Narvaez, Calvo, y Troya, 2009).

Cabe destacar que en Ecuador se ha estudiado a esta especie forestal cada
vez con mayor interés. Hay investigaciones que han logrado propagar in vitro a
la especie Caesalpinia spinosa a partir de yemas axilares. También se han
desarrollado las bases de protocolos de propagacién in vitro para guarango

(Nufiez et al.,, 2017). Los taninos y gomas del guarango presentan alta
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demanda mundial, esto se deberia interpretar como una oportunidad para el
aprovechamiento de la especie (Narvaez, Calvo, y Troya, 2009).

2.4.2. Taninos de Guarango

El guarango es una especie forestal originaria de la region andina, cuya
importancia se remonta a las culturas pre-incas e incas, donde tuvo fines de
interés econdmico y medicinal, mostrando su gran potencial de
aprovechamiento para usos no maderables (Mancero, 2008). Principalmente se
utilizé esta especie para elaborar tintes de uso textil, decoracién de ceramicas y
para curtir pieles. En la actualidad es posible encontrar esta especie en zonas
semiaridas en paises como Venezuela, Bolivia, Perd, Ecuador, Colombia y al
norte de Chile (Mancero, 2008).

El arbol de guarango (Caesalpinia spinosa Kuntze) contiene gran cantidad de
taninos hidrolizables. Estos compuestos se pueden obtener principalmente a
partir de las vainas secas del guarango o tara (Davalos, Romero, Sanchez,
Chavez, y Valderrama, 2017). De este recurso forestal, en nuestros dias, se
comercializa tanto la vaina de su fruto de donde se extraen taninos para la
industria de curtiembre y su semilla, de la que se aprovecha su endospermo
para obtenciébn de goma tara utilizada en la industria de alimentos como un

aditivo (E417) de uso seguro (Bonilla, Lopez, Carbajal, y Siles, 2016).

Los taninos se identifican como polifenoles de sabor astringente y que poseen
la capacidad de convertir pieles de animales en cuero estable. Existen dos
grupos de taninos identificados en las plantas, los hidrolizables y los
condensados (Margueron, 2006). Las sustancias polifendlicas conocidas como
taninos vegetales son facilmente extraibles con agua a partir de casi todas las

plantas (dos Santos, Flores, y Rodolfo, 2016). Los taninos pueden encontrarse
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en estructuras vegetales tales como cortezas de madera, frutas, vianas de

fruta, hojas, raices, entre otros (dos Santos, Fléres, y Rodolfo, 2016).

Los taninos hidrolizables son solubles en agua, contienen acidos fendlicos
simples esterificados con una o mas moléculas de azucar y son hidrolizados
por &cidos diluidos (Margueron, 2006). Estos compuestos se hidrolizan
facilmente por acidos, élcalis o incluso enzimas como tannasas en un azucar o
un &cido polihidrico (poliol) y un acido carboxilico fendlico (Chambi et al., 2013).
Segun la naturaleza del acido carboxilico fendlico los taninos hidrolizados se

pueden dividir en galotaninos y elagitaninos fendélico (Chambi et al., 2013).

De la hidrdlisis de galotaninos se produce &cido gélico, mientras que de la
hidrolisis de elagitaninos se produce acido hexahidroxidifénico que se aisla
como &cido elagico (Chambi et al.,, 2013). Entre los compuestos fenodlicos
comunes de taninos hidrolizables tenemos los compuestos galicos, digalicos y
el &cido elagico (Margueron, 2006). Los taninos hidrolizables se consideran
como uno de los mas potentes antioxidantes de origen vegetal. Forman
complejos con metales reactivos, evitando la generacion de radicales libres que
pueden provocar dafio oxidativo en membranas celulares y el ADN,

neutralizandolos dentro del cuerpo humano (Chambi et al., 2013).

Los taninos condensados, por su parte, son polifenoles insolubles en agua, que
en tratamientos con acidos producen complejos productos conocidos como
rojos de tanino o phlobaphenes (Margueron, 2006). Los taninos condensados
son extremadamente dificiles de aislar. No hay una estructura completa de
tanino condensado que se conozca con certeza. A los taninos hidrolizables se
los encuentra en hojas, mientras que los taninos condensados se concentran

en maderas (Margueron, 2006).



19

En un estudio realizado por Aguilar, Noratto, Chambi, Debaste, y Campos
(2014), donde se evalud el potencial de la tara (Caesalpinia spinosa), en
especifico galotaninos e hidrolizados como compuestos antibacterianos, los
resultados mostraron que las bacterias Pseudomonas fluorescens, Bacillus
subtilis y Salmonella enteritidis presentaron mayor sensibilidad al extracto
obtenido a partir de vainas secas de tara (harina de guarango) con un MIC
(concentracion minima inhibitoria) de 0.53, 1.06 y 4.25 mg GAE / ml

respectivamente.

3. Materiales y Métodos

El presente estudio se realiz6 en la ciudad de Quito, en los laboratorios
multidisciplinarios de Ciencias Biologicas y Quimicas (LACBYQ) de la

Universidad de las Américas, ubicados en campus Queri y Granados.

Los extractos acuosos se obtuvieron a partir del agua de lavado de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) variedad dulce Tunkahuan y la harina de la vaina
del fruto de guarango (Caesalpinia spinosa Kuntze). La variedad de quinua
Tunkahuan, se obtuvo en el Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) estacion Santa Catalina. La harina procedente de
vainas de guarango se obtuvo directamente de un productor de arboles de
guarango ubicado en el canton: Pedro Moncayo, parroquia: Tocachi, sector:

Chimburlo (zona rural agricola), calle principal: Panamericana Norte.

El microorganismo en estudio se aislo a partir de frutillas que presentaron

sintomas de la enfermedad.



20

3.1. Recoleccion, aislamiento y purificacion del microorganismo

A partir de frutillas infectadas con Rhizopus sp. Se tomoé parte del micelio
algodonoso y se lo utilizé para realizar el aislamiento del hongo patégeno como
lo describe Plascencia et al., (2012). Se inoculd la muestra del hongo en placas
Petri con agar papa dextrosa (PDA) y se modific6 el medio de cultivo al
enriquecerlo con fructosa al 5%. A continuacion se incub6 a 25°C por 48 horas.

Una vez que el micelio se desarrolld, se tom6 una muestra del mismo y se
observé la morfologia del hongo en microscopio 6ptico (marca OLYMPUS,
modelo BX51). Para la purificacion del hongo de interés se realiz6 repiques de
in6culos hasta obtener la cepa de Rhizopus sp pura en cantidad suficiente para

el estudio.

3.2. Obtencién de extractos

3.2.1. Proceso de extraccion en calor para obtenciéon de compuestos
activos a partir de harina de vainas secas del fruto de guarango

Para el proceso de extraccion, se pesaron las equivalencias de los insumos
requeridos (balanza: marca SHIMADZU, modelo TX3202L). Como se detalla en
la figura 2. Se utilizé6 agua destilada en una proporcion 1:100 (peso:volumen)
para la extraccion de taninos a partir de harina de guarango.

Una vez que se tuvo un primer extracto acuoso, la extraccion de taninos se
realizé con calor a 55°C por 30 minutos (plancha de calentamiento y agitacion
magnética: marca VELP SCIENTIFICA y termdmetro digital) segun la
metodologia de Aguilar, Noratto, Chambi, Debaste, y Campos (2014).
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A continuacion, se separ0 el extracto acuoso de los residuos solidos de la
harina de guarango mediante centrifugacion en dos etapas (centrifuga: marca
THERMO SCIENTIFIC, modelo SORVALL ST8). Por dultimo, el extracto
obtenido se filtrd, primero con papel de 40 um y luego se utilizé un filtro de
membrana para jeringa de 0.22 pm de tamafo de poro (THERMO SCIENTIFIC
0.22 pum PES), para finalmente almacenar en refrigeracion el producto

resultante.
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Figura 2. Proceso de extraccion en caliente de compuestos de interés a partir
de guarango
Adaptado de: (Aguilar, Noratto, Chambi, Debaste, y Campos, 2014)
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3.2.2. Proceso de extraccion en frio para obtencion de compuestos
activos del agua de lavado de quinua

Para el proceso de obtencion del extracto acuoso, primeramente se peso la
cantidad requerida de insumos (balanza: marca Shimadzu, modelo TX3202L).
En la figura 3 se describe la metodologia de Guzmén, Cruz, Alvarado, y
Mollinedo (2013). Se utilizé agua destilada como solvente y como método de
extraccidon se empled la agitacion continua de las muestras a temperatura
ambiente (agitador orbital: marca Boeco, modelo PSU-15i). El tiempo de
agitacion estimado fue de 24 horas, a 130 RPM, y la relacion masa / volumen:
1/20. Se separoé el extracto acuoso de los granos quinua y se filtr6 con papel
filtro de 40 um. Por ultimo, se utilizé un filtro de membrana para jeringa de 0.22
um de tamafio de poro (Thermo Scientific 0.22 um PES) y se almacendé en

refrigeracion el extracto resultante.
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Figura 3. Proceso de extraccion en frio de compuestos activos a partir de
quinua

Adaptado de: (Guzman, Cruz, Alvarado, y Mollinedo, 2013).
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Luego de obtener los extractos acuosos correspondientemente, se determind el
rendimiento de cada uno al aplicar un método gravimétrico — volumétrico segun

la siguiente formula (Castro, 2008):

(Ecuacion 1)

o _ P.E.(9)
% de rendimiento = P-muestra (g) x 100 %

(Castro, 2008)
Donde:
P.E.: Peso del extracto resultante en gramos

P. muestra: Peso de la muestra a extraer en gramos

3.3. Andlisis cualitativo de taninos y saponinas presentes en los extractos

obtenidos a partir de guarango y quinua respectivamente

3.3.1. Andlisis cualitativo de taninos

Se prepararon dos tubos de ensayo rotulados con “muestra” y “blanco”, en
cada tubo de ensayo se agregd 10 gotas de extracto resultante a partir de
harina de las vainas de guarango y 10 gotas de agua destilada, por ultimo, se
agregd 5 gotas de cloruro férrico (FeCl3) en los tubos “muestra” y “blanco”
(Veladsquez, 2004).

En la tabla 2 se encuentra la clasificacion de los taninos en la que se

fundamenta el ensayo realizado.
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Tabla 2.

Carta colorimétrica para identificacion de taninos

COLOR CONTENIDO TIPO DE TANINO
Amarillo Bajo o nulo contenidos Ausencia
de taninos
Azul oscuro Contenido medio de Taninos pirogélicos
taninos (taninos hidrosolubles)
Verde oscuro Alto  contenidos de Taninos concentrados
taninos

Nota: se concluye que ha ocurrido un cambio en el color de la muestra cuando

al comparar su coloracion con la del blanco se encuentran diferencias.

Tomado de: (Velasquez, 2004)

3.3.2. Andlisis cualitativo de saponinas

Se coloc6 en un tubo de ensayo un volumen de 10 ml de solucion resultante
del lavado de granos de quinua y se agité el tubo de ensayo por 5 minutos
(Mena et al., 2015). Al término de este tiempo se dejé en reposo y se observo

los cambios producidos en el extracto.

3.4. Evaluacion del efecto biolégico de los extractos obtenidos a partir de
granos de quinua y harina de vainas del fruto de guarango sobre
Rhizopus sp.

Los in6culos del patdégeno en estudio se prepararon en condiciones asépticas
en cdmara de flujo laminar (marca: Thermo Scientific, modelo 1395). Se siguid
la metodologia descrita por Kouassi et al., (2012) y se realizé una modificacion
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al utilizar caldo de papa dextrosa enriquecido con 5% de fructosa que
reemplazo al jugo de frutas. Se aislo el hongo patégeno en medio de cultivo
PDA (agar papa dextrosa) adicionado el 5% de fructosa, a 25°C de temperatura
durante 2 dias en cajas Petri. Se realizaron los repiques necesarios del cultivo
puro para obtener suficiente cantidad de in6culo y recuperar una solucion de

esporas de madurez de 4 a 5 dias.

Para la recuperacion de esporas se agregdé 4 ml de solucién salina en una caja
Petri con presencia de abundante micelio, y se desaloj6 los conidios al frotar la
superficie de la caja Petri con una varilla de vidrio. Se filtré el producto
resultante con gasa estéril y se removieron los micelios del hongo, dejando

libres esporas en solucion.

Para establecer la concentracion de la solucién de esporas dentro del ensayo,
se utilizé una camara de Neubauer (Marienfeld, profundidad: 0.100 mm, lineas

claras) y se aplico la siguiente férmula para realizar el conteo:

(Ecuacion 2)
células por pl

total células contadas

~ superficie contada (mm2) * profundidad de la caimara (mm) * dilucién

(Marienfeld Superior, 2010)

Se ajusté una concentracion de 10° esporas / ml (Gepp et al., 2012) y se evalu
el crecimiento de los microorganismos, para esto se agregé un volumen de 200
Ml (160 ul de caldo papa dextrosa con 5% de fructosa y 40 pl solucidén de
esporas) en microplacas Elisa (CITOTEST 96 pocillos fondo céncavo). Se
realizaron mediciones de densidad Optica de los tratamientos en un lector de
placas Elisa (marca SEAC RADIM, modelo Sirio S), siendo la unidad de medida

la absorbancia (A).
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Las lecturas de absorbancia se realizaron en intervalos de 12 horas a 492 nm
de longitud de onda. Las microplacas se mantuvieron en incubacion a 25°C
durante todo el ensayo. Antes de efectuar la lectura de los datos, cada placa
recibié una agitacion constate de 15 segundos que se programo en el equipo

antes descrito (Programacién Modo 3).

3.4.1. Evaluacién in vitro del efecto bioldgico de los extractos obtenidos a
partir de granos de quinua y harina de vainas de guarango sobre

Rhizopus

La evaluacion in vitro del efecto biolégico de los extractos resultantes se realizd
con un disefio completamente al azar (DCA). Los tratamientos analizados
fueron: un testigo absoluto y las correspondientes diluciones junto con un
blanco para cada extracto: saponinas de quinua 300, 250, 200, 150, 50, 0.5
ppm y taninos de guarango 400, 350, 250, 150, 100, 5 ppm. Las diluciones de
cada extracto se prepararon con agua destilada estéril aplicando la siguiente

formula:

(Ecuacion 3)
ViN; = VN,
(Brezonik y Arnold, 2011)
Donde:
V1 N1: Volumen y concentracion inicial

V2 N2: Volumen y concentracion final

Se utilizé microplacas Elisa (CITOTEST) de 96 pocillos concavos donde se
distribuyeron los tratamientos. Se estimaron 3 columnas por tratamiento, siendo
la fila B el espacio designado para el blanco de cada diluciéon (medio de cultivo
y dilucién sin agregar esporas), mientras que en las filas C, D, E, F, y G se

coloco las réplicas de las diluciones correspondientes desde la mayor a la
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menor concentracion para cada extracto (140 pl de medio de cultivo, 40 pl

solucion de esporas y 20 pl tratamiento de dilucion correspondiente).

Se utilizd una concentracién de 10° esporas / ml en cada unidad experimental y
como medio de cultivo y fuente de alimento para las esporas, se utiliz6 agar
papa dextrosa modificado con 5% de fructosa. En el perfil de las placas no se
agregol nada para evitar contaminacién de las placas entre si y para facilitar el
manejo de las mismas. Las microplacas se incubaron a 25°C en oscuridad y el
crecimiento del micelio se determind mediante mediciones a 492 nm de la
densidad éptica. Las mediciones de los resultados se realizaron cada 12 horas.
El porcentaje de inhibicion del extracto sobre el hongo en estudio se realizé con

ayuda de la siguiente formula:

(Ecuacion 4)

o D.0.control — D.O.tratamiento
% de inhibicion = D 0 control x 100%

(Kouassi et al., 2012)
Donde:
D.O. control: Densidad 6ptica solucion de esporas y medio de cultivo
D.O. tratamiento: Densidad 6ptica solucién de esporas, medio de cultivo y

tratamiento de dilucion correspondiente

3.5. Métodos estadisticos

En el presente trabajo, se utilizdé un diseiio completamente al azar (DCA). El
disefio seleccionado considera el error aleatorio y los tratamientos como
fuentes de variabilidad como se muestra en la siguiente ecuacion:
(Ecuacion 5)
Yij =u+ 1+ g
(Gutiérrez y de la Vara, 2012)
Donde:

Uy - media global
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7; . efecto del tratamiento

[y eij : medicion Y;;

Estadisticamente se puede expresar como:
(Ecuacion 6)
CM;
F, =
O Mg

(Gutiérrez y de la Vara, 2012)

Se utilizé como software de apoyo Minitab 18 version libre. Los datos obtenidos
en la evaluacion in vitro, se analizaron en orden aleatorio, de tal manera que
los posibles efectos ambientales, o temporales se repartan equitativamente
entre el total de los tratamientos (Gutiérrez y de la Vara, 2012). Para determinar
la diferencia entre los extractos analizados con respecto al crecimiento del
hongo de postcosecha Rhizopus se aplic6 un ANOVA respondiendo a la

siguiente hipétesis:

Hipotesis nula:

No existe diferencias significativas del efecto bioldgico de los extractos
obtenidos a partir de guarango y quinua sobre el crecimiento del hongo
Rhizopus

Hipotesis alternativa:

Existe diferencias significativas del efecto biolégico de los extractos obtenidos a

partir de guarango y quinua sobre el crecimiento del hongo Rhizopus

El objetivo fue probar la igualdad de los tratamientos con respecto a la media
de la correspondiente variable respuesta, como se muestra a continuacion:
(Ecuacion 7)
Ho: 3 = pp =px = 1
Hp iy # pjparaalgini #j
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(Gutiérrez y de la Vara, 2012)
Donde:
Ho : hipétesis nula
H, : hipotesis alternativa

Uy : media

En caso de encontrar diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos, se aplicd un analisis funcional de comparacion de medias (Fisher
a = 5%) cumpliendo el estadistico de prueba de la ecuacion 7. Para toda i #

j el disefio balanceado LSD se expresa:

(Ecuacion 8)

2CMg

a
LSD=tE,N—k

(Gutiérrez y de la Vara, 2012)

Para verificar el cumplimiento de supuestos de normalidad de los residuos en
los datos analizados, se realiz6 la prueba de Shapiro — Wilks con la siguiente

hipotesis:

Ho: Los datos proceden de una distribucién normal

Ha: Los datos no proceden de una distribuciéon normal

Estadistico:
(Ecuacion 9)

k
W= ﬁ [Zi=1 a; Xmn-ivn) — X@
(Gutiérrez y de la Vara, 2012)
Donde:
S: varianza de la muestra

Cuando el valor de W es menor al nivel de significancia (a = 0.05), se rechaza
la normalidad (Delgado , 2004).
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4. Resultados y Discusion

4.1. Determinacién de presencia de compuestos de interés en extractos
obtenidos a partir de granos de quinua y harina de vainas de

guarango

En el caso del extracto acuoso obtenido a partir de harina de vainas secas de
guarango, se determind positiva la presencia de taninos. ElI cambio de
coloraciéon en las muestras fue de amarillo claro a azul oscuro, lo que permitid
identificar la presencia de taninos hidrosolubles. La reaccion de cambio de
color se produjo inmediatamente al contacto con el reactivo: cloruro férrico
(FeClg), la diferencia se puede apreciar en la figura 4. lzquierda: blanco y
muestra antes de agregar cloruro férrico. Derecha: blanco y muestra después

de agregar cloruro férrico.

Figura 4. Evaluacién de cambio de coloracion en extracto madre de harina de

vainas secas de guarango para determinar presencia de taninos.
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La reaccion y cambio de coloracién se debe a la respuesta que produce la
interaccion del ion cloruro al hidrégeno del grupo hidroxilo, lo que provoca una
ruptura de enlace y la unién del grupo fenoxido al hierro o formacion de un
complejo (Coy, Parra, y Cuca, 2014). Los taninos son polimeros de polifenoles
con 1 a 2 % de hidroxidos fendlicos libres. Los taninos al igual que los
compuestos fendlicos precipitan en presencia de cloruro férrico (Coy, Parra, y
Cuca, 2014).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, coinciden con lo investigado
por dos Santos, Flores, y Rodolfo (2016), quienes evaluaron la presencia de
taninos en extractos de varias especies vegetales incluyendo el guarango, y lo
clasificaron dentro del grupo que presenté taninos hidrolizables. Aguilar,
Noratto, Chambi, Debaste, y Campos (2014), comprobaron de igual forma la
presencia de taninos hidrolizables en extractos de vainas secas del fruto de
guarango en donde a partir de un extracto acuoso, mediante hidrélisis acidos

se obtienen galotaninos.

Por otro lado, el extracto acuoso obtenido a patir de granos de quinua, presento
espuma estable, este resultado coincide con lo descrito por Boéttcher y Drusch
(2017), ya que las saponinas de estructura triperpenoide tienen la capacidad de
formar peliculas viscoelasticas, que producen espumas y emulsiones estables.
De igual forma Wahli (2012), coincide en que cuando las saponinas se
disuelven en agua y se agitan se forma espuma estable. Se estima como
positiva la presencia de saponinas cuando la espuma permanece por mas de 2

minutos (Mena et al., 2015) como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Evaluacion de presencia de espuma en extracto acuoso madre
resultante del lavado de granos de quinua para comprobar presencia de

saponinas

A partir de plantas de quinua, se ha comprobado un total de mas de 30
saponinas identificadas que poseen principalmente cinco diferentes agliconas
triterpenoides (Ruiz et al.,, 2017), estas estructuras se relacionan a la
generacion de espumas y emulsiones estables, por tanto la presencia de
saponinas en el extracto resultante en el presente estudio se determiné como

positiva.

4.2. Identificacién de Rhizopus

En la figura 6 se observa la identificacion del hongo Rhizopus con sus
estructuras microscopicas, aislado a partir de frutilas con presencia de
sintomas de pudricion y micelio algodonoso. La forma de las esporas
corresponde a conidias ovaladas agrupadas en racimos de color café intenso.
Izquierda: lente 10x sin tincién. Derecha: lente 10x con tincién en azul de

lactofenol.
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Figura 6. Esporas de hongo Rhizopus sp., observadas en microscopio, lente
10x

Las estructuras observadas bajo el microscopio coinciden con lo descrito por
Forbes, Sahm, y Weissfeld (2009) ya que las especies de Rhizopus se
caracterizan por contener esporangios dentro de un gran esporangiéforo (a)
con origen en hifas no tabicadas (b). Los esporangioforos por lo general miden
hasta 1000 um y tienen la forma de una estructura céncava (figura 6 izquierda)

que se extiende hacia el interior del esporangio sacular (Koneman et al., 2008).

4.3. Evaluacion del rendimiento de los extractos obtenidos a partir del

lavado de granos de quinua y harina de vainas secas de guarango.

El extracto acuoso obtenido a partir de granos de quinua, presentd un
rendimiento de 83.65 %. Este resultado es considerablemente mayor a lo
obtenido en un estudio realizado en México, donde se obtuvo extractos a partir
de hojas secas de la planta de gobernadora (Larrea tridentata), con diferentes
solventes, y se evalu6 el rendimiento de los mismos. El extracto acuoso en
dicho estudio presentdé un rendimiento de 3.24% y un bajo contenido de

saponinas (Pefiuelas et al., 2015).
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En el caso del extracto obtenido a partir de harina de vainas secas de
guarango, los rendimientos obtenidos en cada fase del proceso fueron
superiores a 95%, como se detalla en la tabla 3. Estos valores son
significativamente mayores al compararlos con el 3.24% del extracto acuoso,
los porcentajes de rendimiento siguen siendo mayores al comparar con los
resultados de los solventes etanol y diclorometano de 4.71% y 18%
correspondientemente (Pefiuelas et al., 2015).

Tabla 3.
Rendimiento y caracteristicas fisicas de los extractos obtenidos en el presente
estudio
EXTRACTO METODOLOGIA % DE CARACTERISTICAS
POR FASE RENDIMIENTO
Extracto acuoso Extraccion  por 83.65 Solucién acuosa opaca
obtenidos a lavado de grano gue al agitar produce
partir de de quinua espuma
granos de (agitacion)
quinua
Extracto acuoso Extraccion  en 96.25 Soluciébn acuosa de
obtenido a partir caliente color café intenso con
de harina de presencia de particulas
vainas secas de de harina de guarango
guarango
Filtrado de 95.75 Solucion acuosa de
extracto color café - amarillo
(centrifugacion cobrizo brillante  con

1)

poca presencia de
particulas de harina de

guarango
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Filtrado de 98.50 Solucion acuosa de
extracto color café - amarillo
(centrifugacion cobrizo  brillante  sin
2) presencia de particulas

de harina de guarango

Los extractos acuosos de quinua (rendimiento de 83.65) y de vainas secas de
guarango (rendimiento de extraccion 96.25) se pueden comparar con el
extracto metandlico de Pefiuelas et al. (2015) que posee el rendimiento mas
alto correspondiente a 95%, se podria decir que los resultados obtenidos en
cuanto a rendimiento de los extractos de interés se comprueban como
beneficiosos y 6ptimos segun la metodologia aplicada de extraccion, y ademas
éstos extractos acuosos tienen la ventaja de que son considerablementes mas
econémicos de obtener y por otro lado no representan factores de

contaminacion.

4.4. Evaluacién in vitro de los extractos obtenidos a partir del lavado de
granos de quinuay harina de vainas secas de guarango sobre Rhizopus

4.4.1. Extracto obtenido a partir del lavado de granos de quinua

El presente ANOVA (tabla 4) descompone las fuentes de variacion en dos, los
tratamientos establecidos a partir de diferentes concentraciones: 300, 250, 200,
150, 50, 0.5 ppm y el error existente entre los tratamientos, para los cuales se
evaluo el valor p con un 95% de confianza. En las horas analizadas siendo: 12
horas, 24 horas y 36 horas las mediciones clave, en ninguno de los casos, el
valor p es menor a 0,05. Con esto se deduce que no existe diferencia
significativa entre el porcentaje de inhibicién de las diferentes concentraciones

del extracto obtenido a partir del lavado de granos de quinua sobre Rhizopus.
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Tabla 4.
ANOVA andlisis de varianza inhibicion de crecimiento del hongo Rhizopus
extracto acuoso (quinua) concentraciones 300, 250, 200, 150, 50, 0.5 ppm con

relacion al crecimiento natural o testigo.

Tiempo de evaluacion: 12 horas

Fuentede Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 17.086
Tratamiento 5 1.288 0.2576 1.17 n.s.*
Error 72 15.798 0.2194

Tiempo de evaluacion: 24 horas

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 964.41
Tratamiento 5 42.74 8.548 0.67 n.s.*
Error 72 921.67 12.801

Tiempo de evaluacion: 36 horas

Fuente de Grados de Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 1141.06
Tratamiento 5 93.89 18.78 1.29 n.s.*
Error 72 1047.17 14.54

Nota: * No significativo

Al comparar el crecimiento del microorganismo en condiciones éptimas (figura
7) con el comportamiento de crecimiento del microorganismo frente a diferentes
concentraciones del extracto de interés, se observa que el crecimiento medido
en densidad optica es similar tanto en las primeras horas, como al final del

tiempo de evaluacion considerado.
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Este resultado demostré que el contenido de saponinas en el extracto de

interés no refleja un efecto biolégico sobre el hongo Rhizopus.
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Figura 7. Evaluacién del efecto inhibitorio del extracto obtenido a partir de
granos de quinua con diferentes concentraciones sobre Rhizopus con relacién

al crecimiento en condiciones Optimas del microorganismo.

La quinua tiene un menor contenido de saponinas, en relacion con otras
especies vegetales similares. En un estudio realizado por Guzman, Cruz,
Alvarado, y Mollinedo (2013) se cuantific6 saponinas en especies vegetales
procedentes de Bolivia, y se determiné por analisis de espectrofotometria

UV/VIS que el quentu (Rumex acetosella) presenté la mayor cantidad de
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saponinas con valores de 121.6 mg/g, seguido de la cafiihua (Chenopodium
pallidicaule A) con valores maximos de 43.2 mg/g y la quinua con el menor

valor de todos con 36.1 mg/g.

Estos valores representan un contenido de saponinas superior al 0.1%,
mientras que la variedad de quinua dulce ecuatoriana de interés comercial
INIAP Tunkahuan de donde se obtuvo el extracto de interés tiene un 0.06% de

contenido de saponinas (Peralta, Murillo, Mazon, Villacrés, y Rivera, 2013).

4.4.2. Extracto obtenido a partir de harina de vainas secas de guarango

El presente ANOVA (tabla 5) descompone las fuentes de variacion en dos, los
tratamientos establecidos a partir de diferentes concentraciones: 400, 350, 250,
150, 100, 5 ppm vy el error existente entre los tratamientos, para los cuales se

evaluo el valor p con un 95% de confianza.

En la hora 12 el valor de p es menor a 0,05 con lo que se concluye que existe
diferencia significativa entre el porcentaje de inhibicion de las diferentes
concentraciones del extracto obtenidos a partir de harina de vainas de

guarango sobre Rhizopus en las primeras horas de desarrollo del hongo.

En las siguientes horas de evaluacion no se encontraron diferencias

significativas sobre Rhizopus.
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Tabla 5.

ANOVA andlisis de varianza inhibicion de crecimiento del hongo Rhizopus
extracto acuoso (harina de vainas de guarango) concentraciones 400, 350,
250, 150, 100, 5 ppm con relacion al crecimiento natural o testigo.

Tiempo de evaluacion: 12 horas

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 1412.7
Tratamiento 5 765.9 153.181 17.05 0.000
Error 72 646.8 8.983

Tiempo de evaluacion: 24 horas

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 1454.6
Tratamiento 5 202.2 40.44 2.33 n.s.*
Error 72 1252.4 17.39

Tiempo de evaluacion: 36 horas

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor p
variacion Libertad Cuadrados medio
Total 77 1348.7
Tratamiento 5 125.7 25.14 1.48 n.s.*
Error 72 1223.0 16.99

Nota: * No significativo

Al comparar el efecto del crecimiento del microorganismo en condiciones
optimas (figura 8) con el comportamiento de crecimiento del microorganismo
frente a diferentes concentraciones del extracto de interés, se observa que el
crecimiento medido en densidad Optica es bastante similar y se generan pocas

diferencias marcadas.
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Este resultado demostrd que el contenido de taninos en el extracto de interés

no refleja un efecto biolégico prolongado sobre el hongo Rhizopus.
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Figura 8. Evaluacidén del efecto inhibitorio del extracto obtenido a partir de
harina de vainas secas de guarango con diferentes concentraciones sobre
Rhizopus con relacion al crecimiento en condiciones Optimas del

microorganismo.

En la figura 9 se comprueba que la concentracion de 250 ppm y la
concentracion de 400 ppm presentan inhibicion del crecimiento de Rhizopus en
la hora 12 es decir, dentro de las primeras horas del ciclo de vida del
microorganismo existe un efecto significativo, sin embargo en las siguientes

horas, el efecto desaparece.
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Bajo estas condiciones el porcentaje de inhibicion corresponde a 8.50% para la
concentracion de 250 ppm y de 4.14% para la concentracion de 400 ppm.

14,0
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C C C C
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- .

400\ppm 350 ppm 250 ppm 150 ppm 50 ppm 5 ppm

% DE INHIBICION

-2,0
-4,0
TRATAMIENTOS
Concentracion 400 350 250 150 50 5
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Desviacion (o) 6,1 0,6 3,9 0,0 0,7 0,2
% de Inhibicién 4.1 0,5 8,5 0,0 0,4 0,1

Figura 9. Comparacion de medias en porcentaje de inhibicion por el método
LSD 95% de confianza para Rhizopus hora 12.

Para evaluar el limitado efecto del extracto de guarango sobre el hongo de
Rhizopus, hay que considerar algunas caracteristicas que le otorgan
resistencia al hongo postcosecha en estudio, como su crecimiento rapido
(Campbell y Reece, 2007). Adicionalmente los hongos de este grupo tienen la
capacidad de producir enzimas pectoliticas (intervienen en la degradacién de
estructuras vegetales ricas en pectina) con las que disuelven con facilidad el
sustrato al que tienen disponibilidad. Esta caracteristica los convierte en



44

organismos eficientes en la desnaturalizacion de los tejidos que invaden
(Ames, 1997).

Es fundamental identificar el origen y la concentracion de los taninos para
evaluar su efecto inhibitorio sobre microorganismos. En un estudio realizado
por Veloz et al. (2012), se evaluo el efecto de extractos obtenidos a partir de
especies vegetales ricas en taninos sobre microorganismos, y la concentracion
de 1% del extracto obtenido a partir de cascalote (Caesalpinia cacalaco)
presentd un porcentaje de inhibicidon de crecimiento micelial del 68.54% para el
caso de Fusarium sp. Una concentracion de 2% del mismo extracto inhibié en
100% el crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides. Por otro lado,
dentro del mismo estudio, el extracto procedente de quebracho (Schinopsis
balansae), inhibio el 100 % de crecimiento micelial a concentraciones de 1%
sobre Colletotrichum lindemuthianum y concentraciones de 2 % sobre
Phytophthora citrophthor (Veloz et al., 2012).

En el presente estudio, la concentracion de 400 ppm de extracto acuoso
procedente de harina de guarango presentd un reducido efecto sobre el hongo
Rhizopus. Esto se podria atribuir al tipo de taninos presentes en la especie
vegetal y la concentracion seleccionada. Veloz et al. (2012), obtuvo resultados
de inhibicién total en algunos casos con una concentracién equivalente a 10
000 ppm, la aplicacién de altas concentraciones tanto de taninos procedentes
del guarango como de otros taninos han mostrado resultados atractivos como

agentes de control biolégico.

A pesar de las grandes diferencias encontradas a nivel de efecto inhibitorio, los
resultados corroboran el potencial que tienen los taninos de guarango sobre

microorganismos.
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El solvente seleccionado para el presente estudio también influye en la
cantidad extraida de compuestos de interés. En el ensayo realizado por
Rodriguez, Ramirez, Bautista, Cruz, y Rivero (2012) se obtuvieron extractos de
Acacia farnesiana y se evaluaron sobre el crecimiento in vitro de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, se comprobd que el extracto hidroalcohdlico al
30% contenia mayor cantidad de compuestos de interés entre ellos
flavonoides, azlcares, taninos, fenoles, alcaloides y saponinas, que el extracto
acuoso. En el presente estudio el solvente seleccionado corresponde a agua
destilada, con lo que se podria interpretar que la cantidad de taninos presentes
en el extracto resultante es menor, y por consiguiente su efecto inhibitorio

dentro del ensayo es limitado.

Por ultimo, los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran el
potencial que tiene el extracto acuoso obtenido a partir de vainas secas de
guarango como una alternativa para el control del hongo causante de pudricién
blanda Rhizopus dentro de las primeras 12 horas de crecimiento del hongo. Sin
embargo, estos resultados, no se pueden generalizar o inferir a poblaciones
extensas de Rhizopus, ya que al realizar la prueba de normalidad de Shapiro —
Wilk con un 95% de confianza (Anexo 1), el resultado del valor p < 0.010,

indica que los datos no proceden de una distribucién normal.

4.5. Evaluacion econémica de los extractos obtenidos a partir del lavado

de granos de quinuay harina de vainas secas de guarango.

En la tabla 6 se presentan los costos de produccién a escala de laboratorio
para los extractos de interés. El calculo de costo por maquinaria se realizé en
base a la depreciacion de los equipos utilizados en cada caso y la energia
consumida. Dentro de los materiales se considerd a instrumentos de vidrio,
reactivos y materia prima que incluyen: agua destilada estéril como solvente,

harina de guarango y quinua variedad Tunkahuan.
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Tabla 6.

Costo de produccion por litro de los extractos obtenidos en laboratorio

Extracto acuoso Extracto acuoso obtenido a

obtenidos a partir partir de harina de vainas
de granos de secas de guarango
quinua
Tiempo (horas) 25 2
Maquinaria (%) 3.30 0.95
Materiales ($) 0.20 0.20
Reactivos y materia 1.20 1.02
prima ($)
TOTAL COSTO DE $4.70 $2.17
PRODUCCION

El extracto acuoso obtenido a partir de granos de quinua tiene un costo de
produccion en laboratorio estimado de $4.70 por litro, considerando un tiempo
de 25 horas para obtencion del mismo. La maquinaria de mayor costo en el
caso de este extracto corresponde al agitador orbital que se requiere funcione

durante 24 horas continuas.

Por otro lado el extracto obtenido a partir de harina de vainas secas de
guarango tiene un costo de produccién en laboratorio estimado de $2.17 por
litro, considerando un tiempo de 2 horas para su obtencion. La maquinaria de
mayor costo para el extracto procedente de guarango corresponde a la

centrifuga y la plancha de calentamiento y agitacibn magnética.

Como se observa en los resultados los costos de produccion son relativamente

bajos y la metodologia de obtencidn ha simplificado el uso de equipos.
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Es importante recalcar que en el caso del extracto procedente de granos de
quinua al ser una extraccion en laboratorio se han obtenido costos estimados,
ya que el objetivo seria utilizar un producto de desecho como es el agua de
lavado de granos de quinua a nivel industrial. Para el caso del extracto
procedente de estructuras vegetales de guarango pasa lo mismo al utilizarse
maquinaria especializada de laboratorio como es la centrifuga para separacion

de componentes del extracto acuoso los costos varian.

5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo, permiten concluir que para el caso
del extracto procedente de harina de vainas secas de guarango (Caesalpinia
spinosa) existe un efecto inhibitorio sobre las primeras fases de crecimiento del

hongo Rhizopus sp.

Para el caso del extracto acuoso procedente de granos de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) variedad Tunkahuan no existe una diferencia
significativa entre los diferentes tratamiento analizados a lo largo del tiempo de

evaluacion estimado sobre el hongo en estudio.

Los andlisis cualitativos realizados mostraron como positivo el contenido de
saponinas y taninos en los extractos acuosos resultantes. En el primer caso, a
través de la presencia estable y prolonga de espuma en el extracto procedente

de agua de lavado de granos de quinua variedad Tunkahuan.

La presencia de taninos se estim0 como positiva debido al cambio de
coloracion y la reaccidon quimica que se genera al agregar cloruro férrico al

extracto acuoso derivado de guarango.
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Los resultados sugieren que una dosis de 250 ppm con un porcentaje de
inhibicion corresponde a 8.50% seria efectiva en las primeras 12 horas de
crecimiento del hongo de postcosecha y se podria considerar como la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para el caso del extracto acuoso
obtenido a partir de harina de vainas secas de guarango. Sin embargo, se
podria también seleccionar la concentracion méas alta de 400 ppm ya que el
costo de obtencion no se altera y a mayor concentracion de taninos se espera

una mayor inhibicion del microorganismo.

En el caso del extracto acuoso procedente del lavado de granos de quinua, no
se establecié ninguna concentracion efectiva sobre el crecimiento de hongo,
debido a que no existio diferencia significativa entre las concentraciones y se

estima que el contenido de saponinas en los extractos es muy bajo.

El costo de produccion por litro de extracto acuoso procedente de granos de
quinua corresponde a $4.70 con un rendimiento de 83.65 %, y un tiempo de

obtencion de 24 horas.

Cabe recalcar que tanto el tiempo de operacion como el costo son elevados ya
que la metodologia simula a escala laboratorio el proceso de lavado de granos
de quinua a nivel industrial. En el caso del extracto acuoso obtenido a partir de
harina de vainas secas de guarango, se estimo un costo de produccion por litro
de $2.17 con un rendimiento general superior a 95%, y un tiempo de operacién

de 2 horas para su obtencion.

Tanto los rendimientos como los costos de produccion convierten al extracto
acuoso derivado del guarango en una buena alternativa para desarrollar de

manera industrial.
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5.2. Recomendaciones

Los resultados expuestos anteriormente, permiten realizar las siguientes

recomendaciones:

Aplicar metodologias analiticas y cuantitativas precisas como HPLC en futuras
investigaciones. Si bien implican una mayor inversion econémica y de tiempo
los resultados podrian generar informacién valiosa sobre los compuestos

quimicos de interés en extractos vegetales y posibles aplicaciones.

Realizar méas investigaciones en relacibn a la concentracion de taninos
presentes en la harina de vainas secas de guarango y la aplicacién de
diferentes solventes y metodologias de obtencion de los compuestos de interés

para aplicarlos adecuadamente.

Extraer compuestos derivados de los taninos antes descritos y evaluar su

potencial sobre otros microorganismos de diferente morfologia.

Para evaluar el efecto de los taninos presentes en la harina de vainas secas de
guarango, bajo metodologias similares, se deberia aplicar una escala de
concentraciones que inicie a partir de 400 ppm. Ampliar las posibilidades de

extraccion de taninos con otros solventes.

Para el caso de las saponinas presentes en los granos de quinua se podria
evaluar otros solventes para extraccion optima, y considerar otras escalas de
concentraciones. Probar la extraccion de saponinas o compuestos de interés

de diferentes partes de la planta de quinua y trabajar con mas variedades.
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ANEXO 1: Gréfica de probabilidad Normal de los Residuos para extracto

acuoso procedente de harina de vainas secas de guarango (Caesalpinia

spinosa) hora 12 sobre Rhizopus

Porcentaje

99,9

99

95
90

80
70
60
50
40
30
20

10

01

-10

Grafica de probabilidad de RESID

Normal

10

Media -1,83614E-16

Desv.Est. 2,898
N 78
RJ 0,889
Valor p <0,010






