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RESUMEN. En el presente trabajo se hace referencia al estudio realizado en la obtencién de un extracto biocida a partir del follaje de Loncho-
carpus nicou. El estudio fotoquimico revela la presencia de flavonoides, saponinas, coumarinas y otros, en los diversos extractos analizados
tanto de raiz como de hoja de barbasco. Se determina que los factores temperatura, tiempo, velocidad de agitacion y método de secado influyen
significativamente en la obtencién de metabolitos secundarios. Se realiza pruebas de toxicidad del producto, a nivel de laboratorio con larvas
Anopheles sp, valorando el por ciento de mortalidad. Se plantea un procedimiento para su obtencion.
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ABSTRACT. This paper is about a study to obtain biocide extract from the leanes of Lonchocarpus nicou. The phytochemical study reveals
the presence of flavonoids, saponins, coumarins and others in the various extracts analyzed as well as in root barbasco leaf. The determining
factors such as temperature, time, agitation speed and drying method significantly influence the production of secondary metabolites. Toxicity
testing is done to the product in the laboratory with Anopheles sp larvae, assessing the percentage of mortality. A procedure for obtaining the
extract from barbasco foliage is suggested.
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INTRODUCCION dio (Lannacone y Lamas, 2003). De esta forma plantas con
potencial biocida constituyen un componente importante de
control, dentro del contexto de manejo integrado de plagas
(Lannacone, 2003).

Aunque las plantas tienen la capacidad de producir y al-
macenar diferentes cantidades de metabolitos secundarios, las
propiedades de estos compuestos pueden variar de acuerdo al
entorno del organismo productor” (Mendoza et al., 2007). En
Ecuador, las plantas téxicas han formado parte de los sistemas
de subsistencia basicos de las comunidades rurales. De estas
se obtienen venenos para pescar, cazar o para matar animales
domeésticos, o bien, se usan como insecticidas y herbicidas. Las
plantas empleadas como venenos para peces se suelen llamar
comunmente “barbasco”. Se reportan 75 registros de plantas

Lannacone y Lamas (2003), manifiestan que “en la agri-
cultura se hace necesario el uso de productos fitosanitarios,
aunque la utilizaciéon masiva de insecticidas convencionales,
y especialmente plaguicidas de amplio espectro, es costosa y
trae consecuencias colaterales secundarias, como desarrollo de
laresistencia de las plagas, contaminacion ambiental, residuos
toxicos en el producto cosechado, aparicion de nuevas plagas,
eliminacion de la entomofauna benéfica e intoxicacion del
operador” (Mendoza et al., 2007; Pérez, 2006).

La utilizacion de extractos vegetales para el control de
plagas tiene la ventaja de no provocar contaminacion, debido
a que estas sustancias son degradadas rapidamente en el me-
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usadas para eliminar insectos y otros artropodos como pulgas,
niguas, cucarachas, garrapatas, chinches y moscas. Las familias
Asteraceae, Solanacea y Fabaceae fueron las mas mencionadas.
El uso de las plantas tdxicas tiene un gran valor cultural ya que
es un reflejo de las formas de vida tradicional de los pueblos
ecuatoriano. El uso de la raiz de barbasco (lonchocarpus nicou)
para combatir agentes patdgenos y la captura de peces en la re-
gion amazonica es un hecho mas que comprobado, no obstante
usar las raices de estas plantas trae consigo una destruccion
de la planta completa y se investiga la biomasa de la planta
completa con el fin de proponer un aprovechamiento de otras
partes de la planta como pueden ser las hojas donde no se han
encontrado referencias al respecto.

La obtencion de extractos alcoholicos con principios bioci-
das a partir del follaje de Lonchocarpus nicou, se presenta como
unaalternativa en este trabajo de investigacion, en la actualidad
seglin Nascimiento et al. (2008), plantea que se puede obtener
extractos aprovechando las hojas, ramas, flores, frutos, semillas
y corteza de plantas.

METODOS

El follaje de barbasco (Lonchocarpus nicou), fue recogidas
en la Provincia de Pastaza, Parroquia Teniente Hugo Ortiz
(km 14 Via Puyo-Tena) Ecuador, durante el mes de Febrero de
2009 en plantaciones de aproximadamente tres afios de edad.
En esta zona se cultivan barbascales asociados a cultivos de
yuca, cafia, platanos y naranjilla. “Donde el clima es calido
himedo, lluvioso y la temperatura varia entre 23 C°y 26 C°”.,
El proceso de obtencion de extractos se realizd en el laboratorio
Ecoamazon de la Universidad Estatal Amazdnica, localizado en
el kilémetro dos y medio via Puyo -Tena, Provincia de Pastaza,
procedente de plantas de (Lonchocarpus nicou) que tienen
aproximadamente 3 metros de altura. Las hojas cosechadas
son recogidas al azar de toda la masa foliar, tomando en cuenta
que estén libres de enfermedades y picaduras de insectos. Son
depositadas en lonas para su transportacion. Para la obtencion
de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso, de raiz y follaje
de barbasco (Lonchocarpos nicou) se realizaron extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente con la finalidad
de lograr un mayor agotamiento del material vegetal seco. En
la identificacion de los metabolitos secundarios se emplea-
ron pruebas o técnicas simples, rapidas y selectivas para un
determinado compuesto, aplicando a cada extracto ensayos
especificos para los metabolitos que de acuerdo a su solubilidad
podian haber sido extraidos en cada solvente. Los extractos se
obtuvieron por maceracion y equipo soxhlet.

Se pesa 10 g de material se sometieron a una extraccion
continua en equipo Soxhlet durante cuatro horas utilizandose
los siguientes disolventes: éter dietilico, etanol y agua (100 mL)
en orden creciente de polaridad. Por otra parte, se obtuvieron de
forma similar extractos por Maceracion durante 48 horas. En
todos los casos se procedi6 al tamizaje fitoquimico que consiste
en realizar los principales ensayos cualitativos para detectar la
presencia de familias de metabolitos secundarios: Flavonoides,
alcaloides, taninos y fenoles, coumarinasy lactonas, quinonas,
sesquiterpenos y esteroles, saponinas, antocianidinas, carbohi-

dratos reductores, aminoacidos y aminas libres. Se aplicd esta
técnica con modificaciones, basandose en el estudio fitoquimico
aplicado a una planta denominada Cassia alata L. (Barrese et
al., 2005). Los extractos botanicos se obtuvieron del follaje de
barbasco (Lonchocarpus nicou). Empleando una mezcla de
materia fresca (2,5 g) y 25 mL de etanol (70%), segiin Osorio
(2006), para la obtencion de extractos botanicos para combatir
la Sigatoka negra. Para la extraccion del follaje de barbasco
(Lonchocarpos nicou), se aplicd dos métodos extraccion, a
temperatura ambiente (21°C) y extraccion a (40°C), estas dos
formas de extraccion fueron sometidas a agitacion (200 rpm)
durante 60 minutos (l1zquierdo S. et al., 2009). Las proporciones
de los componentes para la extraccion por agitacion fue 25 mL
de alcohol (70%) y 2,5 gramos de follaje, utilizando un agitador
magnético (I1zquierdo et al., 2009; Martinez et al.; 2007). Tanto
la extraccion a temperatura ambiente, como la extraccion con
temperatura (40°C), se realizaron cada 12 horas por dos dias.
Iniciando la primera extraccion en la mafiana (7a.m.), luego de
que la materia prima fue lavada y desinfectada. Las muestras
se tomaron por triplicado para someter a la extraccion. En esta
etapa del proceso se valord la cantidad de extraccion que se
logra a medida que transcurre el tiempo de secado del follaje.

Extraccion = 22100 )
A M

donde:
A-masa de la muestra original, g;
B-masa de la muestra seca ya extraida, g.

Durante el proceso de extraccion con temperatura, se man-
tuvo constante la agitacion (200 r.p.m.), la temperatura (40°C),
el tiempo (1 hora), la muestra de follaje (2.5 g), alcohol 70%
(25 mL), para la extraccién al ambiente se mantuvo constante
todo, excepto la temperatura ya que esta varia en dependencia
de la hora del dia.

Filtrado: Se colocd el papel filtro cualitativo (12,5 mm)
en un embudo, se deposita la mezcla a separar y por gravedad
se separa, quedando como resultado el extracto y el residuo.

Preparacion del inoculo: Se prepard un inoculo empleando
25 g de follaje en polvo (secado en estufa) en 1 L de alcohol
al 70%, agitando de forma constante (200 r.p.m.) durante una
hora y manteniendo la mezcla a una temperatura constante de
40°C. El extracto obtenido, se roto evapord hasta eliminar en
su totalidad el alcohol, en los bioensayos se utiliz6 1mL del
inoculo. La dosis fue probada por triplicado, contra 20 larvas
de Anopheles sp en condiciones de laboratorio.

Los bioensayos se realizaron en vasos de plastico de 4 cm.
de ancho por 8,5 cm de alto. Tres vasos fueron usados para la
prueba. A cada vaso se le agreg6 150 mL de agua de criadero
y con una pipeta se trasladaron lotes de 20 larvas de Anopheles
sp por vaso. El recuento de la mortalidad larvaria post trata-
miento se hizo cada hora, durante las primeras 12 horas y a las
24 horas. Los porcentajes de mortalidad se calcularon con la
cifratotal de larvas muertas por vaso (Marifios et al., 2004). Las
respuestas evaluadas fueron mortalidad (inmovilizacion de las
larvas de tercer estadio de Anopheles sp, es decir la ausencia
de movimiento coordinado al ser pinchadas con un alfiler).
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DISCUSION Y RESULTADOS

Estudio Fitoquimico

En las Tablas 1y 2 se puede apreciar la alta diversidad de compuestos presentes en el barbasco Lonchocarpo nicou.

TABLA 1. Resultados del tamizaje fitoquimico de muestras obtenidas por maceracion

Extracto de Raiz

Familia de Compuestos

Extracto de Hojas

Etéreo  alcohdlico acuoso Etéreo  Alcohdlico acuoso

Alcaloides - +++ + - ++ +/-
Coumarinas y lactonas + + + +

Saponinas ++ + +++ +

Fenoles y/o taninos ++ + 4+ 4+
Carbohidratos reductores ++ - ++ +

Flavonoides + + +/- ++ 4+ +
Aminoacidos libres o aminas +++ +++ ++ o+

TABLA 2. Resultados del tamizaje fitoquimico de muestras obtenidas por shoxhlet

Extracto de Raiz

Familia de Compuestos

Extracto de Hojas

Etéreo  alcohdlico acuoso Etéreo  Alcohdlico  Acuoso
Alcaloides - ++ + - +++ ++
Coumarinas y lactonas + + + ++
Saponinas +/- - +/- +
Fenoles y/o taninos - ++ 4+ T+
Carbohidratos reductores ++ - ++ +
Flavonoides ++ ++ +/- +/- + ++
Aminoacidos libres o aminas - +

La interpretacion de las cruces o signos negativos en las
Tablas 1y 2 es la siguiente: +++ significa que se obtuvo una
respuesta positiva muy abundante de la presencia de ese meta-
bolito en el extracto, ++ significa que se obtuvo una respuesta
positiva abundante de la presencia de ese metabolito en los
extractos, + significa que se obtuvo una respuesta positiva leve
de la presencia de dichos metabolitos, - significa que no hay
presencia de ese metabolito en el extracto, +/- significa que se
obtuvo una respuesta dudosa en los extractos de la presencia
de dichos metabolitos y los espacios en blanco significan que
€50S ensayos no se realizaron al extracto.

Se detectd la presencia de flavonoides practicamente en
todos los extractos evaluados correspondientes a raiz y hoja
de barbasco (Lonchocarpus nicou), destacandose el extracto
alcohdlico de las hojas obtenido por maceracion que mostrd
una fuerte coloracion (rojo) correspondiente a la categoria de
flavonoides muy abundantes.

Los extractos acuosos de la raiz de barbasco mostraron
cambios de coloracién (amarillo claro) correspondiente a la
categoria de dudosa presencia de flavonoides, mientras que los
extractos acuosos de la hoja presentaron cambios de coloracion
que denotan entre leve y abundante presencia de flavonoides.

Ademas de los flavonoides, otros compuestos detectados en
los extractos de raiz y hoja de barbasco fueron los siguientes:
coumarinas y lactonas, alcaloides, saponinas, fenoles y tani-
nos, carbohidratos reductores, aminoacidos y aminas libres,
destacandose una mayor intensidad en la coloracion en los
ensayos correspondientes a coumarinas y lactonas, saponinas,
fenoles y taninos de la hoja respecto a laraiz. Las antocianinas

solo fueron detectadas en la hoja de esta especie. Del mismo
modo en estudios fitoquimicos realizados en otras plantas se
determina metabolitos secundarios como los antes mencionados
(Osorio, 2006).

Proceso de obtencion del extracto

Disefio y Analisis Estadistico de Experimentos.
Analisis de los resultados experimentales

Objetivo del experimento: determinar si la variacion del
Método de Secado, influye significativamente en el por ciento
de humedad de la muestra.

En la primera parte de la experimentacion se planea un
disefio de experimento por bloque al azar.

El disefio por blogue al azar se planea por la necesidad de
conocer el cambio que se establece en el porcentaje de humedad
en el transcurso del tiempo. Se emplean dos métodos diferen-
tes para el secado de las muestras: Método | (secado natural),
Método Il (secado en estufa), se establece el método como el
factor a investigar y teniendo en cuenta que el factor tiempo
ocupa la posicion de variable bloque, ya que es conocido a priori
que el tiempo incide en la variable respuesta del experimento.
El material experimental es dividido en grupos homogéneos
constituidos por las muestras que son utilizadas.

Disefio por Bloque al azar: factor: método de secado
(niveles: 2). Factor blogue: t iempo (niveles: 5). Rendimiento:
porcentaje de humedad. Unidades experimentales: hojas de
Barbasco. Replicacion: 3. Se comprueba con laimplementacion
del software que los datos suministrados para ambos factores
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siguen una distribucion normal. Fijando un nivel de confianza
del 95% tanto por la prueba Chi-cuadrado como por la prueba
de Kolmogorov- Smirnov, se comprueba que el valor de pro-
babilidad del estadigrafo es mayor que 0,05 por tanto no hay
evidencia de rechazar la normalidad.

Las acciones combinadas de la humedad relativa y la
temperatura contribuyeron a los resultados obtenidos (Oso-
rio, 2006; Vidaurre y Martinez 2007). Las dos formas de
secado permitieron obtener el material vegetal con conteni-
dos de humedad diferente transcurrido las 48 horas. Segun
lo estudiado, en la Figura 1. Se observa la curva de secado
natural del follaje de barbasco (Lonchocarpus nicou). Se

aprecia la variacion del porcentaje de humedad a medida que
transcurre el tiempo, con un ligero aumento a las 24 horas;
esto se debe a que a las 24 horas de haber colocado la mues-
tra a secar naturalmente, la humedad relativa del ambiente
aumentd, producto de una persistente lluvia, favoreciendo
la absorcion de humedad de la muestra. La curva de color
negro representa el ajuste de la curva resultante en la expe-
rimentacion, correspondiente a una funcion polinomial de
cuarto grado. El conteo del tiempo de secado tanto natural
y en estufa inicia a las 6 a.m. considerando en la gréfica
1y 2 como tiempo cero, en este momento el follaje fresco
contenia un 61,1% de humedad.

CURVA DE SECADO NATURAL
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FIGURA 1. Variacion del por ciento de humedad en el follaje de barbasco (Lonchocarpus nicou) en el tiempo.

En el Figura 2 se muestra la Curva del Secado en Estufa
del follaje de Barbasco (Lonchocarpus nicou). Se observa la
disminucién del porcentaje de humedad a medida que transcurre
el tiempo, con una tendencia a un comportamiento ligeramente
asintotico al eje que representa el tiempo, a partir de las 36 horas.
La curva de color negro representa el ajuste casi perfecto de la
curva resultante en la experimentacion, correspondiente a una
funcién polinomial de cuarto grado. Los resultados obtenidos
de los dos métodos de secado difieren de los plateados por Vi-
daurre y Martinez (2007), quienes aseguran que transcurrido las
48 horas de secado alcanzaron 46.75% y 40.25% de humedad
en sus muestras respectivamente. Tanto las condiciones am-
bientales como el tipo de follaje no son las mismas, de alli los
resultados, pero se puede considerar que el método secado en

estufa logra mayor eliminacién de humedad de la muestra.
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FIGURA 2. Variacion del por ciento de humedad en el follaje de barbasco
(Lonchocarpus nicou) con el tiempo durante el secado a la estufa
a40°C durante 48 horas.

Al obtener los resultados o rendimientos de la experimentacion planeada se prepara toda la informacion para el analisis es-
tadistico del disefio en bloque completamente al azar. Los resultados del Analisis de Varianza se muestran en la Tabla 3:

TABLA 3. Analisis de Varianza

Factor Suma de cuadrados Df  Media de cuadrados Proporcion F Valor de P
Efectos principales
A: Método 1387,2 1 1387,2 43.50 0,0000
B: Tiempo 8381,83 4 2095,46 65,71 0,0000
Residual 765,337 24 31,889

Total (Corregido) 10534,4 29

Como se observa, el valor de probabilidad para ambos factores (factor y factor bloque), es menor que 0,05%, lo que evidencia que
ambos factores influyen significativamente en la variable respuesta (porcentaje de humedad). Lo que corrobora también la validez

del modelo de disefio en bloque al azar para este caso.
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El gréafico de la Figura 3 muestra los intervalos de confianza
para la media con un 95% de nivel de confianza, para cada uno
de los métodos, y se aprecia la diferencia significativa en la
implementacion de un método u otro en la variable respuesta
(porcentaje de humedad). El porcentaje de humedad al aplicar el
método | es mas alto que después de aplicar el segundo método
I1. En el gréfico de la Figura 3 el * sefiala el valor de la media
para ese intervalo de confianza.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

1

37 F 3

45 F

a1

33 [ A

1 __
1 2

Método

29 |

% de Humedad

FIGURA 3. Humedad. Intervalos de confianza para la media.

Segunda parte del experimento:

Objetivo: Determinar si los factores temperatura, tiem-
po y método influyen significativamente en la obtencién de
Rotenoides. Se planea un Disefio Multifactorial. Este disefio
se planea por la necesidad de conocer la influencia de los tres
factores en el rendimiento. Factor 1: Temperatura, (niveles: 2).
Factor 2: Tiempo, (niveles: 5): Factor 3;: Método, (niveles: 2).
Rendimiento: porcentaje de extraccion. Unidades experimen-
tales: Hojas de Barbasco. Replicacion: 3.

Analisis del comportamiento de la extracciéon
realizada al follaje de Barbasco mediante el Método
I (Secado Natural), y el Método II (Secado en Estufa)

En el grafico de la Figura 4 se muestra la curva que describe
la extraccion del follaje de Barbasco en los diferentes tiempos
a temperatura ambiente, cuando este es secado mediante el
método de secado natural.

CURVA DE EXTRACCION A
TEMPERATURA AMBIENTE
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(4] 12 24 36 48 60
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FIGURA 4. Curva de Extraccion a temperatura ambiente mediante
el Método | (Secado Natural).

En general, se observa un aumento del porcentaje de ex-
traccion a medida que transcurre el tiempo, donde se alcanza un

maximo de extraccion (de 75,8%) entre 36 y 48 horas, posterior-
mente la curva se hace concava hacia abajo, lo que indica una
disminucién del porcentaje de extraccion a partir de este tiempo
cuando se emplea el método de secado natural. Esta disminucion
en laextraccion puede estar relacionado con el hecho de que aeste
intervalo de tiempo la materia prima ha perdido una cantidad de
agua apreciable provocando una estructuramas rigida y compacta
(menos permeable) de la pared celular impidiendo el acceso del
sistema de solventes al interior de la célula, disminuyendo asi la
solubilidad de los metabolitos en el interior de la célula.

La curva de color negro representa el ajuste de la curva
resultante en la experimentacion, correspondiente a una funcion
polinomial de cuarto grado aproximandose a un comporta-
miento sinusoidal. Este comportamiento se debe a que a las
24 horas la temperatura ambiental disminuye (horas de la noche
en la realizacién del experimento) por lo que la solubilidad de
los componentes disminuye.

En el gréfico de la Figura 5, se muestra la curva de extrac-
cion a temperatura de 40°C mediante el Método de Secado
Natural. Se observa en general, un aumento del porcentaje de
extraccion a medida que transcurre el tiempo, sonde se alcanza
un maximo de extraccion (entre 71,5 y 77,7%) comprendido
entre 24y 36 horas pero muy cercano a las 36 horas, alcanzando
este resultado antes que en el Método I, lo que resulta com-
prensible ya que la extraccion se realiza a mayor temperatura.
Posteriormente la curva se hace concava hacia abajo lo que
indica una disminucion del porcentaje de extraccion a partir
de este tiempo cuando se emplea el Método de Secado Natural
a esa temperatura. De forma analoga, esto puede estar relacio-
nado con el hecho de que a este intervalo de tiempo la materia
prima ha perdido una cantidad de agua apreciable, lo que hace
de la pared celular una estructura mas rigida y compacta (me-
nos permeable) que impide el acceso del sistema de solventes
al interior de la célula, disminuyendo asi la solubilidad de los
metabolitos en el interior de la célula.

La curva de color negro representa el ajuste de la curva
resultante en la experimentacion, correspondiente a una fun-
cion polinomial de cuarto grado. En este caso el proceso, se
aproxima también a comportamiento sinusoidal, pero con un
mayor periodo para esta funcion.

CURVA DE EXTRACCION A 40°

90,0 -
s 75,0 -
S 60,0 | et
o
£ 450
@
8 300 T T 05x4-0,008x% + 0,287x2- 1,458 + 34,89
® 150 1 RE=1

0,0

0 12 24 36 a8 60
Tiempo (Horas)

FIGURA 5. Curva de Extraccion a temperatura de 40 ° C mediante
el Método | (Secado Natural).

En el grafico de la Figura 6 se muestra la curva de extrac-
cién a temperatura ambiente mediante el método de secado
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en estufa. Se observa en general un aumento del porcentaje
de extraccion a medida que transcurre el tiempo, donde se
alcanza un maximo de extraccion (de 87,88%) a las 36 horas,
posteriormente la curva se hace concava hacia abajo lo que
indica una disminucidn del porcentaje de extraccion a partir de
este tiempo cuando se emplea el método de secado en estufa,
obsérvese que si se comparan los resultados mostrados en los
graficos de las Figuras 4 y 6 al realizar la extraccion cuando la
materia prima es secada en la estufa, se aprecia la obtencion de
un mayor porcentaje de extraccion, lo que ademas se produce
en un tiempo menor.

CURVA DE EXTRACCION
TEMPERATURA AMBIENTE

120,0
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FIGURA 6. Curva de Extraccion a temperatura ambiente mediante
el Método Il (Secado en Estufa).

La curva de color negro representa el ajuste de la curva
resultante en la experimentacion, correspondiente a una funcion
polinomial de cuarto grado aproximandose a un comportamien-
to sinusoidal, analogo al que se produce en el Método | para la
misma temperatura.

Del analisis de los gréafico de las Figuras 4 y 6 resulta evi-
dente que el método de extraccion tiene influencia en el proceso
de extraccion, ya que, como la pérdida de agua en el Secado
en Estufa se realiza mas rapido que a temperatura ambiente, al
tener este método una mayor temperatura; es muy probable que
la velocidad en la pérdida de agua provoque cierto desorden
entre las macromoléculas que conforman la pared celular por
la eliminacion de los puentes de hidrégeno, que forma el agua

entre estas macromoléculas y que le confieren gran estabilidad
a estas macromoléculas; este desorden favorece el acceso del
sistema de solvente utilizado en la extraccion al interior de
la célula, lo que se manifiesta graficamente en una funcion
sinusoidal descrita con un mayor periodo.

En el gréfico de la Figura 7 se muestra la curva de ex-
traccion a 40° C mediante el método de secado en estufa. Se
observa en general un aumento del porcentaje de extraccion a
medida que transcurre el tiempo, donde se alcanza un maximo
de extraccion (de 89,5%) a las 36 horas, posteriormente la curva
se hace concava hacia abajo lo que indica una disminucion
del porcentaje de extraccion a partir de este tiempo cuando se
emplea el Método de Secado en Estufa, obsérvese que al com-
paran los resultados mostrados en los graficos de las Figuras 5
y 7, donde la extraccion de la materia prima es cuando esta es
secada en estufa, se aprecia la obtencion de un mayor porcentaje
de extraccién aproximadamente en el mismo tiempo. La curva
de color negro representa el ajuste de la curva resultante en la
experimentacion, correspondiente a una funcion polinomial de
cuarto grado, aproximandose a un comportamiento sinusoidal,
analogo al que se produce en el Método | para la misma tempe-
ratura, aunque con un alargamiento aiin mayor en el periodo de
esta funcion. Del andlisis de los grafico de las Figuras 5y el 7
resulta evidente que el método de extraccidn tiene influencia en
el proceso de extraccion, ya que la pérdida de agua en el secado
en estufa se realiza mas rapido que a temperatura ambiente al
tener este método una mayor temperatura; es muy probable que
la velocidad en la pérdida de agua provoque cierto desorden
entre las macromoléculas que conforman la pared celular por
la eliminacion de los puentes de hidrégeno que forma el agua
entre estas macromoléculas y que le confieren gran estabilidad
a estas moléculas; este desorden favorece el acceso del sistema
de solvente utilizado en la extraccion al interior de la célula,
lo que se manifiesta graficamente en una funcion sinusoidal
descrita con un mayor periodo, y que en este caso es mucho
mayor que la manifestacion mostrada entre la comparacion de
las curvas representadas en los graficos de las Figuras 4 y 6,
puesto que hay mayor temperatura en el experimento.
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FIGURA 7. Curva de Extraccion a temperatura 40° C mediante el Método 11 (Secado en Estufa).
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Analisis Estadistico de los resultados de la experimentacion

Una vez realizada la experimentacion de acuerdo a los valores de rendimiento se realizaron 60 combinaciones con los tres

factores en la experimentacion.

Los resultados del Analisis de Varianza para la variable respuesta se muestran a continuacion:

TABLA 4. Analisis de varianza para porcentaje de extraccion

Factor Suma de cuadrados Df  Media de cuadrados Proporcion F Valor de P

A: Temperatura 271,087 1 241,087 3,87 0,0547
B: Tiempo 14 256,6 1 14 256,6 203,77 0,0000
C: Método 18 09,81 1 1809,81 25,87 0,0000
AB 0,676378 1 0,676378 0,01 0,9221
AC 25,0874 1 25,0874 0.36 0,5521
BC 646,815 1 646,815 9,24 0,0038
Bloque 15,0685 2 7,53427 0,11 0,8981
Error total 3428,31 49 69,9654

Total (corregido) 21 719,6 58

Como se observa en la Tabla 4, el valor de probabilidad para
dos de los factores (tiempo, y método), es menor que 0.05%, lo
que evidencia que ambos factores influyen significativamente
en la variable respuesta (porcentaje de extraccion); en el caso
del factor temperatura, este manifiesta una menor influencia, de
forma ligera sobre la respuesta que los otros dos factores, para
un valor de probabilidad de 0,0547. De las interacciones solo
influyen significativamente BC (la interaccion del tiempo con
el método). Ademas se observa que el factor bloque, la réplica,
no influye en los resultados.

Interaction Plot for % de Extraccion
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FIGURA 8. Interaccion de los factores temperatura, tiempo de secado
y método de secado en el porcentaje de extraccion de Rotenoides.

Enel gréafico de la Figura 8 se muestra la Interaccion de los
factores temperatura, tiempo de secado y método de secado en
el porcentaje de extraccion de Rotenoides.

Donde como se observa en la tabla Analisis de Varianza
para el porcentaje de extraccién; A: temperatura, B: tiempo,
C: método. El signo — (menos) en el analisis esta referido al
nivel mas bajo del segundo factor en cada uno de los pares
que en el eje horizontal simbolizan las interacciones de los
factores en cada caso sefialados, mientras que de forma
anéaloga, el signo + (mas) en el anélisis esta referido al nivel
mas alto del segundo factor en cada uno de los pares que en
el eje horizontal simbolizan las interacciones de los factores.
Analizando el grafico de la Figura 8 de izquierda a derecha,
para el nivel mas bajo del factor tiempo, es decir al inicio de

la experimentacion, al aumentar la temperatura en su rango
de 21 a 40 grados no se aprecia un cambio importante en
la variable respuesta, pero en la medida en que el tiempo
aumenta, al alcanzar este, su nivel més alto (a las 48 horas),
si se produce una influencia importante en la variable res-
puesta (porcentaje de extraccion), ya que en la medida en que
la temperatura aumenta el% de extraccion serd mayor, pero
sucedera de forma apreciable en el nivel alto para el tiempo,
lo que fue comprobado en el experimento y es un resultado
esperado, ya que la velocidad de extraccion se produce en
el tiempo al aumentar la temperatura. En la interaccién que
contempla temperaturay método, no se aprecia una diferen-
ciasignificativa en la variable respuesta en la medida en que
aumenta la temperatura para ambos métodos de extraccion,
lo que también es esperado, ya que después de la temperatura
ambiente (21°C) solo se aumenta hasta los 40 °C; se produce
en ambos casos un porcentaje relativamente superior de
extraccion pero no tan diferenciado entre un método y otro.

En la interaccién que contempla tiempo y método entre
el inicio y los primeros 48 horas, al inicio de la experimen-
tacion el porcentaje de extraccion que se obtiene por ambos
métodos coincide, no existiendo grado de diferenciacion
alguno entre ellos; observandose en cambio un aumento
apreciable en el porcentaje de extraccion para ambos méto-
dos en la medida en que aumenta el tiempo, siendo mucho
menor para el método de extraccion natural y mayor para
el método de extraccion por estufa. En ambos casos a los
48 horas se alcanza el maximo de extraccidon, pues a partir
de este tiempo, las curvas manifiestan una tendencia a la
concavidad hacia abajo, lo que significa que se produce
disminucidn en el porcentaje de extraccion.

TABLA 5. Analisis del 6ptimo para la variable respuesta

Meta: maximo porcentaje de Extraccion Valor
Optimo = 91,4117

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura 21,0 40,0 40,0
Tiempo 0,0 48,0 48,0
Método 1,0 2,0 2,0
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La Tabla 5 muestra que para los factores que intervienen
en el analisis, el 6ptimo para la variable respuesta se alcanza en
los niveles altos de los tres factores con un valor 6ptimo para el
porcentaje de extraccion de 91, 4117, lo que permite analizar las
condiciones bajo las cuales se obtienen los mejores resultados en
la variable respuesta. Este resultado ofrece un indice importante
de la cercania entre los resultados experimentales y el valor
optimo, obsérvese que en el grafico de la Figura 7 el maximo
porcentaje de extraccion es 89,5% alcanzado a las 36 horas.

Se calcula el coeficiente de regresion para la variable res-
puesta, y la obtencion del modelo matematico para el disefio de
la experimentacion multifactorial bajo diferentes niveles de los
factores. La importancia de la obtencién del modelo, es que po-
sibilita estimar el resultado de la variable respuesta para valores
intermedios de los limites establecidos teniendo en cuenta los
factores que inciden en la misma. Ademas se calcula la matriz
de correlacion para la estimacion de los efectos del experimento.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante el analisis
de varianza, presentados en el grafico de la Figura No 8, el factor
temperatura desde el punto de vista estadistico, practicamente
no tiene influencia en la variable respuesta, lo que indica reco-
mendar la posibilidad de trabajar en la experimentacion a una
menor temperatura con el consiguiente ahorro energético y en
el valor econémico del experimento. Se recomienda un poste-
rior estudio para la determinacion del valor permisible para la
temperatura sin la afectacion del proceso quimico.

Efectividad del extracto. Bioensayos de laboratorio

Varios autores han informado sobre la actividad insecticida
de extractos acuosos y de etanol obtenidos a partir de la raiz
de barbasco Lonchocarpus sp contra Anopheles benarroche,
lepidopteros y otros insectos (Marifios et al., 2004).

El extracto obtenido del follaje de barbasco en las condi-
ciones optimas dadas por los analisis realizados fue inoculado
al agua de criadero, con la dosis 25¢g/L, se observé una morta-
lidad superior al 50% de larvas tratadas en la primera hora post
tratamiento y un 71,42% en la segunda hora post aplicacion. A
partir de las dos horas post tratamiento se observé la tolerancia
de las larvas de Anppheles sp, a la dosis de Lonchocarpus nicou,
manteniéndose conforme transcurre el tiempo de exposicion a
la toxicidad (24 horas).

Los trabajos realizados en el Pert por Marifios et al. (2004),
reportan la efectividad del Lonchocarpos utilis para controlar
larvas de Anoheles benarrochi con extractos obtenidos a partir
de la raiz del mismo.

El presente estudio demuestra la eficacia del extracto de
follaje de Lonchocarpus nicou para controlar larvas de Anophe-
les sp, con dosis 25 g/L, similares resultados obtuvo Marifios
et al. (2004), que reportan un 100% de mortalidad con dosis
hasta 8 veces mayor a la planteada de raiz de barbasco L. utilis.

Estos primeros resultados muestran que el uso del polvo de
follaje de Lonchocarpus nicou en el control de Anopheles sp,
podria constituir una importante alternativa de uso en regiones
econdmicamente pobres y de dificil acceso por ser eficaz, de fa-
cil aplicacion y de bajo costo para controlar la malaria mediante
la eliminacién del vector en los casos de brotes epidémicos y

solo en criaderos temporales, debido a que su efecto biocida no
es selectivo con otros organismos de la fauna acuatica.

RARGASCO
(Lonchocas pos W)
EXTRACYO
ml

FIGURA 9. Larvas de A. benarroche muertas.

CONCLUSIONES

 El estudio patentométrico sobre los compuestos rotenoides
permitid reorientar el estudio del objeto del arbol, el follaje,
a los efectos de los extractos de esta parte del arbol como
biocida.

 Elanalisis fitoquimico practicado a las raices y el follaje de
barbasco (lochocarpus nicou) que crece en la regién amazo-
nica ecuatoriana, revel6 la presencia de flavonoides practi-
camente en todos los extractos evaluados correspondientes
alaraizy la hoja de barbasco (Lonchocarpus nicou), fueron
detectados en el extracto alcohdlico de las hojas obtenido.

« Enel procedimiento de obtencion del extracto biocida a partir
del follaje de barbasco Lonchocarpus nicou influyen signi-
ficativamente el método de secado de la materia prima, el
tiempo de secado y ligeramente la temperatura de extraccion.

« Se proponen las variables 6ptimas para la realizacién del
proceso es extraccién de los componentes ictiotoxicos a
partir del follaje de barbasco.

 Se realizaron los balances de masa y energia en el procedi-
miento propuesto.

 El extracto de follaje de barbasco queda descrito desde el
punto de vista fisico-quimico.

 El extracto obtenido a partir del follaje de barbasco (Lon-
chocarpus nicou) presenta propiedades biocidas.

 Sepropone un procedimiento para la obtencion de un extrac-
to con propiedades biocidas a partir del follaje de barbasco
(lochocarpus nicou).
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