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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron la toxicidad aguda del aceite esencial extracto hidroalcoholico de hojas de
Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” sobre pulgas de agua del género Daphnia. La concentracion letal media
(CLso) del aceite esencial de hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” sobre Daphnia sp es 737.682 ppm.
Fueron identificados los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto mediante un tamizaje
fitoquimico cuyos resultados nos indican abundante cantidad para esteroides y cantidad regular para alcaloides. Se
ha realizado la identificacion taxonémica de las especies en laboratorio Huamanguensis de la facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
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ABSTRACT

This study evaluated the acute toxicity of essential oil of leaves of Colletia spinosissima Gmelin "tacsana" on water
fleas of the genus Daphnia. The mean lethal concentration (LCso) of the essential oil of Colletia spinosissima
Gmelin "tacsana" leaves on Daphnia sp is 737,682 ppm. The main groups of secondary metabolites present in the
extract were identified through a phytochemical screening, the results of which indicate an abundant amount for
steroids and a regular amount for alkaloids. Taxonomic identification of the species in Huamanguensis laboratory of
the Faculty of Biological Sciences of the National University of San Cristdbal de Huamanga has been carried out.

Keywords: Biocidal activity, acute toxicity, average lethal dose.

INTRODUCCION

El efecto curativo de las plantas arométicas que contienen aceites esenciales se conoce desde antes de la era
cristiana, siendo reconocidas por Hipocrates (460 — 370 AC). En el curso de la historia los aceites esenciales
siempre se aplicaron en la medicina tradicional por sus efectos antimicrobianos. En la actualidad, son utilizados por
su amplio espectro de actividades bioldgicas y terapéuticas (espasmolitico, antioxidante, psicotropica, expectorante,
antitumoral y antidiabética entre otras). A su vez, su uso se ha difundido a varios campos, principalmente en la
industria cosmética, en la medicina alternativa, en la elaboracion de productos de limpieza, aromatizantes y en la
industria alimenticia (aromas, sabores y conservantes).

En la agricultura, el uso de compuestos botanicos que incluyen a los aceites esenciales para el control de plagas y
enfermedades no es algo nuevo. Se cree que puede haber empezado con la domesticacion de las plantas, aunque a
partir de la revolucién verde, fueron desconsiderados a causa de que los fungicidas sintéticos demostraron ser
eficientes, faciles de usar y de bajo costo. No obstante, en la actualidad existen varias restricciones y
cuestionamientos a esta practica, ya que algunos fungicidas sintéticos pueden causar dafios en la salud de los
consumidores, en el medio ambiente o dejan de ser efectivos por que los hongos tienen la capacidad de generar
resistencia a los mismos.

La obtencion de aceite esencial con principios biocidas a partir del follaje de plantas nativas, se presenta como una
alternativa en este trabajo de investigacion, cuyos objetivos fueron los siguientes:

Objetivo General

Determinar la toxicidad aguda del aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” sobre pulgas de
agua del género Daphnia, Ayacucho, 2019.
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Obijetivos especificos

> Determinar la concentracion letal media del aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” sobre
pulgas de agua de género Daphnia.

> Establecer las caracteristicas fitoquimicas del aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”
sobre pulgas de agua de género Daphnia.

> Extraer el aceite esencial de hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”.

MATERIAL Y METODOS

1. Ubicacion de la zona de estudio
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Bioguimica del Area Académica de
Ciencias Basicas de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, durante los meses de enero a diciembre del 2019.

2. Poblacion y muestra
2.1. Poblacion
La poblacién constituida por plantones de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” del distrito de Ayacucho
provincia de Huamanga, de la Regién Ayacucho. ubicado a 2760 m.s.n.m.

2.2. Muestra
Material biol6gico colectada en las zonas altas del cerro picota, del distrito de Ayacucho, para lo cual se
acopio plantones de “tacsana”, los cuales fueron transportados al laboratorio, de donde se obtuvo 5 Kg de
hojas.

3. Métodos
3.1. Preparacion de material bioldgico
El material bioldgico es lavado cuidadosamente con agua corriente en el laboratorio, luego retiradas las
hojas sanas y completas, pesado en fresco y secadas a la sombra, proceso de 30 dias.

3.2. Obtencidn de aceite esencial
Se peso 5 kg de hojas de Colletia spinosissima, Gmelin “tacsana” previamente seleccionas manualmente,
considerando una buena presentacion de la muestra, luego fueron colocadas en el equipo de arrastre de
vapor para su procesamiento correspondiente.

3.3. Destilacion por arrastre de vapor.
Las plantas se colocaron sobre un fondo perforado ubicado a cierta distancia del fondo de un tanque. La
parte mas baja de esta contiene agua hasta una altura algo menor que el nivel de la criba. El calentamiento
se produce con vapor saturado que se provee de una fuente de calor que compone el equipo, fluye mojado y
a presion baja, penetrando a través del material vegetal. Los componentes se volatilizan, y condensan en un
refrigerante, siendo recogidos en un matraz, donde se separa el agua del aceite por diferencia de densidad.

3.4. Caracterizacion fitoquimica
La metodologia utilizada para la marcha fitoquimica fue la propuesta por la Dra. Migdalia Miranda
Martinez- Cuba.
Se realizaron ensayos en los que se evalud la formacién de precipitado y complejos coloreados, que
permiten determinar la presencia de saponinas, fenoles, taninos, aminoéacidos, aminas, cumarinas, quinonas,
alcaloides, triterpenos, esteroides y flavonoides. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado
utilizando reactivos de Mayer’s, Dragendorff, Wagner, Prueba de Borntrager, Prueba de la espuma y otros.
El método que se utilizdé para el tamizaje de las muestras fue el descrito por la Dra. Migdalia Miranda
Martinez en el Manual de Laboratorio de Farmacognosia y Productos Naturales de la Universidad de la
Habana Cuba (Miranda, 2000).

3.5. Determinacion de la concentracion letal media (CLso)

Para calcular la concentracion letal media (CLso) y sus respectivos limites de confianza al 95% se utilizo el
método de andlisis Probit con el apoyo del paquete estadistico MINITAB 16, para cuyo efecto fue
elaborada una base de datos de los resultados de mortalidad halladas en las pruebas experimentales.

El anlisis Probit, es un tipo particular de regresién lineal, y con el objetivo de conocer la relacion que
existe entre la variable concentracion del aceite esencial y la variable respuesta= mortalidad, en un
determinado tiempo. Para ello la respuesta acumulada de los organismos (mortalidad) se transforma a
unidades Probit (eje Y) y la concentracion de toxicidad aguda se transforma logaritmicamente (eje X). Los
resultados se interpolan al 50% de la respuesta y de esa manera se puede determinar que concentracién
posee toxicidad aguda al CLso.
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3.6. Disefio de investigacion
El disefio de investigacion fue experimental, adecuado a una factorial de A x B; donde A= Individuos de
pulgas de agua, B= Concentraciones de aceite esencial.

3.7. Andlisis de datos
Con los datos obtenidos en las pruebas de toxicidad aguda del aceite esencial de Colletia spinosissima J. F.
Gmelin, en el control de pulgas de agua, se calcul6 la mortalidad para cada dosis formulada a través de la
aplicacion de la siguiente ecuacion;

Porcentaje de mortalidad

% porcentaje de mortalidad
= N° de individuos muertas x 100
N° de individuos expuestos

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”
Mediante la utilizacién de peras de vidrio se procede a la separacion del extracto acuoso del aceite esencial por
decantacion, mediante el proceso de arrastre por vapor.

Fig. 1 Método de separacion de la fraccion de aceite esencial del extracto acuoso de Colletia spinosissima Gmelin
“tacsana”

Tabla 1. Mortalidad de Daphnia sp “pulgas de agua” por aplicacion de diferentes concentraciones de aceite esencial
de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”.

Concentracion NuUmero de individuos muertos
(ppm)
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio %

100 0 0 1 0,33 3,00
300 1 2 2 1,67 17,00
500 3 3 4 3,33 33,00
800 5 7 6 6,00 60,00
1000 7 8 8 7,67 77,00
1200 7 9 9 8,33 83,00

Tabla 2. Limite superior, limite inferior y concentracion letal de mortalidad de Daphnia sp “pulgas de
agua” a diferentes concentraciones de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”.
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Porcentaje % Limite Inferior  Limite Superior CLn (ppm)

10 -237.102 405.719 84.3085
20 65.7134 551.483 308.5982
30 272.357 668.296 470.3265
40 434.336 782.700 608.518
50 568.016 907.347 737.6815
60 683.195 1050.500 866.8475
70 790.084 1219.990 1005.037
80 901.722 1431.810 1166.766
90 1044.01 1738.110 1391.06
99 1359.69 2487.750 1923.72

Fuente: Elaboracion propia.
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Fig. 2 Andlisis Probits de mortalidad de Daphnia sp “pulgas de agua” por aplicacion de diferentes concentraciones
de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de principios bioactivos del aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin
“tacsana”. Ayacucho,2019.

Metabolito Prueba fitoquimica Extracto etandlico
Saponinas Espuma -
Esteroides Liberman- Burchard +++
Taninos Gelatina +
Flavonoides Shinoda +
Carbohidratos Molish +
Quinonas Bortranger -—-
Alcaloides Dragendorff. ++

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

(--) Ausencia

(+) Poca cantidad

(++) Regular cantidad
(++++) Abundante cantidad
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Los resultados de la investigacion realizada, segln la fig N°01, indican la separacién mediante peras de vidrio el
aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” por decantacion, precedidos del método de arrastre por
vapor.

Fernandez y et al (2013) el arrastre por vapor es considerado en varios estandares internacionales, como el mas
adecuado para la determinacion del contenido total del aceite esencial de una planta aromatica. Se caracteriza ser un
sistema cerrado en donde el solvente o material extraido "devueltos o retornados™ al balon de destilacion en un
proceso que se repite hasta que se haya considerado la total extraccion del aceite esencial. Este proceder resulta
particularmente efectivo cuando los aceites esenciales a extraer resultan parcialmente solubles en agua, 0 en su
defecto cuando se desconoce su solubilidad en este solvente.

En la tabla 1, referido a la mortalidad de Daphnia sp “pulgas de agua” por aplicacién de diferentes concentraciones
de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”, podemos resaltar que a medida se incrementa la
concentracion de aceite esencial se va incrementado el nimero de individuos muertos.

Reyes y col (2012) manifiesta en su investigacion titulada “Actividad insecticida de aceites esenciales de dos
especies de eucalyptus sobre rhyzopertha dominica y su efecto en enzimas digestivas de progenies La fraccion
volatil de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Eucalyptus camaldulensis fueron utilizadas para evaluar su
actividad insecticida sobre el barrenador menor de los granos Rhyzopertha dominica, encontrando que la fraccion
volatil de los aceites esenciales de eucalipto, especialmente la de E. globulus, es un agente insecticida efectivo para
el control de R. dominica en trigo almacenado.

En la tabla 2 se indica el limite superior, limite inferior y concentracidn letal de mortalidad de Daphnia sp “pulgas
de agua” a diferentes concentraciones de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”. Se detalla
valores porcentuales de concentracién de aceite esencial de hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana” con su
respectiva concentracion letal y limites superiores e inferiores de concentracion.

En la figura 3 sobre el analisis probits de mortalidad de Daphnia sp “pulgas de agua” por aplicacion de diferentes
concentraciones de aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”. De la figura podemos manifestar que
la CLsg es 737,682 ppm, siendo este un valor cercano a la media que reporta 731,124 ppm.

Jaramillo y col (2007) en su investigacion “Composicion quimica volatil y toxicidad aguda (CL50) frente a Artemia
salina del aceite esencial del Croton malambo colectado en la costa norte colombiana.” Manifiesta que los aceites
obtenidos fueron utilizados para la determinacion de su efecto toxicolégico frente a Artemia salina dando como
resultado una CLso de 15,32 y 3,20 pug/mL después de ser expuestas por 24 y 48 horas respectivamente.

En la tabla 3 sobre tamizaje fitoquimico de principios bioactivos del aceite esencial de Colletia spinosissima Gmelin
“tacsana”, podemos resaltar la presencia en abundante cantidad de esteroides y en regular cantidad alcaloides.

Maldonado y col (2007) en su investigacion titulada "Analisis de la composicién del aceite esencial de Myrcianthes
rhopaloides (Kunth in H.B.K.) McVaugh, Myrtaceae, y evaluacion de su actividad bioldgica." manifiesta que la
investigacion fitoquimica a través del tamizaje del aceite esencial de arrayan evidencia la presencia de diversos
compuestos quimicos, entre los que se destacan alcaloides, azlicares y compuestos fendlicos, obteniéndose el aceite
esencial de las hojas de arrayan mediante la técnica de arrastre de vapor, con un rendimiento del 2% de extraccion
del material vegetal seco y pulverizado.

Se concluye sefialando:
1. La concentracion letal media (CLso) del aceite esencial de hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”
sobre Daphnia sp es 737.682 ppm
2. El tamizaje fitoquimico del aceite esencial de las hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”, indica
abundante cantidad de esteroides y alcaloides en regular cantidad.
3. El método de arrastre por vapor y luego la pera de decantacion, fueron los procedimientos aplicados para la
extraccién de aceite esencial de las hojas de Colletia spinosissima Gmelin “tacsana”.
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