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(57) Abstract: The invention relates to the agro-chemistry
and agriculture sectors and to a method for stabilising and
preserving Lupinus spp. seed processing water, using
sulphites or bisulphites, and to the use thereot as biocide.
The invention also relates to the separation of the alkaloid
and non-alkaloid fractions from said water using
macroporous diatomaceous earth and to the use thereof as
an environmentally-friendly biocide.

(57) Resumen: La invencién que se presenta pertenece al
sector de la Agroquimica y la Agricultura y tiene como
objeto  proporcionar un procedimiento para la
estabilizacion y conservacion de las aguas de procesado de
la semilla de Lupinus spp., con sulfitos o bisultitos y su
utilizacién con biocida. Asimismo, también aborda la
separacion de las fracciones alcaloideas y no alcaloideas
de dichas aguas con tierra de diatomeas macroporosas y su
utilizacion como biocida ecologico.
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TITULO

Procedimiento de estabilizacién de las aguas de procesado de semilla de Lupinus spp,

extraccion de alcaloides y su uso como biocida ecoloégico.

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién, segun se expresa en el enunciado de esta memoria descriptiva,
tiene por objeto aportar soluciones respecto al tratamiento de las aguas de procesado de
las semillas que actian como biocidas, ya que debido a la gran cantidad de materia
organica que contienen son susceptibles de sufrir ennegrecimiento paulatino,
descomposicion y putrefaccion. Asi, en esta patente describimos la estabilizacion de estas

aguas de procesado y su utilizacién como bioplaguicida ecolégico.

La técnica objeto de la presente patente se encuadra en el drea de la agroquimica y de la
agricultura. El Sector de Actividad en el que se aplicaria la invencién corresponde a la de
productos fitosanitarios aislados de plantas, concretamente de distintas especies de

Lupinus.

ANTECEDENTES EN EL ESTADO DE LA TECNICA

Atendiendo al estado de la técnica, son muchas las publicaciones cientificas que
describen la presencia de alcaloides de tipo quinolizidinico tanto en semillas de Lupinus
spp. (Resta, D.; Boschin, G.; D'Agostina, A.; Arnoldi, A. Mol. Nutr. Food Res., 2008, 52,
490-495) como en las partes aéreas de la planta (Neto, A. T.; Oliveira, C. Q.; llha, V,;
Pedroso, M.; Burrow, R. A.; Dalcol, I. I.; Morel, A. F. J. Mol. Struct., 2011, 1004, 174-177,;
Cook, D.; Lee, S. T.; Pfister, J. A; Stonecipher, C. A.; Welch, K. D.; Green, B. T.; Panter,
K. E. Phytochem. Anal., 2012, 23, 278-284).

Los alcaloides, la mayor parte de ellos quinolizidinicos, suponen entre el 0.4% y el 5% en
peso de la semilla (Ganzera, M.; Kruiger, A.; Wink, M. J. Pharm. Biomed. Anal., 2010, 53,
1231-1235), y le aportan sabor amargo a ésta. Estos metabolitos son sintetizados por las

plantas de Lupinus como mecanismo de defensa frente a insectos y herbivoros (Kordan,
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B.; Dancewicz, K.; Wroblewska, A.; Gabrys, B. Phytochem. Lett., 2012, 5, 71-77), ya que

presentan propiedades neurotéxicas. En humanos es necesaria una ingesta elevada para
tener sintomas (Litkey, J.; Dailey, M. W. Am. J. Emerg. Med., 2007, 25, 215-217).

La lupanina es un alcaloide quinolizidinico caracteristico del género Lupinus ya que esta
presente en todas las especies, siendo con frecuencia el alcaloide mayoritario. (Ganzera,
M.; Krager, A.; Wink, M. J. Pharm. Biomed. Anal., 2010, 53, 1231-1235) Tiene un efecto
anticolinérgico sobre el sistema nervioso central, bloqueando reversiblemente los
receptores del neurotransmisor acetilcolina. Algunas de las familias mas comunes de
insecticidas, como los nicotinoides y los carbamatos actlian de manera similar. También
ha sido descrita una actividad antimicrobiana de extractos ricos en alcaloides (Villa-Ruano,
N.: Pacheco-Hernandez, Y.; Rubio-Rosas, E.; Ruiz-Gonzalez, N.; Cruz-Duran, R. Lozoya-
Gloria, E.; Zurita-Vasquez, G.; Franco-Monsreal, J. Arch. Biol. Sci., 2012, 64, 1065-1071,
Kugtkboyacy, N.; Ozkan, S.; Tosun, F. Rec. Nat. Prod., 2012, 6:1, 71-74) donde entre
otros la lupanina y la 13-hidroxilupanina estan presentes, asi como una actividad
antifingica y alelopatica (Erdemoglu, N.; Semiha, O.; Fatma, T. Phytochem. Rev. 2007, 6,
197-201).

Los caldos de desamargamiento derivados de la preparacion industrial del altramuz, son
abundantes en alcaloides y otros metabolitos hidrosolubles presentes en la semilla de
Lupinus spp., de ahi el interés en el aprovechamiento de dichos caldos como insecticida
(Ortiz Falantes, J. 2008, WO 2008003795) y como promotores del crecimiento de plantas
(Przybylak, J. K.; Ciesiolka, D.; Wysocka, W.; Garcia-Lépez, P. M.; Ruiz-Lépez, M. A,
Wysocki, W.; Gulewicz, K. Ind. Crops Prod., 2005, 21, 1-7).

Los extractos acuosos de semillas de Lupinus spp. también presentan actividad
insecticida (Bermtdez-Torres, K.; Martinez Herrera, J.; Figueroa Brito, R.; Wink, M.; Legal,
L. BioControl, 2009, 54, 459-466), nematicida, (Yildiz, S. Afr. J. Biotechnol., 2011, 10,
13252-13255) antifungica y antibacteriana (Erdemoglu, N.; Semiha, O.; Fatma, T.
Phytochem. Rev. 2007, 6, 197-201). Se ha determinado (Stobiecki, M.; Blaszczyk, B.;
Kowalczyk-Bronisz, S. H.; Gulewicz, K. J. Appl. Toxicol., 1993, 13, 347-52) la toxicidad en
ratones tanto de extractos acuosos de la semilla de Lupinus spp. conteniendo un 10% de
alcaloides (LD50 > 4000 mg-kg-1 de peso del animal), como de distintas fracciones.
Recientemente se ha descrito la actividad antimicrobiana (Carreira, A.; Monteiro, S.;
Ferreira, R. B. Brit. UK Pat. Appl., 2012, GB 2484509 A 20120418.), antifingica y como

promotor del crecimiento de plantas de un extracto de proteinas obtenidos a partir de
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semillas, cotiledones o plantulas (Ferreira, R. B.; Monteiro, S.; Teixeira, A. R.; Loureiro, V.
PCT Int. Appl., 2007, WO 2007010459 A2 20070125). Se ha asignado dicha actividad al
péptido BLAD (Banda Lupinus Alba Doce) de 20 kDa generado durante la germinacién a
partir de B-conglutina. (Monteiro, S.; Freitas, R.; Rajasekhar, B. T.; Teixeira, A. R;;
Ferreira, R. B. PLoS One, 2010, 5, 11)

A modo de conclusién, esta invencién aporta respecto al estado de la técnica, un
procedimiento de estabilizacion de las aguas de procesado de la semilla de Lupinus spp.,
gue evita una degradacidon progresiva con un oscurecimiento gradual, aparicién de materia

insoluble y perdida de actividad como insecticida.

Asi mismo, esta invencion también aborda la separacién de los alcaloides presentes en

estos caldos que implica;

- Extraccién en fase sélida de los alcaloides utilizando columnas o cartuchos con
relleno de tierra de diatomeas macroporosas, en sustitucién de los procedimientos
tradicionales de extraccién liquido-liquido.

- Se obtiene asi una fraccién soluble en disolventes organicos aproéticos (por ejemplo
diclorometano) constituida por los alcaloides presentes en las aguas y otra fraccién
no alcaloidea (muy pobre o carente de alcaloides) que se extrae de la columna por
tratamiento con disolventes polares proéticos no acuosos (por ejemplo etanol o

metanol).

Por ultimo, en esta invencién se describe la aplicacion como plaguicida tanto de la fraccion

alcaloidea como de la fraccion no alcaloidea.

EXPLICACION DE LA INVENCION

A modo de explicaciéon de la invencion “Procedimiento de estabilizacion de las aguas de
procesado de semilla de Lupinus spp, extraccion de alcaloides y su uso como biocida
ecologico” la misma trata de desplegar de forma secuencial los siguientes objetivos:

- Desarrollar un procedimiento para la estabilizacion de las aguas de

desamargamiento derivados de la preparacién industrial del altramuz (Lupinus spp.).
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- Establecer un procedimiento para la separacion en fase soélida de los alcaloides

presentes en las aguas.

- Utilizar los extractos alcaloideos y no alcaloideos como plaguicidas.

Para ello, el procedimiento propuesto con la presente invencion se despliega en base a

las siguientes etapas;

A

La centrifugacion de los caldos de desamargamiento de la semilla de Lupinus
spp. para eliminar materia insoluble si la hubiera.

La adicién a la fraccion soluble obtenida después de la centrifugacion de
alguno de los siguientes elementos:

v' Benzoato sédico y pirosulfito de sodio E223.

v Pirosulfito de potasio E224,

v Hidrégenosulfito de sodio E222.

v Sulfito de sodio E221.

La conservacion a 5 ° C y en la oscuridad con objeto de prolongar la actividad.
Extraccion alternativa de la fraccién alcaloidea y no alcaloidea.
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A continuacion se hace un recorrido completo del procedimiento donde se describen cada

una de las referidas etapas.

FASE 1-Estabilizacion del color frente a microorganismos

Los extractos naturales de plantas con frecuencia sufren una degradacion progresiva que
conlleva la modificacion de sus propiedades y la proliferacion de microorganismos. En el
caso de los caldos obtenidos en el desamargamiento de la semilla del altramuz, se
produce un oscurecimiento gradual que evidencia la degradacién del producto, ademas de
presentar el inconveniente de perder atractivo visual a la hora de comercializar el
producto.

Los caldos de desamargamiento se someten a centrifugacion para eliminar posible

materia sélida en suspension. La fraccion sélida se desecha y la fraccion liquida

(sobrenadante) se ha estabilizado utilizando diversas combinaciones de productos como

conservantes.

Se ha procedido al estudio de la estabilizacion del color y aspecto del sobrenadante.

a. Hemos comprobado que se produce un ennegrecimiento marcado de la muestra
conteniendo 2 g/L de benzoato sédico tras un mes a temperatura ambiente tanto con
la muestra en un vial cerrado como expuesto al aire.

b. Hemos comparado la actividad del sulfito sédico (E221) y el pirosulfito sédico, también
llamado pirosulfito sédico (E223) sobre la estabilizacién del color, comprobando que el
pirosulfito resulta mas efectivo que el sulfito. Asi por ejemplo, el color del sobrenadante
después de dos meses bajo luz indirecta y conteniendo una cantidad de 0.2 mg/mL de
pirosulfito (ensayo 7, Tabla 1) es mas claro que si usamos 2 mg/mL de sulfito (ensayo
5, Tabla 1). Utilizando 2 mg/mL de pirosulfito, la muestra es practicamente incolora

tras 2 meses.

La mayor actividad del pirosulfito se debe su capacidad de dar productos de adicion
bisulfitica por reaccién con el grupo carbonilico de los azlcares reductores. De esta
manera, se inhiben las etapas iniciales de la reacciéon de Maillard (o de pardeamiento no
enzimatico) que da lugar una compleja ruta de transformaciones quimicas en las que

estan implicados azlicares y aminoacidos/proteinas y que origina productos coloreados.
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Tabla 1. Ensayos de estabilizacion del color del sobrenadante, usando distintas
concentraciones de los aditivos sulfito sédico y metabisulfito sédico, a lo largo de 2 meses.

Concentracion
Ensayo | Aditivo® Luz Resultado”

aditivo mg/'mL
1 - - Indirecta -
2 0.1 Sulfito sodico Indirecta -
3 0.2 Sulfito sddico Indirecta -
4 1.0 Sulfito sodico Indirecta +
5 2.0 Sulfito sodico Indirecta +
6 0.1 pirosulfito sédico Indirecta -
7 0.2 pirosulfito sédico Indirecta ++
8 1.0 pirosulfito sédico Indirecta ++
9 2.0 pirosulfito sodico Indirecta i
10 - - Directa -
11 0.1 pirosulfito sédico Directa -
12 0.2 pirosulfito sodico Directa -
13 1.0 pirosulfito sédico Directa +
14 2.0 pirosulfito sédico Directa +

 La muestra original contiene BzONa (2 g/L) como aditivo.
® Ennegrecimiento de la referencia; + no ennegrecimiento; ++ ligero aclaramiento;+++

aclaramiento marcado.

Ademas hemos estudiado la influencia de otros factores como la temperatura y la luz solar
comprobandose que ambos afectan negativamente a la conservacion del color. Las
muestras conservadas a 5 °C presentaban una coloracion menor que las conservadas a
temperatura ambiente. Las muestras expuestas a la luz directa del sol (ensayos 10-14,
Tabla 1) presentan un color méas oscuro que las expuestas a luz indirecta. Observandose

como la intensidad del color disminuye al aumentar la concentracion de pirosulfito.

En cuanto a la conservacion del caldo frente a microorganismos, hemos comprobado que

en caldos de desamargamiento de altramuz sin aditivos, se produce la putrefaccion en
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menos de una semana con proliferacién de microorganismos y aparicion de un olor

desagradable.

Hemos comprobado que tanto el benzoato como el pirosulfito sédico preserva a la
muestra de la putrefaccién durante al menos una semana a temperatura ambiente. La
combinacién de ambos conservantes en concentraciones de 1.0 mg/mL (Tabla 2)

preserva la muestra durante al menos un mes.

Tabla 2. Ensayos de conservacién de los caldos a temperatura ambiente frente a la

putrefaccién usando pirosulifito y benzoato sédico.

Concentracié | Concentracio B B
a Putrefaccion | Putrefaccion
Ensayo n NazS:0s n BzONa
{1 semana) {1 mes)
mg/mL mg/mL

blanco® - - Si Si
benzoato sodico - 1.0 No Si
pirosulfito sodico 1.0 - No Si
mezcla 1.0 1.0 No No

? Las muestras se conservan en tubos de ensayo a temperatura ambiente con cierre no

hermético.

Por tanto, la adicién combinada de pirosulfito sédico (para estabilizar el color e impedir el
crecimiento de microorganismos) y de benzoato sédico (contra los microorganismos)
resulta ser muy efectiva. Por ejemplo a una concentracién de 1 g/L de bisulfito sodico y
1g/L de benzoato sédico no se observa oscurecimiento de los caldos ni proliferacién de
microorganismos tras un mes a temperatura ambiente. Otras concentraciones e incluso

otras combinaciones de estabilizantes también resultaron efectivas para dicho fin.

FASE 2-Extraccién de alcaloides en fase sélida

Los caldos de desamargamiento sometidos a centrifugacién y desechada la fraccion

solida, la fraccién liquida (sobrenadante) se basifica hasta pH 12, y se vuelve a
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centrifugar. El sobrenadante obtenido se introduce en una columna de tierra de diatomeas
macroporosa y después de unos minutos para que el liquido se distribuya a lo largo de la
columna, se hacen pasar CH,CI, por la columna recolectando la fase organica (llamada
fraccion alcaloidea), mientras que la fase acuosa sigue retenida en el interior de la

columna.

Se realiza una 0 mas extracciones con diclorometano hasta que se observa que no se
recupera mas materia. A continuacion se hacen pasar por la columna etanol 96% con lo
que se recupera la materia retenida en la columna disuelta en agua-alcohol (denominada

fraccion no alcaloidea o hidrosoluble).

Ambas fracciones se concentran a sequedad a presion reducida. La fraccién alcaloidea se
obtiene en forma aceitosa de color amarillo palido y la fraccién no alcaloidea presenta un
aspecto de sélido amorfo de color marrén. Ambas fracciones fueron sometidas a analisis

por GC-MS y evaluadas como insecticidas.

FASE 3-Analisis de alcaloides

Los analisis de la fraccion alcaloidea se realizaron en un cromatégrafo de gases Agilent
GC 6890N, equipado con un muestreador automatico (Autosampler 7683 series de
Agilent) y una columna capilar de alta resolucion Agilent J&W Scientifics DB-5ms (30m x
0.25mm x 0.25um). El cromatdgrafo de gases esta acoplado con un espectrometro de
masas Micromass AutospecQ, donde la fuente de ionizacién opera en modo de impacto

electrénico (El) a 70 eV. Los datos se adquieren desde 50 hasta 650 m/z.

FASE 4-Actividad como insecticida
Se evalué la eficacia como insecticida de las fracciones alcaloideas y no alcaloideas

obtenidas de las aguas de desamargamiento de la semilla de /upinus. Como ensayo
modelo se analizaron dichas fracciones como insecticida en el control de pulgones
Toxoptera citricidus Kirkaldi, el afido transmisor del virus de la tristeza de los citricos

(CTV), y sobre otras especies de insectos.
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Como ejemplos de los ensayos efectuados mostramos los resultados obtenidos utilizando
distintos extractos sobre cuatro especies de homépteros: los afidos Toxoptera citricidus y
Toxoptera aurantii, el pulgén verde del manzano Aphis pomi y el psilido de los eucaliptos
Ctenarytaina spatulata. Los experimentos se han realizado en torre de Potter con boquilla
de con una boquilla de 0.6985 mm a una presién de trabajo de 0.7 kg/cm2. Se pulveriz6 1
m! de los insecticidas sin diluir sobre cada placa Petri de 9 cm de didmetro conteniendo
los insectos adheridos a su correspondiente soporte vegetal. Como testigos se emplearon
colonias de &fidos de la misma especie y caracteristicas, pero se trataron con 1 ml de
agua destilada. Se dej6 secar el exceso de tratamiento a temperatura ambiente, y
posteriormente se introdujeron las colonias en recipientes de plastico con tapa horadada
para permitir la aireacion y una esponja humeda de floristeria en el fondo para evitar la
desecacion. lLos recipientes se colocaron después en una cadmara de cultivo con
condiciones controladas de 23 + 2 °C de temperatura, 70 + 5% de humedad relativa y 16
horas de luz de fotoperiodo. La eficacia de los productos fue evaluada 24 horas después
del tratamiento (24 h.d.t.), y después a las 48 y 72 horas, anotandose la muerte de los
individuos y considerando como muertos los afidos que no mostraban actividad motora al

ser tocados con una aguja entomolégica.

En el caso de Toxoptera citricidus se colocé una colonia con ninfas y adultos apteros
adheridos a un brote de limonero Eureka; cada colonia estaba formada por 20 + 5
individuos y los ensayos se realizaron por triplicado. En el caso de Toxoptera aurantii en
brote de camelia, Aphis pomi en manzano, y Ctenarytaina spatulata en brote terminal de

Eucalyptos globulus, se colocaron 50 ninfas de cada especie.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos se corrigieron utilizando la férmula de Abbott , la
cual permite separar de la mortalidad observada, el efecto de mortalidad natural presente

en el tratamiento testigo.
%Eficacia de Abbott= [(Vt —-Ve)/Vt] x100

donde Vt= individuos vivos en el testigo y Ve= individuos vivos en los productos

ensayados.
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Descripcién de los dibujos.-

Para complementar la descripcién que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, de acuerdo con un ejemplo
preferente de realizacion practica de la misma, se acompafia como parte integrante de
dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caracter ilustrative y no limitativo, se
ha representado lo siguiente:

Figura 1. Cromatograma de ion total del andlisis GC-MS en modo barrido completo que
muestra los alcaloides presentes: Esparteina (1), Amodendrina (2), Albina (3),
Angustifolina (4), a-isolupanina (5), Lupanina (6), N-metilalbina (7), Multiflorina (8), 17-
Oxolupanina (9), 13a-Hidroxilupanina (10), 13a-Hidroximultifiorina (11), 130-
Tigloiloxilupanina (12).

Figura 2. Estructura de los alcaloides detectados

Figura 3. Actividad insecticida del caldo de coccion de semillas de lupinus albus y de las
fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a pulgones Toxoptera citricidus
Figura 4. Actividad insecticida del caldo de coccion de las semillas de Lupinus albus y de

las fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a distintas especies de insectos
EJEMPLO DE REALIZACION PREFERENTE

En una realizacion preferida de la invencién “Procedimiento de estabilizacion de las aguas
de procesado de semilla de Lupinus spp, extraccion de alcaloides y su uso como biocida
ecologico”, la adicion combinada de bisulfito sédico (1 g/L) y de benzoato sédico (1g/L) a
los caldos de desamargamiento de la semillas result6é ser muy efectiva para evitar el
oscurecimiento del caldo y la proliferacién de microorganismos incluso tras dos meses a

temperatura ambiente.

Para la separacion de los alcaloides de las aguas de desamargamiento se centrifugan 20
mL de caldo durante 10 minutos a 3.500 rpm. Se separa el sobrenadante y se basifica con
NaOH 2M hasta pH 12, y se vuelve a centrifugar durante 10 minutos a 3.500 rpm. El
sobrenadante obtenido se introduce en una columna Extrelut® NT 20. Tras al menos 15
minutos en la columna, se hacen pasar 2 x40 mL de CH,Cl, por la columna recolectando

la fase organica (fase alcaloidea). Una vez ha salido toda la fase organica, se hacen pasar
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por la columna 40 mL de etanol 96% con lo que se recupera la materia retenida en la

columna como una solucién agua-alcohol (fraccién no alcaloidea o hidrosoluble).

Ambas fracciones se llevan a sequedad a presién reducida. Una vez concentrada, la
fraccién alcaloidea se obtiene en forma aceitosa de color amarillo palido cuyo peso
promedio es 300 mg. La fraccién no alcaloidea presenta un aspecto de sélido amorfo de
color marrén cuyo peso promedio es 3 g. Ambas fracciones fueron redisueltas para su

andlisis por GC-MS y su evaluacién como insecticida.

Los andlisis de la fraccion alcaloidea se realizaron en un cromatégrafo de gases Agilent
GC B890N, equipado con un muestreador automatico (Autosampler 7683 series de
Agilent) y una columna capilar de alta resolucién Agilent J&W Scientifics DB-5ms
(30mx0.25mmx0.25um). El cromatdgrafo de gases esta acoplado con un espectrémetro
de masas Micromass AutospecQ, donde la fuente de ionizacién opera en modo de

impacto electrénico (El) a 70 eV. Los datos se adquieren desde 50 hasta 650 m/z.

El andlisis se lleva a cabo sobre 20 mL de la fracciéon soluble obtenida después de
centrifugar el caldo suministrado del lote 2B de 24-4-09 que contienen 4.6 g de materia
seca. De estos 20 mL se extraen con diclorometano 301 mg (6.5% de la materia seca)
una mezcla de alcaloides que se analizé por cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS), llegandose a detectar e identificar los alcaloides detallados en la Tabla 3
y cuyas estructuras se representan en la figura 2. Ademas en la tabla se describe el
tiempo de retencion, el pico molecular y otros iones caracteristicos cuya intensidad relativa
aparece entre paréntesis.

Cabe destacar la presencia abundante de lupanina (67%) ademéas de otros alcaloides
quinolizidinicos como se muestra en la Tabla 3. El cromatograma de la fraccion alcaloidea
se muestra en la Fig 1 y la estructura de los alcaloides detectados en la mezcla se
muestra en la Fig. 2. La presencia de lupanina como componente mayoritario de la mezcla

de alcaloides se confirma mediante los espectros de *C-RMN y "H-RMN.
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Tabla 3 Alcaloides detectados en la fraccién alcaloidea.

Tiempo P N
roporcion
Alcaloide retencién op-o M (38) lonas caractaristicos (%
. relativa (34)
{min)
. 193 (36), 150 (18}, 137 (100},
Espartaina 6.35 0.08 234 (36)
110 (24), 98 (100)
191 (31), 179 (50), 185 (100},
Amodandrina 7.69 0.49 208 (67) | 152 {27), 136 (584), 123 (62),
110 (70)
191 {100), 149 {43). 122 (38},
Albina 8.54 6.39 232 (28) {100) 43) (38)
110 (76), 80 (22), 55 {18)
183 {100), 150 {18), 112 (65},
Angustifolina 11.55 243 234 {1) f100) (16) (65)
94 (10}, 84 (10), 55 (17)
219 {7), 149 (55), 136 {100),
a-lsolupanina 11.81 0.44 248 (67) | 110(20), 98 (33), 84 (17}, 55
(31
219 (18), 148 (71}, 136 (100),
Lupanina 13.18 67.00 248 (74) | 122 (21), 110(41), 98 (47),
84 (28), 55 (65)
o 205 (81), 134 (10), 110 (23},
N-matilalbina 13.87 217 246 (10)

94 (26), 58 (100)

189 {10), 1862 (10), 148 (26),
Multiflorina 16.53 822 246 (74) | 134 (100), 122 (13), 110 (27),
97 (20), 83 (19), 55 (22)
234 (13), 150 (100), 136 (13),

17-Oxolupanina 15.98 0.41 282 (60) | 110(38), 97 (24), 84 (27}, 55
(36)
246 (55), 207 {9), 165 (44),
13a-Hidrexilupanina 17.00 7.05 264 (46} | 152 (100), 134 (33}, 112 (33),
55 (48}
13a- 19.48 0.61 262 (46) 184 {15), 150 (100}, 134 (15),
Hidroximultiflorina 110 (25), 82 (18), 55 (24)
13a- 246 (100), 231 {8), 148 (13),
2164 0.88 348 (1)

Tighoiloxilupanina 134 (27), 112{17), 55 (22)
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Se evalud la eficacia como insecticida de las fracciones alcaloideas a pH 5y pH 12 y las
no alcaloideas obtenidas de las aguas de desamargamiento de la semilla de lupinus frente

a pulgones de Toxoptera citricidus Kirkaldi.

La actividad insecticida se muestra en la Tabla 4 y en el diagrama de barras
correspondiente (Figura 3), donde se recogen los valores medios de eficacia Abbott para
los ensayos realizados con el caldo de desamargamiento (entrada 1), fraccion alcaloidea
después de neutralizar con acido acético hasta pH 5 (entrada 2), la fraccion alcaloidea sin
neutralizar con acido acético (pH 12, entrada 3), la fraccion no alcaloidea (entrada 4), y el
control (testigo tratado con agua, entrada 5), a las 24 y 48 horas después de la
intervencién. No se han recogido los resultados a las 72 horas debido a que la practica
totalidad de pulgones habian muerto dentro del intervalo anterior. Tampoco se establece
diferenciacion alguna entre estadios ninfales y adultos del pulgén debido a que no se

observo variacion alguna en el efecto obtenido por los preparados.

Estos resultados demuestran el excelente comportamiento como bioinsecticida tanto de la
fraccién alcaloidea como no alcaloideas (Figuras 3 y 4). La méaxima eficacia corresponde a
la fraccion alcaloidea a pH 5, seguido de la fraccion alcaloidea a pH 12 y de las aguas de
desamargamiento no fraccionadas. La fraccion no alcaloidea también muestra una
eficacia notable, ya que a las 72 h todos los insectos han muerto, actuando por un

mecanismo de accion diferente al causado por los alcaloides.

Los resultados de los extractos sobre el afido Toxoptera aurantii en brote de camelia se
recogen en la Tabla 5, sobre el pulgén Aphis pomi en manzano en la Tabla 6, y sobre el
psilido Ctenarytaina spatulata en brote terminal de Eucalyptos globulus se muestran en la
Tabla 7.
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Tabla 4. Actividad insecticida del caldo de coccitn de semillas de Lupinus albusy de las
fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a Toxoptera citricidus sobre brote de

limonaro.
Muestra Eficacia alas 24 h.d.t.2 Eficacia a las 48 h.d.t.
Caldo coccion 68.953 + 2 626 88.889 +0.000
Alcaloides pH 5 97.449 + 2,551 100.000 +0.000

Alcaloides pH 12

81.902 + 2.309

91.667 £2.777

Fraccién no alcaloidea

50.806 £ 1.826

750002778

Control

0.000 £ 0.000

0.000 £0.000

"horas después del tratamiento

Tabla 5. Actividad insecticida del caldo de coccion de semillas de Lupinus albusy de
las fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a Toxoptera auranti sobre brote de

camelia.
Eficacia a las 24 Eficaciaalas 48 Eficaciaalas 72
Muesira
h.d.t. h.d.t. h.dt.
Caldo coccign 80 100 -
Alcaloides pH 5 160 - -
Alcaloides pH 12 100 - -
Fracciénno
. 20 80O 90
alcaloidea
Control o 10 20
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Tabla 6. Actividad insecticida del caldo de coccién de semillas de Lupinus albusy de las

fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a Aphis pomi en manzano.

Muestra Eficacia a las 24 h.d.t. Eficacia a las 48 h.d.t.
Caldo coccion 75 100
Alcaloides pH 5 100 -
Alcaloides pH 12 95 100
Fraccién no alcaloidea 20 100
Control 0 15

Tabla 7. Actividad insecticida del caldo de coccién de semillas de Lupinus albusy de las

fracciones alcaloideas y no alcaloideas frente a Clenaryfaina spatulata sobre brote de

Eucalyptos globulus.
Muestra Eficaciaalas 24 hd.t. Eficaciaalas 48 h.d.t.
Caldo coccion 70 100
Alcaloides pH 5 100 -
AlcaloidespH 12 75 95
Fraccidn no alcaloidea 10 100
Control 0 10
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de estabilizaciéon de las aguas de procesado de semilla de Lupinus

spp y extracciéon de alcaloides caracterizado por llevarse a cabo en base a un

procedimiento que aborda las siguientes etapas:

A

La centrifugacién de los caldos de desamargamiento de la semilla de Lupinus
spp. para eliminar materia insoluble si la hubiera.

La adiciéon a la fraccion soluble obtenida después de la centrifugacién de
alguno de los siguientes elementos:

v' Benzoato sédico y pirosulfito de sodio E223.

v Pirosulfito de potasio E224,

v Hidrégenosulfito de sodio E222.

v Sulfito de sodio E221.

La conservacién a 5 ° Cy en la oscuridad con objeto de prolongar la actividad.

Extraccion alternativa de la fraccion alcaloidea y no alcaloidea.

Uso como biocida ecoldgico, tanto insecticida como fungicida, de los extractos

acuosos obtenidos mediante el procedimiento descrito en la reivindicacién 1 sin

acometer la extraccién de la fraccién alcaloidea y no alcaloidea.

Procedimiento de estabilizacién de las aguas de procesado de semilla de Lupinus

spp y extraccion de alcaloides segin reivindicacion 1, caracterizado porque en la

etapa D, el procedimiento de exiraccién de los alcaloides contenidos en los

extractos acuosos obtenidos en el tratamiento (remojo, coccién o lavado) de la

semilla de Lupinus sp, se lleva a cabo segun el siguiente proceso:

A

El uso de una matriz de tierras diatomeas macroporosas como soporte para la
extraccion liquido-liquido de los alcaloides contenidos en extractos acuosos de
Lupinus sp.

La elucién de los alcaloides con un disolvente organico inmiscible con el agua.
La posterior adicion a la matriz de un disclvente polar (etanol, agua) para la

recuperacion de una fraccion libre de alcaloides.
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4. Uso como biocida ecolégico, tanto insecticida como fungicida, de la fraccion

alcaloidea obtenida mediante el procedimiento descrito en la reivindicacién 1y 3.

5. Uso como biocida ecol6gico, tanto insecticida como fungicida, de la fraccién no

alcaloidea obtenida mediante el procedimiento descrito en la reivindicacion 1y 3.
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