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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue obtener sapogeninas de a partir de saponinas del mojuelo de
quinua (Chenopodium quinoa) mediante hidrolisis, evaluando las mejores condiciones que
permiten tener un mayor porcentaje, para lo cual se modifico el tiempo y la concentracion del
acido en el proceso de hidrolisis. Se compararon tres muestras de mojuelo provenientes de
empresas productoras de quinua, seleccionando la que presentdé mayor cantidad de espuma y
mayor tiempo de estabilidad. Para el proceso de extraccion se emple6 métodos estandarizados
basados en una combinacion de solventes y diferentes temperaturas; el crudo de saponina extraido
fue fraccionado por una columna de Sephadex LH20 y evaluado por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para verificar sus componentes. EI crudo de saponinas se hidrolizé con la
aplicacién de diferentes tratamientos y variando el tiempo de hidrdlisis (3, 6, 15 horas) y la
concentracion de &cido (1N, 2N, 3N), determinando, como estos factores influyen en el porcentaje
de rendimiento de sapogeninas. Para la separacion de los compuestos se empledé Cromatografia
de capa fina (CCF) y para caracterizar los grupos funcionales espectrofotometria Infrarroja. En
base al método de espuma se obtuvo que la muestra de mojuelo de quinua amarga proveniente de
Calpi present6 un porcentaje del 44.98 % de saponinas. En el estudio por HPLC se identificaron
dos tipos de saponinas. De los diferentes tratamientos aplicados para la hidrolisis, dos compuestos
fueron aislados Ssly Ss2 a concentraciones de 1N y tiempo de 15 horas y fueron caracterizados
por espectrofotometria Infrarroja. Finalmente, se recomienda proseguir el estudio con la

eludacion estructural por Resonancia magnética nuclear (RMN).

Palabras Clave
<<QUIMICA>> <<QUIMICA VERDE>> <<FUNDA FILTRANTE (METODO)>>,

<<SAPOGENINAS>>,  <<HIDROLISIS>>, <<QUINUA (Chenopodium quinoa)>>,
<<MOJUELO>>, <<ESPECTROFOTOMETRIA INFRAROJA (IR)>>
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SUMMARY

The purpose of the present research work was to obtain sapogenins from quinoa (Chenopodium
quinoa) saponins by hydrolysis, evaluating the best conditions that allow to have a higher
percentage, for which time and concentration of the acid in the hydrolysis process. Three samples
of hawthorn from quinoa producing companies were compared, selecting the one with the highest
amount of foam and the longest stability time. Standardized methods based on a combination of
solvents and different temperatures were used for the extraction process; The extracted saponin
crude was fractionated by a Sephadex LH20 column and evaluated by High performance liquid
chromatography (HPLC) to verify its components. The saponin crude was hydrolysed with the
application of different treatments and varying the hydrolysis time (3, 6, 15 hours) and
concentration. of acid (1N, 2N, 3N), determining how these factors influence the percentage of
sapogenin yield. Thin Layer Chromatography (TLC) was used to separate the compounds and to
characterize the infrared spectrophotometry functional groups. Based on the foam method, it was
obtained that the sample of bitter quinoa hawthorn from Calpi presented a percentage of 44.98%
of saponins. In it he studied by HPLC two types of saponins were identified. Of the different
treatments applied for hydrolysis, two compounds were isolated Ss1 and Ss2 at concentrations of
AN and time of 15 hours and were characterized by infrared spectrophotometry. Finally, it is
recommended to continue the study with the structural elution by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR).

Keywords:

<< CHEMISTRY >>, << GREEN CHEMISTRY >>, << FILTER COVER (METHOD)>>,
<<SAPOGENINS>> ~<<HYDROLYSIS>>, <<QUINOA (Chenopodium quinoa)>>,
<<HAWTHORN>>, << INFRARED SPECTROPHOTOMETRY (IR)>>
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INTRODUCCION

En los ultimos tiempos la quinua ha presentado relevancia a nivel mundial por su gran valor
nutricional, esta planta pertenece a la familia Amaranticea y a la sub familia Chenopodiace. La
semilla se considera un supercereal por contener altos porcentajes de proteinas (~15 %) también

contiene minerales, carbohidratos y vitaminas (Gil-Ramirez et al., 2018, p. 54).

La quinua es una planta procedente de Sudamérica, se halla distribuida ampliamente en la
cordillera de los Andes, los principales productores de quinua son Bolivia, Pert y Ecuador.
Presenta propiedades de adaptacion a diferentes climas, caracteristica que es aprovechada para su
cultivo. Estas peculiaridades realzan el valor nutritivo y medicinal por lo que estd siendo

empleado en la industria farmacéutica (Ahumada et al., 2016, pp. 438-469).

En Ecuador el cultivo de quinua (Chenopodium quinoa) ha ido creciendo en los Gltimos afios, con
producciones de 2400 toneladas e ingresos de $ 10 millones, acompafiado de los desechos
producidos durante el lavado o escarificado de la misma. Este trabajo se centrara en los desechos

solidos y su aprovechamiento, con la extraccion de saponinas (Magno, 2010, pp. 15-30)

El residuo o subproducto de la desaponificacién de la quinua, es un polvo de baja densidad cuya
coloracion depende de la variedad a la que pertenezca la quinua, e irritante para las vias
respiratorias. Quimicamente el mojuelo esta compuesto por saponinas triterpénicas los cuales

intervienen en el metabolismo y deterioran la absorcidn de nutrientes (Lozano Palacios, 2014, p. 37).

En el escarificado de la quinua existen niveles altos de saponinas de tipo oleano como: el acido
oleandlico, hederageninay el &cido deoxifiolaccagénico que son elucidados por técnicas de RMN.
Estos compuestos presentan actividades bioldgicas (membranolitica, hipocolesterolémica y
antinutricional) y farmacolégicas (antiinflamatoria, antifungica, antioxidante) (Flores et al., 2005,
pp.71-74).

La principal sapogenina presente en las semillas de la quinua es el acido oleandlico, ampliamente
estudiado por sus propiedades farmacoldgicas. El interés que se presenta va en aumento, siendo
asi que hoy en dia su precio es de 60 $ por cada 100 mg, en China en donde se emplea para tratar

trastornos del higado (Flores et al., 2005, pp.71-74).

El proceso de industrializacion de la quinua abarca diferentes etapas, primero se clasifica el grano
para eliminar residuos dafiinos, la escarificacion para eliminar la saponina y finalmente el

envasado del producto final (Quiroga Ledezma et al., 2010).



Las industrias de quinua ecuatorianas principalmente en Chimborazo no se preocupan por sus
aguas residuales, eliminandolas de una manera directa a efluentes que se encuentran conectada
directa o indirectamente al sistema de alcantarillado sanitario provocando un desequilibrio

ecoldgico en los sistemas acuaticos.

Las saponinas provocan un impacto directo sobre la vida acuética debido a que acttan sobre los
peces provocandoles una paralisis en las agallas (Hernandez Guzmén y Hermosilla Carazo, 2014, p. 77).
Una tonelada de mojuelo de quinua contiene aproximadamente 10 kg de saponinas disueltas en 6

m? de agua, resultando en una concentracion 1.5 kg/m? de saponinas desechadas (Mercado, 2010, pp.
13).

Las saponinas se encuentran principalmente en las semillas de la quinua, y en otras
concentraciones en las hojas y tallos de la planta, Ahumada et al. 2016, en su investigacion empled
plantas en sus diferentes etapas de crecimiento y de distinto tipo (amarga y dulce), siendo la

guinua amarga la que presenta valores mas altos de saponinas (Ahumada et al., 2016, pp. 438-469).

Estudios de Lozano M., et al., en el afio 2013, determinaron que los constituyentes mayoritarios
de C. quinoa son el acido oleandlico, oleanato de metilo, hederagenina y &cido fitolacagénico. De

igual forma, se informd que la obtencién de sapogeninas por hidrolisis dio resultados de 3.8%
(Lozano et al., 2013, pp. 115-121).

Rojas A., y Tapia R., mencionan que el resultado de la hidrdlisis del extracto seco de las saponinas
cuantificados por espectroscopia UV/ VIS fue de 99.68%, mientras que en la episperma de la

guinua se encuentra un 19.76% de sapogeninas (Avalos Rojas y Tapia Ramirez, 2011, pp. 1-40).

Mientras que, el estudio de Flores et al., present6 que el rendimiento de extraccion de sapogeninas
es del 3.8 % en el escarificado de la quinua, con la identificacion del cido oleandlico como genina

principal (Flores et al., 2005, pp. 71- 74).

El objetivo del presente trabajo fue aprovechar el residuo obtenido del escarificado de la quinua
(Chenopodium quinoa) y modificar quimicamente la saponina, a través de una hidrolisis &cida,
basandose en una basqueda bibliogréfica se eligié un método estandarizado para la extraccion,

purificacion e hidrolisis de las saponinas.

Esta investigacion aporta al proyecto de vinculacion institucional titulado “Disefio e
implementacion de un proyecto de produccidn, transformacion, comercializacién y promocion de

consumo de la quinua y sus derivados (proyecto interfacultades liderado por la facultad de



recursos naturales)”.

Se pretende que con el aprovechamiento de los residuos de la quinua se podria disminuir la
contaminacion de los efluentes cercanos a las empresas productoras de quinua, mejorando la

cadena sostenible de la industria.

La innovacion de este estudio, consiste en el aumento del rendimiento en el proceso de obtencion
de sapogeninas en la quinua controlando el tiempo y la concentracion de 4cido. Las sapogeninas
0 saponinas hidrolizadas poseen propiedades antioxidantes y surfactantes, razon por la cual son

utilizadas a nivel farmacéutico y veterinario.

Para evaluar los compuestos obtenidos a través de la hidrélisis del mojuelo de la quinua amarga
(Chenopodium quinoa), se procedid a caracterizar las saponinas hidrolizadas por espectroscopia
Infrarroja, cromatografia de capa fina y se calcul6 el rendimiento de sapogeninas resultantes
mediante métodos gravimétricos considerando la influencia del tiempo y la concentracion del

acido.

Los beneficiarios directos de este estudio son las empresas de procesado de quinua como
COPROVICH, ERPE, Maquita Cushunchic de la provincia de Chimborazo, ya que el objetivo es
contribuir al aprovechamiento de los subproductos generados durante el escarificado de la quinua.
La factibilidad del trabajo esta dada gracias a la contribucién del grupo de investigacion
GIPRONAF, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.



OBJETIVOS

Objetivo General

e Obtener y evaluar las saponinas hidrolizadas provenientes del mojuelo de la quinua amarga
(Chenopodium quinoa) a partir de una hidrolisis &cida.

Obijetivos Especificos

e Evaluar el proceso de mayor eficacia para la obtencion de saponinas del mojuelo de la quinua
amarga a través de una metodologia estandarizada.

o Determinar el tipo de saponinas obtenidas de la quinua amarga (Chenopodium quinoa) por
HPLC.

e Comparar los resultados en la obtencion de sapogeninas en la hidrélisis &cida considerando
factores como la concentracion del &cido y tiempo de hidrolisis.

e Caracterizar las sapogeninas extraidas a través de la Espectroscopia Infrarroja y
cromatografia en capa fina.



CAPITULO1

1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Quinua

El grano de la quinua presenta varias formas: cdnicas, cilindricas y elipsoidales. Se clasifica como
un pseudocereal, constituido por: endosperma, perisperma y episperma, siendo el dltimo la capa

externa que recubre el grano (Quiroga Ledezma y Escalera Vasquez, 2010 pp. 49-62).

1.1.1. Historia de la Quinua

La quinua proviene de las orillas del lago Titicaca, desde alli se extendi6 al altiplano y valles
interandinos, modificandose y adaptandose debido al clima, precipitaciones, latitud, altitud, entre
otros (Mujica, 2016, pp. 15-16).

En la actualidad se conocen nueve grupos de quinua: quinua del altiplano, quinua de valles
interandinos, salares, quinua de zonas aridas, secas, frias de costa, tropicales, parientes silvestres

y de altas precipitaciones (Mujica, 2016, pp. 15-16).

Gracias a la adaptabilidad agroclimatica de la quinua, se usé como fuente principal de alimento
en las culturas precolombinas siguiéndole el maiz y la papa. Se mejoraron sus ecotipos en Bolivia,
Ecuador, Colombia, Chile y Perd (Mujica, 2016, pp. 15-16).

1.1.2. Mayores productores de quinua

Bolivia, Per( y Ecuador son los mayores productores de quinua en Sudamérica, juntos produjeron

53.000 toneladas. Pero también es cultivada en Estados Unidos, Canada y el Reino Unido (Sanchez,
2012, pp. 1-119).



1.1.3. Caracteristicas de la episperma

Esta formado principalmente por cuatro capas: La capa externa es rugosa, se cae facilmente al ser
frotada y ahi se encuentra la saponina cuya cantidad depende del tipo de quinua al que pertenezca,
la segunda capa es muy delgada y lisa, la tercera capa es amarillenta, delgada y opaca, y la cuarta
capa, esta ligada al perisperma, compuesta por un estrato de células (Padron P. et al., 2014, pp. 54).

El embridn esta constituido por dos cotiledones y la radicula, ahi se encuentra el mayor porcentaje

de proteina y envuelve al perisperma (Padron P. et al., 2014, pp. 54).

1.1.4. Clasificacion de la quinua de acuerdo a su concentracion de saponinas

o Dulce (contenido menor de 0.11 % de saponinas) (Koziol, 1991, pp. 211-219).
. Amarga (mas de 0.11 % de saponinas) (Koziol, 1991, pp. 211-219).

1.1.5. Principales productos y elaborados a base de quinua.

La quinua gue se exporta sin saponina es consumida por sus propiedades nutritivas y buen sabor.
Ademas se han desarrollado muchos productos a base de quinua que se encuentran disponibles
en los mercados (Abugoch James, 2009, pp. 23-25).

Se procesan productos de la quinua con valor agregado, como: pan, galletas muffins, pasta,
bocaditos, bebidas, cereales para el desayuno, cerveza, comidas para bebes, harina de quinua,

entre otros (Ahamed et al., 1996, pp. 99-103).

Se desarrollaron espaguetis de quinua sin gluten con buenas caracteristicas con respecto a su
adhesividad y al momento de su coccién, pero no presentaba buenos resultados al ser horneado

en comparacion con el gluten de trigo (Caperuto et al., 2000, pp. 95-101).

1.1.6. Importancia de la quinua en el Ecuador.

En Ecuador la quinua es el principal producto exportado debido a que por su ubicacion geografica
y climatica no se ve afectada de una manera importante por plagas y enfermedades tipicas en otros

ambientes (PROECUADOR, 2015, p. 18).



En Carchi se produce el mayor porcentaje de quinua en todo el pais siguiéndole Imbabura y
Chimborazo. La quinua que es exportada es libre de sustancias amargas y ademas cuenta con una

certificacion organica y convencional (PROECUADOR, 2015,pp. 18).
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Figura 1-1: Distribucion de la produccién nacional de quinua.

Fuente: (MAGAP, 2015, pp. 34)

1.1.7. Variedades de quinua mas cultivadas en ecuador.

En 1986, INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador) con el
programa de cultivos andinos mejor6 algunas variedades de quinua con alto valor de saponinas

(>0.1%) (Nieto C. et al., 1992, pp. 25).

o INIAP-Imbaya
. INIAP-Cochasqui

Después de 8 afios se propuso obtener variedades con menor cantidad de saponina (<0.1%), y
obtuvieron la variedad INIAP-Ingapirca e INIAP-Tunkahuan. En 2008 se obtuvo la variedad
INIAP-Pata de Venado, como quinua dulce (Nieto C. et al., 1992, pp. 25).

Actualmente en el mercado se encuentra la variedad INIAP-Tunkahuan e INIAP-Pata de Venado
por su adaptabilidad climatica, menor cantidad de uso de agua en la desaponificacion por via

himeda y via seca (Mamani, 2016, pp. 126)



1.1.8. Vias de desaponificacion de la quinua

Por el contenido amargo de algunas variedades de quinua es necesario eliminar las saponinas de

la capa exterior; existen varias formas de desaponificacion de la quinua.

1.1.8.1. Desaponificacion por via himeda

La desaponificacion por via himeda consiste en lavados sucesivos de la quinua hasta observar la
ausencia de espuma, los problemas principales de este método es su alto consumo de agua por
ende altos gastos y por la contaminacion que produce (Nickel et al., 2016, pp. 139-143).

Las saponinas por tener carécter anfifilico su extraccion con solventes polares no tiene una

eficiencia al 100 %, ademas del alto consumo de agua y energia (Nickel et al., 2016, pp. 139-143).

Otro proceso por via humeda es el lavado con hidratacion, coccién y tostado de la quinua, esta

extraccion es ineficiente con la eliminacién del 17.42 % de saponinas (Nickel et al., 2016, pp. 139-
143).

1.1.8.2. Desaponificacion por via seca

El método de desaponificacion por via seca es usado para varios cereales como el trigo, el arroz
y la cebada. Es capaz de remover un 20% al 30% de saponinas del pericarpio. Siendo el mejor

método para la remocion de saponinas en la quinua (Chenopodium quinoa) (Improta and Kellems,
2001, pp. 2).

1.1.9. Mojuelo de quinua

Es el residuo o subproducto de la desaponificacion de la quinua, es un polvo de baja densidad
cuya coloracién depende de la variedad a la que pertenezca la quinua, es irritante para las vias
respiratorias. Quimicamente el mojuelo esta compuesto por saponinas triterpénicas, intervienen

en el metabolismo y deterioran la absorcion de nutrientes (Flores et al., 2005, pp. 71-77).

1.1.10. Valor nutricional de la quinua



La quinua contiene un alto valor nutricional con 20 aminoacidos esenciales, puede llegar
abastecer al organismo de proteina de alta calidad, tiene un 40% de lisina. Asimismo, un
porcentaje de grasa bajo y no tiene colesterol (Rodriguez Hernandez, 2015, p. 307).

La presencia de carbohidratos en la quinua es del 58 - 68 % ubicados en el perisperma. El almidon
presente es cristalino con un didmetro de 2 um y a temperatura ambiente es insoluble en agua,

presenta un indice glucémico bajo (Rodriguez Hernandez, 2015, p. 307).

Los minerales presentes en la quinua en mayor porcentaje son el fésforo, hierro, potasio, zinc y
en menores concentraciones manganeso y calcio, se pueden encontrar ademéas vitaminas,

polifenoles que reducen el nivel de lipidos (Rodriguez Hernandez, 2015, p. 307).

1.2. Saponinas

Es un metabolito secundario que pertenece a una amplia familia de compuestos constituidos por
un anillo terpenoide o esteroidal, (aglicona o sapogenina), sustituidos por oligosacaridos unidos

por enlaces glucosidicos dandole un caracter anfifilico (Heng et al., 2006, pp. 326-334).

La biosintesis de las saponinas empieza desde la condensacion de tres unidades de acetil- COA
para formar el acido mevalénico, el que se fosforilisa y descarboxila, asi el pirofosfato de 3-
isopentenilo isomeriza al pirofosfato de y,y-dimetilalilo y se producen procesos de sustitucion

nucleofilica.

En el 3-isopentenilo su enlace nucledfilo del pirofosfato desplaza al grupo pirofosfato de geranilo,
por la pérdida del protén, el monopreno se transforma en geraniol limoneno, mentol, etc., segun

las enzimas que tengan accion.

Si el pirofosfato de geranilo reacciona con un isopreno por accién de geranil transferasa se genera
un pirofosfato de farnesilo que es la base de los compuestos de 15 Carbonos, sesquiterpenos. Pero
si reacciona otra vez el farnesil pirofosfato con el pirofosfato de 3-isopentenilo se genera un

pirofosfato de geranil-geraniol (precursor de los di terpenos).

El acoplamiento cabeza-cabeza del pirofosfato de farnesilo se forma el escualeno que por accién

de la enzima escualeno sintasa genera terpenos como el dammarano, lupano, oleano, ursano, etc.
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Figura 2-1: Biosintesis de Saponinas de la quinua.

Fuente: (Alvarado Bonilla, 2015, pp. 21-22)

1.2.1. Clasificacion de las saponinas

1.2.1.1. Saponinas triterpenoides
Las saponinas triterpenoides tienen una configuracion de cuatro o cinco anillos de carbonos

unidos a oxigenos, su estructura base es el isopreno hasta formar treinta carbonos, todas las

moléculas se derivan del dammarano pudiendo ser Tetraciclicas o Pentaciclicas (Siller Juérez, 2012,
pp. 26-27)

1.2.1.2. Saponinas esteroidales

Las Saponinas esteroidales estan distribuidas en la familia de las monodicotiledoneas, estas

saponinas se dividen en dos grupos del espirostano y del furostanol (Siller Juarez, 2012, pp. 26-27).
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1.2.2. Efectos biologicos de las saponinas de la quinua

1.2.2.1. Actividad membranolitica

Las saponinas de la quinua causan un incremento en la permeabilidad de la mucosa del intestino

delgado, provocando la ruptura de las membranas (Gee et al., 1993, pp. 201-209).

1.2.2.2. Actividad hipocolesterolémica

Pasko et al., 2010, en su estudio alimenta ratas con grandes cantidades de fructosa y luego con
dosis pequefias de semillas de quinua, muestra que el colesterol disminuye en un 26%, LDL a

57% , los triglicéridos en 11%, y la glucosa en un 10% (Pasko et al., 2010, pp. 333-338).

1.2.2.3. Actividad adyuvante

El efecto adyuvante de las saponinas se debe a que ocasionan la permeabilidad de la mucosa, esto
ayuda a una atraccion del antigeno, por lo tanto, su viable uso como adyuvantes para vacunas

(Ahumada et al., 2016, p. 456).

1.2.2.4. Actividad antifungica

Las saponinas tienen una actividad fangica, por el grupo funcional de la aglicona. El oligosacarido
en C-3 juega un papel critico, tanto en la permeabilizacion, y en la propiedad antifingica de las

saponinas (Kuljanabhagavad and Wink, 2009, pp. 473-490).

1.2.2.5. Actividad molusquicida

La actividad molusquicida de las saponinas se estudiaron con pruebas en contra del GAS (caracol
manzana), con las cascaras de quinua no expusieron actividad hasta una concentracién de 35 ppm
de saponinas, pero el pretratamiento alcalino de las cascaras con una concentraciéon de 33 ppm

produjo la muerte completa de los GAS (San Martin et al., 2008, ppp. 310-319).
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1.3. Sapogeninas

Las sapogeninas triterpénicas se encuentran en el reino animal y vegetal, se presentan tres
estructuras quimicas de 30-45 Carbonos, en forma libre como ésteres o como parte de un glicésido
(Hernandez Royero, 1997, pp. 55-62).

El aglicon en las saponinas esteroidales (sapogenina) presenta el esqueleto tetraciclico
caracteristico de este tipo de compuestos, denominado gonano (ciclopentanoperhidrofenantreno)

si es saturado (Guerra de Ledn, 2005, pp. 5-6).

Su caracteristica estructural radica en la presencia de dos anillos adicionales que se originan a
partir del C-17 del esqueleto base, contenidos en dos planos perpendiculares entre si. EI dtomo
de carbono comun a estos dos nuevos anillos estd unido a dos atomos de oxigeno (estructura de
un cetal) por los que a esta “cadena” lateral se le ha dado el nombre de cadena espirocetélica

(Guerra de Leon, 2005, pp. 5-6).

HO
Aglicona R, R,
Acido oleandlico CH, CH,
Hederagenina CH,OH CH,
Acido fitolacagénico CH,OH COOCH,
Acido serjanico CH, COOCH,

Figura 3-1: Agliconas de saponinas triterpénicas de Chenopodium quinoa.

Fuente: (Madl et al., 2006, pp. 438-469)

1.3.1. Principales sapogeninas en la quinua

1.3.1.1. Acido Oleandlico

El &cido oleandlico esté presente en diferentes plantas de forma glicosidada o libre, (Cano Flores,
2013, pp 9-10). Este compuesto es de gran interés debido a sus efectos biologicos antinflamatorios

anticancerigenos, antimicrobianos, etc. (Li et al., 2014, pp. 4-11).
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Es un terpenoide pentaciclico usado y comercializado en China como hepatoprotector, una fuente
natural de acido oleandlico es en la fruta de olivo (Lozano et al., 2017, pp. 29-30). Su formula molecular

es CzoHas03, con un peso molecular de 456,70 g/mol (Lozano Palacios, 2014, pp. 63).

1.3.1.2. Oleanato de metilo

El oleanato de metilo es una sapogenina triterpénica de color blanco, de forma amorfa y soluble
en cloroformo, MeOH, EtOAc /E.P al 45% v/v. Su férmula molecular es C31HsoO3 con un peso

molecular de 470.73 g/mol (Lozano Palacios, 2014, pp. 65).

1.3.1.3. Hederagenina

La Hederagenina es una sapogenina triterpénica que puede poseer un residuo triglicosidado
(Herrera et al., 2007, pp. 87-89). Su estructura es cristalina y cristaliza con EtOACc/E.P, su férmula

molecular es C30H4s04 con un peso molecular de 472.36 g/mol. (Lozano Palacios, 2014, pp. 67).

1.3.1.4. Acido fitolaccageénico

El acido fitolaccageénico se presenta de forma amorfa blanquizca y gelatinosa en EtOAc, soluble

en metanol, su férmula molecular es C31H4s0s, Y tiene un peso molecular de 516.36 g/mol (Lozano
Palacios, 2014, pp. 70).

1.3.2. Importancia econémica

Las sapogeninas provenientes de la quinua son ingredientes naturales usados en la industria
cosmética, varias empresas como Chimex del grupo L’Oreal de Francia y Quinua Brasil, estan

presentando proyectos innovadores (Pajuelo, 2016, p. 29).

1.3.2.1. Quinua Brasil

Es una empresa ubicada en Sao Paulo que produce granos de quinua, pero en los dos Gltimos afios
comenzaron el proyecto de saponina, la extraen del agua de lavado de la quinua y lo presentan en

estado liquido (Pajuelo, 2016, p. 29).
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En la actualidad elaboran productos del extracto de la quinua, tienen lineas de productos capilares,
cuidados de la piel, productos bucales hasta productos de limpieza. Pero la saponina en
comparacion con el precio del lauril sulfato de sodio es cuatro veces mayor, actualmente se

comercializaa 5 $ el kg (Pajuelo, 2016, p. 29).

El uso de la saponina como ingrediente en diferentes productos, es beneficioso por ser
biodegradable, hidratante y no producir alergias idéneo para nifios. Los Ultimos estudios de esta

empresa estan encaminados en la comparacion del poliglucésido con la saponina (Pajuelo, 2016, pp.
29- 30).

En los cosméticos las saponinas como el &cido oleandlico, la hederagenina y el acido

fitolaccagénico les confiere las actividades funcionales en los mismos (Pajuelo, 2016, pp. 29- 39).

1.3.2.2. L’Oreal-Chimex
Desde el 2014 la materia prima de los productos de L Oreal procede de origenes renovables, y
en el 2015 empezd a apoyar la produccidn de quinua en Bolivia, para importar grandes cantidades

de mojuelo a Francia con el fin de utilizarlo en sus productos cosméticos (Pajuelo, 2016, pp. 30- 31).

El resultado de las investigaciones con el mojuelo muestra que la quinua posee propiedades

exfoliantes y Gtiles para su aplicacion en diferentes productos cosméticos. (Pajuelo, 2016, pp. 30- 31).

1.3.2.3. Greentech

Es un laboratorio biotecnolégico que en el 2012 empezaron sus estudios con las cascarillas de la

quinua para evaluar sus efectos reafirmantes y en el cuero cabelludo

1.3.3. Tipos de hidrolisis

1.3.3.1. Hidrolisis de saponinas

Las saponinas no resisten cambios de pH bruscos, pues provoca la ruptura del enlace O-
glucosidicos liberando azlcares y sapogeninas, esta caracteristica se aprovecha para la

cuantificacion y eludacion de las saponinas (Ahumada et al., 2016, pp. 442-443).
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Las saponinas al ser hidrolizadas dan dos o seis residuos de monosacéridos y una parte

carbonatada que es la aglicona del glicésido denominada sapogenina (Hernandez Royero, 1997, pp. 55-
62).
La sapogenina principal en la quinua liberada durante la hidrdlisis es el acido oleandlico, la

hederagenina y el &cido serjanico. (Ahumada et al., 2016, pp. 438-469)
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YHD A
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Ri R: Ry

1 Oleanolic acid CH; CHs H
1 Methyl oleanate CH; CHs CH;
3}  Hederagenine CH20H CHs H
4 Phytolaccagenic acid CH20H COOCH; H

Figura 4-1: Reaccién de la hidrolisis &cida en las saponinas de la quinua

Fuente: (Suxo et al., 2018, pp. 100-101)

1.3.3.2. Hidrolisis acida

La hidrolisis acida de saponinas puras suele usarse para la identificacion de la aglicona y sus

carbohidratos individuales (Kuljanabhagavad y Wink, 2009, pp. 483-484).

1.3.3.3. Hidrodlisis Basica

La hidrdlisis basica es un método convencional para la identificacion estructural de las
sapogeninas presentes en la quinua (Chenopodium quinoa) y para la obtencién de una

prosapogenina después de la escisién de un enlace éster (Kuljanabhagavad y Wink, 2009, pp. 483-484).

1.3.3.4. Hidrodlisis enziméatica

La hidrolisis enzimatica es la mas especifica para la ruptura del enlace glicosidico, con la enzima
adecuada (Kuljanabhagavad y Wink, 2009, pp. 483-484). La enzima que se utiliza es la B-glucosidasa,

este tipo de hidrolisis es monitorizada por TLC durante 4 a 5 dias (Ma et al., 1989, pp. 1135).
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4. Técnicas de investigacion quimica

1.4.1. Cromatografia en capa fina

La Cromatografia en capa fina o CCF tiene dos fases, una sélida que es la fase estacionaria que
tiene un grosor de entre 0.10 a 0.25 mm, para aislar compuestos el grosor debe estar entre los 0.5-
2.0 mm vy la fase movil es un liquido o solvente. Los soportes usados son vidrio, aluminio y

plastico por su flexibilidad. (Guarizo Franco y Martinez Yepes, 2013, pp. 101-102)

1.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion o HPLC consiste elementalmente por un sistema
de distribucidn para el disolvente, valvula de inyeccion para la muestra columna cromatogréfica,

detector, y un control del sistema para registrar datos. (Santiago Rivas, 2007, pp. 190-192).

Las columnas utilizadas para HPLC son de vidrio, acero y plastico, con longitudes de 5y 30 cm
y con diametros de 1-5 mm. Las columnas cromatograficas se degradan facilmente por lo que se
utilizan pre columnas que evitan que los compuestos no deseados lleguen a la columna de andlisis

(Santiago Rivas, 2007, pp. 190-192).

Cuando la columna se calienta la viscosidad de la fase mdvil disminuye reduciendo la presion, y

los tiempos de retencion (Santiago Rivas, 2007, pp. 190-192).

1.4.3. Cromatografia Preparativa

Se utiliza para la purificacion o separacion de componentes de interés, las columnas o placas
deben tener una buena cantidad de fase estacionaria, que usualmente se usan en analitica, en

cromatografia de papel preparativa se utiliza papel Whatman que tiene mayor cantidad de celulosa
(Villegas Caseres et al., 2006, pp. 3-7).

1.4.3.1. Cromatografia de Placa Preparativa

Se usan placas con un espesor de 2 mm generalmente. La muestra se coloca con aplicadores de

teflon que inyectan 10 microlitros a una longitud de 1 pulgada (Villegas Caseres et al., 20086, pp. 3-7).
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1.4.3.2. Recuperacion de componentes

Cuando ya se ha corrido la muestra en la placa cromatogréfica se revela con luz UV o con

reactivos quimicos, pero solo una pequefia parte de lamina (Villegas Caseres et al., 2006, pp. 3-7).

Se marcan las secciones donde se encuentre el compuesto de interés y se recorta para raspar esa
porcion de la placa, luego se concentra el compuesto por evaporacién reducida si se tiene

componentes termolabiles (Villegas Caseres et al., 2006, pp. 3-7).

1.5. Técnicas de identificacion quimica

1.5.1. Espectroscopia UV

Es una técnica analitica que determina la concentracion de un compuesto en una solucion, las
moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas midiendo la cantidad de luz absorbida (Diaz

etal., 2016, pp. 1-2).

Esta basada en las transiciones electrénicas, mas frecuentes son de un orbital no enlazante a uno

* o simplemente a un orbital © a uno n*, estos saltos requieren energias de 80 a 150 Kcal/mol
(Durst and Gokel, 1985, pp. 130).

«Peine» para
compensar el haz
Célula de
)* referencia M
Monocromador \
- -—--( —» | Detector
Lampara ¥ Célula con / Espejo l
)—n s _..A giratorio
Registrador

Figura 5-1 Diagrama de bloques de un espectrofotometro ultravioleta

Fuente: (Durst and Gokel, 1, pp. 141)
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1.5.2. Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja se basa en las interacciones de energia relativamente baja, es sensible
a los cambios de la geometria molecular es decir a la flexion y vibracion de los enlaces
interatomicos que necesitan energias de 2 a 15 Kcal/mol, la absorcion se encuentra entre los 4000
a 600 cm ! (Durst and Gokel, 1985, pp. 130).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Delimitacion del universo de la investigacion

La investigacion se ejecutd en los laboratorios de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo, en el laboratorio de Productos Naturales.

2.1.2. Origen de la materia prima

La materia prima utilizada fue el mojuelo de quinua amarga (Chenopodium quinoa),
proporcionada por la empresa Maquita Cushunchic ubicada en la parroguia Calpi del cantdn
Riobamba.

; @ -

atolica de Calpi & (552
R &

Iglesia Colonial ¢
Santiago de Calpi

(o |

4

equIEqol Y

Centro de Salud tipo B

@

- Planta Procesadora
@ de Quinua. Maquita... v

Carr Par

Google

Datos del mapa © 2019 Ecuador  Condiciones  Enviar comentario 100 M b

Figura 1-2: Mapa de la empresa Maquita Cushunchic.

Realizado por: Gabriela Balseca, 2019
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2.2. Disefio del experimento

El experimento de la investigacion se realiz6 con un disefio al azar, donde se control6 el tiempo
de hidrolisis y la concentracion del &cido, con el fin de determinar cuél es su efecto en el
porcentaje de rendimiento de sapogeninas durante el proceso de hidrélisis &cida en el crudo de

saponinas extraidas del mojuelo de la quinua amarga.

Tabla 1-2: Disefio experimental

EXPERIMENTO Factor 1 Factor 2 R1 R2 R3
Concentracion del | Tiempo de
acido Hidrolisis
1 1N 15 HORAS ri-1 r2-1 r3-1
2 1N 6 HORAS ri-2 r2-2 r3-2
3 1IN 3 HORAS ri-3 r2-3 r3-3
4 2N 15 HORAS ri-4 r2-4 r3-4
5 2N 6 HORAS ri-5 r2-5 r3-5
6 2N 3 HORAS ri-6 r2-6 r3-6
7 3N 15 HORAS ri-7 r2-7 r3-7
8 3N 6 HORAS r1-8 r2-8 r3-8
9 3N 3 HORAS ri-9 r2-9 r3-9

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019

2.2. Unidad experimental.

Se us6 un kilogramo de mojuelo de quinua en los diferentes analisis. Se requirieron 9 unidades

experimentales con tres repeticiones.

2.3. Materiales, equipos y reactivos.

Los materiales, equipos y reactivos utilizados durante todo el proceso del presente trabajo son

descritos en las tablas 2-2, 3-2, 4-2, respectivamente.
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2.3.1. Materiales

Tabla 2-2: Materiales de uso en el desarrollo de la investigacion

Materiales Cantidad | Descripcion

Embudo de vidrio simple 2 | Pirex, vidrio

Vasos de 250 ml 6 | Overol, Pirex vidrio

Vasos de 100 ml 4 | Overol, Pirex vidrio

Refrigerante 3| Vidrio

Balon esmerilado de 250 ml 3 | Overol, Pirex vidrio

Reverbero 3 | Metalico eléctrico

Mangueras 6 | Plastico

Vaso de precipitacion de 1000 ml 2 | Overol, Pirex vidrio

Kitasato 1 | Pirex vidrio

Embudo Buchner 1 | VG, mediano modelo 3-3504

Embudo de separacion 2 | Embudo de separacion Squibb con llave
de teflon

Tubos de centrifuga 36 | HACH

Tubos de ensayo 36 | Pirex vidrio

Gradilla 2 | Metalica

Cristalizadores 4 | Pirex vidrio

Pipetas Gradadas de 10 ml 5 | Overol, Pirex vidrio

Frascos de vidrio 5| Vidrio

Probetas 100ml 2 | Overol, Pirex vidrio

Papel Aluminio 2 | rollos

Toallas absorbentes 2 | rollos

Espétula 2 | Espatula de cucharilla

Cémara cromatogréafica 1| Vidrio

Tamices 2 | Metélicos

Placas Cromatograficas 5 | Fluka, Silica gel matrix con indicador de
fluorescencia 254 nm

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019
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2.3.2. Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos de uso en el desarrollo de la investigacion

Reactivos Pureza Aplicacion
Metanol Quimicamente puro Cristalizacion y precipitacion del
almidon
Acido Clorhidrico 3 N Para analisis Hidrolisis
Hidroxido de Sodio 1N Para analisis Hidrolisis
Acetato de etilo Quimicamente puro Cromatografia preparativay TLC
Acido férmico Quimicamente puro Cromatografia preparativay TLC
Acido sulfarico Para analisis Revelador
Reactivo de Lieberman . o .
Buchard Para analisis Identificacion de triterpenos
Reactivo de Yodo Para analisis Identificacion de almidon
Vainillina al 5% Para analisis Revelador
Acido sulfurico al 5% en Para analisis Revelador
Etanol Para andlisis Preparacion soluciones
Tolueno Quimicamente puro Cromatografia preparativay TLC
Fehling A Para analisis Identificacion de azlcares reductores
Fehling B Para analisis Identificacion de azlcares reductores
Agua Bidestilada Todo el proceso

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019

2.3.3. Equipos

Tabla 4-2: Equipos de uso en el desarrollo de la investigacion

Equipos Descripcion

Estufa Memert, modelo SBN 400
Rotavapor Heildolph, modelo 560-01510-00
PHmetro Fisher Scientific, modelo AB150
Centrifuga DYNAC, modelo 0101

Espectrofotémetro Infrarrojo

Jasco, modelo FT/IR-4100

Balanza analitica

RADWAG, modelo As 220. R2

Bomba de vacio

Gast, modelo 1HAB-25-M109X

Desecador Borde plano con tapa y placa de porcelana
Vortex Gallenkamp Spinmix, modelo S1.100
HPLC Agilent 1100 series

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019
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2.4. Proceso de obtencion de sapogeninas

2.4.1. Seleccion de la muestra

Se realiz6 una comparacion previa de tres muestras provenientes de: Maquita Cushunchic,
COPROVICH, y de quinua roja de Bolivia, se aplic6 la prueba afrosimétrica respectivamente,
con el fin de seleccionar la que tenga mayor contenido de saponinas para proceder con los

siguientes andlisis de la investigacion.

El método de espuma se siguio de la siguiente manera, se pes6 0,5 g de mojuelo (+ 0,0001 g) en
un tubo de 16 cm X 16 mm de didmetro, se afiadié 5 ml de agua destilada y se agit6 por 30

segundos. Se reposo los tubos de 5 a 10 segundos y se registrd la altura de la espuma (Koziol, 1991,
pp. 217-218).

Se aplicé la siguiente formula, para expresar en porcentaje, la cantidad de saponinas:

_ (0.646 x h) — 0.104
5= mx 10

Ecuacién 1-2: Determinacién de % saponinas

Fuente: ((INEN), 1988, p. 3)

Donde:
Ps: porcentaje de saponinas (%)
h: altura de la espuma (cm)

m: masa de la muestra (g)

2.4.2. Obtencién de crudo de saponinas

Para la obtencién del crudo de saponinas se siguié la metodologia descrita por Lozano et al., 2012,
con una ligera modificacion, solo se utilizé como solvente de extraccion agua mas no la mezcla

de EtOH/H>0 como sugiere la técnica.

Se partié de 100 g de mojuelo, tamizado con anterioridad, se coloco en una bolsa de tela
(simulando una bolsita de té) se sumergio6 en un litro de agua a 30 °C por 3 horas con agitacion

constante (Lozano et al., 2012, p. 133).
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El liquido remanente se filtrd y después se precipitd el almidon con etanol caliente, posteriormente
se centrifugd el liquido como indica Bonifaz, 2010, por cinco minutos a 5000 rpm, se filtr6 con
zeolita y finalmente se llevé a sequedad, se obtuvo un polvo amarillento que se peso para calcular

el rendimiento (Bonifaz, 2010, p. 64).

El porcentaje de rendimiento se calculé con la siguiente férmula:

. Peso final
% Crudo de saponina = Peso de partida X 100

Ecuacion 2-2: Determinacion de rendimiento de saponinas

Fuente: (Flores et al., 2013, pp. 47-51)

2.4.3. Analisis cualitativo de saponinas por HPLC

2.4.3.1. Purificacion por CC de relleno Sephadex LH-20

Primero se prepard la columna, se pes6 12.5 gramos de Sephadex LH-20, se diluy6 en acetona
suavemente para no romper el polimero, se dejé hidratar por al menos tres horas. Para el
empaquetamiento de la columna se coloco lana de vidrio y se agregd el Sephadex LH-20 con

ayuda de una pipeta pasteur de manera circular (Carr et al., 1971, p. 358).

Se prepar6 la muestra diluyendo 0.24 gramos del crudo de saponina en 25 ml acetona y se colocd
suavemente de manera circular para que corra en el Sephadex, el disolvente se adicion6 a 4 cm

por arriba de la fraccion superior del Sephadex (Carr et al., 1971, p. 358).

La altura del disolvente se mantuvo colocando el depdsito con el solvente en la parte superior de
la columna. Con la aplicacion del disolvente que contiene la muestra, se recogieron fracciones de

5 ml hasta que ya no exista la presencia de la muestra (Carr et al., 1971, p. 358).

2.4.3.2. Control por CCF
En el control por CCF de las fracciones se utilizo placas de silica gel en soporte de aluminio,
como fase moévil BAW (BuOH - AcOH - H;0, 65:35:15). El agente revelador fue una mezcla de

vainillina al 0.5% y acido sulfurico al 5% en EtOH (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008, p. 524).
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El valor de Rf se calculé con la siguiente formula:

Distancia recorrida por el soluto
"~ Distancia recorrida por el solvente

Rf

Ecuacion 3-2: Determinacion del Rf

Fuente: (Vyas and Argal, 2014, p. 189)

2.4.3.3. Anélisis en HPLC

Para el analisis de la separacidn de saponinas se emple6 el equipo HPLC Agilent 1100 series. Se
siguié la metodologia de Lozano et al., 2012, que consistié en determinar las condiciones
instrumentales a una temperatura de 37 °C, longitud de onda a 220 nm, y volumen de inyeccién a

15 pl (Lozano et al., 2012, p. 137).

Se inyectd la muestra preparada a una concentracion de 10 ppm en agua bidestilada de la fraccion
mayoritaria, la fase mdvil usada fue acetonitrilo que fue desgasificada con ultrasonido por 5
minutos, y a un flujo constante de 2 pl/min durante 15 min, se usé una columna Kromasil RPC18

de 457mm X 2mm (Lozano et al., 2012, p. 137).

2.4.4. Hidrolisis de las saponinas

Para la hidrdlisis de las saponinas se siguié la metodologia de Lozano Palacios, 2014. Se tomd
cinco gramos del crudo de saponinas y se diluy6 en 50 ml de agua desionizada, se agreg6 25 ml
de HCI 1N, se dejo6 en reflujo por 15 horas, y la temperatura del reflujo a 80°C (Lozano Palacios,
2014, p.59).

Se tomd y refrescé el precipitado con agua y se igual6 el pH a 5- 6.5, se secd a una temperatura
de 40 a 50°C por seis horas. Se pesO las sapogeninas obtenidas, finalmente se purificé por
cristalizacion con metanol caliente. El proceso de precipitacion y cristalizacion se repiti6 tres
veces. Para el calculo del porcentaje de rendimiento se uso la ecuacion 2-2 (Lozano Palacios, 2014, p.
59).
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Se control6 el tiempo y la concentracidn del acido para determinar si existe un efecto significativo
en el porcentaje de obtencion de sapogeninas. Para la concentracion del acido se utilizd
concentraciones de 1N, 2N y 3N, que se combinaron con diferentes tiempos de hidrolisis de 15,
6 y 3 horas. Cada ensayo se repitio 3 veces y se controlaron por CCF.

2.4.4.1. Control por CCF

Para el control por CCF de las sapogeninas totales se utilizo placas de silica gel en soporte de
aluminio, como fase movil Acetato de etilo — Tolueno - acido férmico (50:50:10). El agente
revelador fue vainillina al 5% y é&cido sulfrico al 5% en EtOH (Wagner y Bladt, 1996, p. 336). El Rf

correspondiente se determind con la ecuacion 3-2.

2.4.5. Purificacion de sapogeninas mediante placas preparativas

Se tomo 0.010 gramos del crudo de sapogeninas y se diluy6 en 10 ml de acetato de etilo, con
ayuda de una punta de vidrio se sembrd la muestra en una placa cromatografica pre-recubierta de
silica gel de 20 x 10 cm, se usé la fase mévil compuesta por acetato de etilo, tolueno, y acido
formico en relacién 50:50:10 (Wagner y Bladt, 1996, p. 336).

Se reveld solo un extremo de la placa, con vainillina al 0.5% y acido sulfarico al 5% en EtOH,
hasta Ilegar a los 120 °C. Una vez revelado se sefial6 con un lapiz los compuestos de interés
denominados Ss1 y Ss2; se recortd y raspd las regiones marcadas. Se lavé repetidas veces con
acetato de etilo y se dejo secar (Torres Gémez, 2011, pp. 15-22).

Se tomo las muestras secas para ser leidas en el espectrofotémetro infrarrojo.

2.4.6. Lectura en el espectrofotometro infrarrojo

Los compuestos Ss1 y Ss2 fueron aislados mediante cromatografia preparativa. Los espectros
fueron leidos en el Espectrofotometro Infrarrojo Jasco, modelo FT/IR-4100, del laboratorio de
quimica analitica de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, y luego se compar6 con

espectros ya existentes de bibliografia.

Para el respectivo analisis se tomd la muestra solida y se colocé en el equipo para que los espectros

fueran registrados en absorbancia 4 000 a 400 cm™,
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2.4.7. Identificacion cualitativa de los siguientes metabolitos de interés

Se realiz6 ensayos convenientes para la identificacion de Triterpenoides, saponinas, azucares, y

sapogeninas.

2.4.7.1. Ensayo de Liebermann-Burchard

Fundamento: Identifica triterpenoides o esteroides.
Proceso: Se tom¢ una alicuota del extracto seco de la muestra y luego se le adicion6 1 ml de
anhidrido acético y 1 ml de acido sulfarico concentrado por las paredes del tubo de ensayo. Es

positivo si cambia de coloracion a violeta (Pooja and Vidyasagar, 2016, p. 40).

2.4.7.2. Ensayo de Fehling

Fundamento: Reconoce la presencia de azlcares reductores.
Proceso: Se disolvié la muestra y se adiciond6 3 ml del reactivo Fehling A y Fehling B
respectivamente, luego se calenté a bafio maria por cinco minutos, la prueba es positiva si se

forma un precipitado rojo. Fehling A y Fehling B se prepararon de la siguiente manera (Durst y
Gokel, 1985, p. 144).

o Fehling A: Se disolvi6 34,66 g de sulfato clprico, en agua para obtener 500 ml (ANMAT,
2003, p. 604).
o Fehling B: Se diluy6 173 g de tartrato de sodio, potasio cristalizado y 50 g de hidroxido

de sodio en agua 500 ml (ANMAT, 2003, p. 604).

2.4.7.3. Ensayo de Lugol

Fundamento: Identifica la presencia de almidén en la muestra.
Proceso: Se colocd dos gotitas de yodo en una alicuota de la muestra. El ensayo es positivo si se

torna de una coloracion azul intensa (Martin-Sanchez et al., 2013, p. 35).

2.4.7.4. Ensayo de espuma

Fundamento: Permite identificar la presencia de saponinas en una muestra.
Proceso: Se peso 0.5 g de muestra, se afiadié 5 ml de agua destilada y se agito robustamente por

30 segundos. Se dejo reposar los tubos de 5 a 10 segundos y se leyo la altura de la espuma,
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utilizando una regla con precision de 0.1 cm (Koziol, 1991, pp. 217-218).

2.5. Métodos y técnicas

2.5.1. Método cientifico.

Condiciones adecuadas para la obtencion de un buen porcentaje de sapogeninas provenientes del
mojuelo de quinua.

2.5.2. Método estadistico.
El disefio de la investigacion fue experimental, con un disefio al azar, con la manipulacion de las

variables tiempo de hidrdlisis y concentracion del acido, los resultados de los diferentes

tratamientos se analizaron con ANOVA. Se emple6 el software estadistico minitab y Excel.
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CAPITULO 111

3. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS.

3.1. Seleccién de muestra

En la tabla 1-3 se observan los resultados de la prueba afrosimétrica, la muestra de Maquita
Cushunchic presenta 41.91 %, COPROVICH 11.44 % y la quinua roja de Bolivia 26.43 % de
saponinas, respectivamente. Unicamente la muestra de Maquita Cushunchic presentd espuma

estable y con altura considerable a comparacion de las otras muestras analizadas.

Estos resultados son semejantes al de Lozano et al., 2012 que muestra resultados de 37.9% —

57.0% de saponinas en el escarificado (Lozano et al., 2012, pp. 134-136).

Tabla 1-3: Resultados del indice afrosimétrico

Altura de
NO
Muestra o laespuma | Promedio | Saponina %
Repeticiones
encm
_ 1 3.9
Magquita
2 3.6
Cushunchic 3.6%0.3 4191
3 3.3
1 1.3
COPROVICH 2 0.9
1.1+0.2 11.44
3 11
_ o 1 2.2
uinua roja de
© ) 2 2.1
Bolivia 2.33+£0.3 26.43
3 2.7

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019

El estado fisico del mojuelo de Maquita Cushunchic fue homogéneo similar a la muestra de
quinoaroja de Bolivia, mientras que el mojuelo de COPROVICH contenia impurezas como ramas
y granos. Por esta razén se selecciond la primera muestra como la mas apta para continuar con la

investigacion. Los célculos pertinentes se encuentran detallados en el anexo C.
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3.2. Obtencidn de crudo de saponinas

Se inici6 el proceso con soluciones extractivas de mezclas EtOH/H,0 en diferentes proporciones
(50/50, 75/25, 25/75), sin embargo, solo se utilizo el solvente con H,0, debido a que la mezcla
EtOH/H,0 provocaba que la cantidad de espuma y la estabilidad disminuyese, e interferia en los
resultados del indice afrosimétrico dando falsos positivos.

Salager et al. 1999 explica en su estudio que la presencia de sustancias como alcohol o éter
reducen considerablemente la estabilidad y formacion de la espuma, pues reducen el efecto Gibbs-

Marangoni (Salager et al., 1999 p. 7).

La estabilidad de la espuma esta condicionada por el efecto Gibb-Marangoni, que aumenta la
resistencia del film viscoelastico, que esta formado por interacciones electrostaticas, hidrofébicas
y puentes de hidrégeno, si se deforma esta pelicula liquida la coalescencia de la burbuja es

inevitable (Mangas Alonso et al., 2010, pp. 245-250).

Posteriormente, los resultados de la extraccion a temperaturas de 70 °C, 45°C y 30°C, mostraron
que a mas altas temperaturas la solucidn se tornaba viscosa y turbia, interfiriendo en el proceso
de filtracion. Mientras que a temperatura ambiente no existio inconvenientes para el filtrado, por

lo que se determind la temperatura ambiente como la dptima para seguir con el estudio.

Las temperaturas altas hacen que el almidon de la muestra se gelatinice, como indica Espitita et
al. 2016, a partir de los 35 °C en adelante aumenta la viscosidad, entrando al rango de

gelatinizacién, con un mayor pico de viscosidad a los 90 °C (Espitia et al., 2016, pp. 32-34).

El almidon empieza a suspenderse por el proceso de gelatinizacién aumentando la viscosidad con
una disrupcién y perdida de cristalinidad por la desnaturalizacién de la molécula. En las zonas
amorfas del granulo los puentes de hidrégeno intermoleculares vibran y se rompen, como

consecuencia ocurre una absorcién irreversible de agua ligandose a la estructura (Pineda et al., 2010,
pp. 131-132).

En la CCF se obtuvo Rf de 0.79, 0.697 y 0.58, se presentaron manchas definidas y nitidas con
coloraciones violetas y amarillas, los resultados son consistentes con los sefialados por Wagner y
Bladt, 1996, quienes afirman que las saponinas triterpénicas presentan zonas de color marrén o
violeta en el rango de 0.2-0.75. Ademas de algunas zonas violetas adicionales de Rf, en un rango

de 0.75-0.8, y Rf de 0.05-0.45 (wWagner y Bladt, 1996, p. 317), cOmo muestra la fig. 1-3.
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Finalmente, con la ecuacion 2-2 se obtuvo un porcentaje del 44.98 % p/p de crudo de saponinas
en relacién con las presentadas en el mojuelo. Este resultado supera los datos expuestos por
Lozano et al. 2012, quién indica que él % saponinas en el mojuelo de quinua varia desde los 37
% hasta 57 % (Lozano et al., 2012, p. 131).

Figura 1-3: Placa cromatografica de silica gel de saponinas, fase mévil: BAW (65:35:15)

Fuente: Balseca Gabriela, 2019

3.3. Analisis cualitativo de saponinas por HPLC

3.3.1. Purificacion por CC con relleno de Sephadex LH-20

Primero, se determind las condiciones para la fase estacionaria (Sephadex LH-20), calculando el

volumen de soporte de la columna y la cantidad de muestra a utilizar.

Se realizd pruebas de solubilidad del crudo de saponinas, para establecer la fase movil, siendo
solubles en agua y en acetona, e insolubles en metanol. El resultado de las pruebas de solubilidad
concuerda con la explicacién de Mac Donald et al., 2017, quien indica que la solubilidad de las
saponinas en agua esta facilitada por la presencia de grupos polares en la aglicona, y su alto peso

molecular (Mac Donald et al., 2017, p. 33).

Luego de proceder como se indicé en la seccion 2.5.3.1 se recolectaron 100 fracciones (5ml cada
una) para ser analizadas por TLC. Las muestras fueron colocadas en la placa se usé como fase
movil BAW (65:35:15) y se revel6 con vainillina al 5% y acido sulfdrico al 5% en EtOH a una

temperatura de 120 °C.
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Figura 2-3: Placa cromatografica de silica gel de saponinas, Fase mévil: BAW (65:35:15)

Fuente: Balseca Gabriela, 2019

De las 100 fracciones obtenidas se agruparon aquellas con Rf igual; las seis fracciones semejantes
fueron concentradas en el rotavapor, a continuacion, se pesé y se coloc6 en un desecador. La

primera fraccién se obtuvo en mayor cantidad considerandose para los siguientes analisis.

3.3.2. Andlisis por HPLC

La caracterizacion por HPLC se realizd en base a la metodologia de Lozano et al, 2012. Primero
se inyectd una solucion de saponinas a una concentracion de 10 ppm y se obtuvo un
cromatograma con dos picos en tiempos de retencién (Tr) diferentes, el primer pico apareci6 a
los 1.050 minutos con un area de 324.7280, y el segundo a los 2.016 minutos con un area de

597.3060, se utilizé una columna Kromasil RPC18 (Lozano et al., 2012, p. 137).

El primer tiempo de retencion indica que el compuesto tiene una polaridad mayor a la del segundo,
se puede especular que se debe a la cantidad de azlcares unidos a la estructura. Oleszek et al.,
1990, indica que las saponinas son mono y bisdesmosidicas, y presentan dos picos representativos
uno pequefio y uno grande como los que se muestra en la fig. 3-3 (Oleszek et al., 1990, p. 115).

P
|
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Figura 3-3: Cromatograma HPLC de saponinas

Fuente: Balseca Gabriela, 2019
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3.4. Obtencidn de crudo de sapogeninas

Para la hidrolisis de la saponina se corrigio la temperatura del reflujo, se fij6 en 80°C, pues a
temperatura ambiente se conseguia una hidrélisis incompleta, se utiliz6 como catalizador de la
reaccion el calor como indica Lozano Palacios, 2014, de igual forma por cada gramo de crudo de

saponinas se usé 25 ml de &cido (Lozano Palacios, 2014, p. 59).

Para el disefio estadistico se varié el tiempo de hidrolisis (3h, 6h y 15h) y la concentracién del
acido (1N, 2Ny 3N). Los resultados de los diferentes tiempos de hidrélisis muestran que a menor
tiempo la hidro6lisis no fue completa, en el control de CCF las manchas no fueron definidas y
tenian largas colas. A las 15 horas se obtuvo cromatografias con resolucién en sus manchas y

ausencia de colas.

En lo referente a la concentracion del acido Dominguez et al., 2011, indica que la velocidad de
reaccion (k) tiene una conducta exponencial solo para las concentraciones pequefias debido a una
degradacion de los azlcares reductores, por esta razén la concentracién 1N tuvo mejores

resultados (Dominguez et al., 2011, p. 156).

Tabla 2-3: Resultados de la manipulacién de tiempo de hidrolisis y concentracién del &cido

No | Peso de Tiempo de | Concentracion | Peso promedio | Rendimiento
saponinas | hidrolisis de HCI de (%)
(9) (horas) sapogeninas
(9)

1 1.0021 3 IN 0.3477 +0.0001 34.70
2 1.0017 3 2N 0.3482+ 0.0002 34.76
3 1.0020 3 3N 0.3509 + 0.0001 35.01
4 1.0010 6 IN 0.3780 + 0.0001 37.76
5 1.0008 6 2N 0.3853 + 0.0002 38.50
6 1.0001 6 3N 0.4381 + 0.0001 43.80
7 1.0008 15 IN 0.4411 + 0.0001 44,03
8 1.0018 15 2N 0.4376 + 0.0002 43.68
9 1.0005 15 3N 0.4552 + 0.0003 4550

Elaborado: Balseca Gabriela, 2019

El tratamiento con resultados estadisticamente significativos fueron 1N y 15 horas, el cual
presentd un elevado porcentaje de rendimiento (tabla 2-3). Los cristales obtenidos fueron de color
blanquecino con una forma irregular y un punto de fusion de 312-314°C, concordante con Lozano

Palacios, 2014, (Lozano Palacios, 2014 p. 62-63).
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Gréfico 1-3: Comparacion de los rendimientos obtenidos en los diferentes tratamientos

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019

Como se observa en el gréafico 1-3 los datos muestran rendimientos representativos desde el
tratamiento a las 6 horas y con una concentracién de 3N, sin embargo, el mejor tratamiento se

selecciono en funcion del andlisis estadistico con ANOVA vy estimacion de las betas.

En la tabla 3-3 del analisis ANOVA se observa gue el efecto lineal de la concentracion y el efecto
cuadratico del tiempo influyen de manera significativa en el porcentaje de obtencion de
sapogeninas. Mientras que la estimacion de las betas permite identificar que el mejor tratamiento

se da a mayor tiempo y menor concentracion para la obtencion de saponinas hidrolizadas.

Tabla 3-3: ANOVA con los factores (tiempo, concentracion y la interaccion de ambos).

F.V SC ol CM Fo P-VALOR
A 0,00606209 2 0,00303104 8,16668729 0,002992293 | Ho se
rechaza
B 0,05188357 | 2 0,02594178 69,896738 3,27099E-09 | Ho se
rechaza
AB 0,00330218 4 0,00082555 2,2243074 0,107065207 | Ho no
rechaza
ERROR 0,00668065 | 18 0,00037115
TOTAL 0,06792849 | 26

Elaborado: Balseca Gabriela, 2019

El gréfico 2-3 indica que la interaccion del efecto lineal AB, es significativo, debido a que las
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lineas del grafico se entrelazan de forma instantanea. Siendo A el tiempo y B la concentracion del

acido, concordante con los resultados del ANOVA.

INTERACCION AB

1,5
o Sg= =0

1

0,5

0
-1 0 1

Gréfico 2-3: Gréfica de efectos significativos de la relacion entre en tiempo de
hidrdlisis y concentracion del acido

Realizado por: Balseca Gabriela, 2019

Finalmente, se obtuvo un porcentaje de obtencién de 45.50% p/p en relacion con el crudo de
saponinas, que se determind gravimétricamente con la ecuacién 2-2, este porcentaje supero el
obtenido por Lozano Palacios, 2014, que obtuvo un rendimiento del 41% de sapogeninas (Lozano
Palacios, 2014, p. 57). Este resultado se puede deber al cambio de solventes extractivos, y la

temperatura usada.

3.4.1. Control por CCF

En la CCF de las sapogeninas totales se obtuvo valores Rf de 0.86, 0.44 y manchas definidas con
coloraciones moradas como indica Torres GOmez, 2011 (Torres Gémez, 2011, pp. 23-24), estos
resultados coinciden con los sefialados por Wagner y Bladt, 1996, quienes afirman que la B-bn

hederagenina tiene un Rf ~0.75 y el 4cido oleandlico un Rf de ~0.48, (Wagner and Bladt, 1996, p. 322).
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Figura 4-3: Placa cromatogréafica de sapogeninas con FM. AcEt-TOL-Ac. férmico
(50:50:10).

Fuente: Balseca Gabriela, 2019

3.4.2. Purificacion de sapogeninas mediante placas preparativas

Mediante la metodologia descrita en la seccién 2.5.5 se obtuvieron dos compuestos Ss1 y Ss2
similares a los obtenidos en el estudio de Chen et al., 2008, quién obtuvo geninas a través de una
hidrdlisis. Estos fragmentos generados posiblemente se deban a la pérdida de CH; y CHO con un

reordenamiento del grupo carboxilo del C16 (Chen et al., 2008, pp. 74-82).

3.4.3. Lectura en el espectro infrarrojo

3.4.3.1. Resultados del espectro infrarrojo del compuesto Ss1

El compuesto Ss1 present6 una banda fuerte y ancha entre 3336 cm correspondiente a un grupo
-OH alcohdlico. De igual forma una banda estrecha de intensidad media alrededor de los 2883.06

cm® del grupo CHs-CH> que se deriva de las vibraciones simétricas del grupo CHo.

La banda del grupo de metilos geminales en los 1366 cm™ se presentaron en forma de bandas
largas e intensas en los 1075 y 1027.87 cm™ debido al estiramiento de las vibraciones del grupo
C-O del acido carbénico, en los 1366 cm™ aparece una cinta caracteristica, que deriva del grupo
CHs.

En los 1745.09 cm™ se presentd una banda fuerte del estiramiento de C=0, sugiriendo la

existencia de un grupo carboxilico cerca de un doble enlace.

Estas bandas caracteristicas corresponden con la estructura del &cido oleandlico, segun la

comparacion con el espectro de Vyas y Argal, 2014, (Vyas y Argal, 2014, p. 190).
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3.4.3.2. Resultados del espectro infrarrojo del compuesto Ss2

El espectro de IR del compuesto Ss2 presentd una banda fuerte y ancha en los 3388 cm
correspondiente a un grupo hidroxilo. En 1643.05 cm™ se presenté una banda fuerte del
estiramiento de C=0, sugiriendo la existencia de un grupo carboxilico cerca de un doble enlace.

Se presentaron bandas intensas y largas a los 1069 - 700 cm® que sefialan la presencia de dobles
enlaces, el doblete de la banda en 1543.74 cm sugerente a un OH primario y un arménico de los
cicloalcanos entre 1643.05y 1231.33 cm™,

Una banda intensa en los 2877 cm™ con la vibracion de CHs-CHg, una sefial larga e intensa a los
887 cm® de anillos aliciclicos juntos. Se pudo observar la presencia de CHs geminales con una
banda larga e intensa en 1361cm™.

Estas bandas resultantes corresponden con la estructura de la hederagenina, segln la comparacion
con el espectro de Flechas et al., 2008, (Flechas et al., 2008, pp. 177-178).

3.5. Identificacion cualitativa de metabolitos de interés

Tabla 4-3: Resultados de la prueba de identificacion de saponinas y sapogeninas

PRUEBA DE IDENTIFICACION Saponinas Sapogeninas
Ensayo de Liebermann-Burchard +++ +++

Ensayo de Fehling + R

Ensayo de Yodo - N

Ensayo de espuma +++ ++

+++ Positivo, ++ Ligeramente positivo, - Negativo.

Fuente: Balseca Gabriela, 2019

La prueba de Liebermann-Burchard fue positiva en ambos casos con una coloracion violeta,
consistente con el estudio de Pinzén, 2011, esta reaccion causa una insaturacion en los anillos de
la estructura de la saponina y sapogeninas originando un cambio de color rosa, violeta, azul y

verde, debido a la deshidratacion de la formacion de dienos (Pinzén, 2011, pp. 10-83).

El ensayo de Fehling fue positivo en las saponinas con la formacién de un precipitado rojo, por

la presencia de azUcares reductores en su estructura, pues Fehling es un reactivo oxidable donde
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se reduce el ion cuprico a cuproso con la formacién del precipitado Cu,O (Geissman, 1973, p. 358).

Las sapogeninas en la prueba de Fehling resulto negativa, con una coloracion azulada debido a la
ausencia de azucares reductores en su estructura, como lo indica Herndndez Royero, 1997, el
resultado negativo se puede deber posiblemente a que los productos obtenidos se encuentran en

forma de sapogeninas u otros derivados (Hermandez Royero, 1997, p. 55).

El ensayo de Yodo fue negativo en ambos casos pues el almidon fue precipitado con EtOH

caliente al principio del proceso, para evitar inconvenientes en la filtracion.

El método de espuma o afrosimétrico especifico para saponinas, se valoré con (+++) porque su
espuma permanecid por mas de 30 minutos, coincidiendo con el estudio de Mac Donald et al.,
2017 (Mac Donald et al., 2017, p. 36), mientras que las sapogeninas dieron un resultado ligeramente
positivo, debido a que al hidrolizarse pierden su solubilidad en agua disminuyendo su produccion

de espuma como lo indica Flores, 1991, en la tabla 4-3 (Flores, 1991, pp. 57-73).

Cabe resaltar que esta prueba es presuntiva pues existen otras sustancias que también pueden

formar espuma.

Tabla 5-3: Caracteristicas de Saponinas y Sapogeninas

Caracteristicas Saponinas Sapogeninas
Azlcares v X
Tensoactividad V4 X
Capacidad Hemolitica | X
Toxicidad V4 X
Polaridad v X

g presente, X: ausente

Fuente: (Flores, 1991, pp. 57-73)
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3.6. Conclusiones

El rendimiento del extracto crudo de saponinas a partir del mojuelo de quinua
(Chenopodium quinoa) con un rendimiento del 44.98 % p/p, aplicando el método de
funda filtrante con agua fria. EI proceso empleado fue fécil y reproducible para llevarlo

cabo a una escala industrial.

Por HPLC se obtuvieron dos sefiales en el cromatograma de las saponinas, un pico
pequefio y uno grande corresponde segln bibliografia a saponinas mono y
bisdesmosidicas.

Con la manipulacion de las variables concentracion del &cido y tiempo en la obtencion
de sapogeninas, los rendimientos conseguidos del experimento, estadisticamente,
presentan diferencias significativas, siendo el tratamiento 15 horas y concentracion 1 N
el mas eficiente, por lo que se considerd a este tratamiento como el mejor con un 95% de

confiabilidad.

Por Espectroscopia Infrarroja, se caracteriz6 los principales grupos funcionales en los
compuestos hidrolizados aislados Ss1 y Ss2 del mojuelo de la quinua (Chenopodium
quinoa) y por comparacion bibliografica se le atribuy6 como acido oleandlico y la

hederagenina respectivamente.
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3.7. Recomendaciones

Se recomienda realizar un andlisis cuantitativo por HPLC de las sapogeninas aisladas.

Aunque la informacién bibliogréfica indica que las sapogeninas resultantes del mojuelo
de quinoa (Chenopodium quinoa) no son toxicas, se recomienda que se realicen pruebas

toxicoldgicas.

Evaluar las actividades biol6gicas de las sapogeninas tanto del crudo de saponinas

hidrolizadas como de los compuestos aislados.

Se recomienda seguir con los estudios de las saponinas y las modificaciones quimicas

gue estas pueden sufrir para sus posibles aplicaciones en el futuro.

Se recomienda que se complemente los estudios con eludacion estructural de los

compuestos mediante RMN
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ANEXOS

Anexo A. Fotografias de la extraccion de saponinas.

Prueba de espuma para la eleccion de la materia prima

Durante los primeros 5 minutos 30 minutos después de ser agitado

Precipitacion de almidén con metanol caliente / Crudo de saponinas




Prueba de solubilidad de saponinas en MeOH y agua / Prueba de espuma en saponinas

Prueba con el reactivo de yodo antes de su precipitacion




Centrifugacion del agua de saponinas /| Filtracion del agua de saponinas con zeolita

Polvo de saponinas / TLC de saponinas




Anexo B. Fotografias de la extraccion de sapogeninas.

Precipitacion después de la colocacion del acido / Equipo de reflujo

Cromatografia preparativa

Prueba de Fehling

SAPONINAS

PR\J 6}\



Espectrofotometro infrarrojo FT/IR-4100 Jasco.

HPLC




ANEXO C. Célculos de obtencidon de saponinas y sapogeninas

indice Afrosimétrico en la seleccion de la muestra

Se utilizo la ecuacion siguiente para determinar en forma de porcentaje la cantidad de

saponinas presentes las muestras.

_ (0.646 x h)— 0.104

Ps
mx 10

Donde:

Ps: porcentaje de saponinas

h: altura de la espuma (cm)

m: masa de la muestra (g)
Maquita Cushunchic

Datos. _ (0.646 x 3.60)— 0.104

Ps = 0.53 x 10
H: 3.60 cm
Ps =4191

m: 0.53 g
COPROVICH

Datos.

H:1.1cm ps — (0.646 x 1.1)— 0.104

0.53 x 10

m: 0339 Ps = 11.44
Quinoa roja de Bolivia

Datos. Ps =

H: 2.33 cm (0.646 x 2.33)— 0.104

0.53x10

m: 0.53 g
Ps =26.43



Calculo de rendimiento de saponinas

Se inicio con un peso de 5.0010 gramos con un peso final de crudo de saponinas de 2.2490

gramos después de las extracciones sucesivas hasta la ausencia total de espuma en el agua.

Peso final

% Crudo de saponina = Peso de partida X100

2.2490
5.0010

% Crudo de saponina =

% Crudo de saponina = 44.98 %

Finalmente, con la ecuacion se obtuvo un porcentaje del 49.24 % p/p de crudo de saponinas

en relacion con el mojuelo.

Célculo de rendimiento de sapogeninas

Se inicio con un peso de 1.0008 gramos con un peso final de crudo de sapogeninas de

0.4411 gramos, con las condiciones seleccionadas estadisticamente.

Peso final

% Crudo de saponina = Peso de partida X100

% Crudo de saponina = 0'4411

% Crudo de saponina = 44.03 %

Finalmente, con la ecuacion se obtuvo un porcentaje del 44.03 % p/p de crudo de sapogeninas

en relacion con el crudo de saponinas.



Calculo del Rf de las saponinas y sapogeninas respectivamente

Rf de saponinas

« Rf;=2-=058

« Rf;=.=0697

© Rf;=2=079

Rf de sapogeninas

« Rf;="2=086

o Rf,=22=044

2,2
5.1



ANEXO D. Resultados del estudio estadistico

Resultados de los ensayos con sus respectivas repeticiones para la confirmacion de los

datos

CONCENTRACION
IN 2N 3N
R1 0,3476 0,3482 0,3509
3 R2 0,3477 0,3481 0,351
O R3 0,3478 0,3482 0,3508
ol R1 0,378 0,385 0,4382
2 6 R2 0,3781 0,3851 0,4381
LL] R3 0,378 0,3858 0,438
I: R1 0,441 0,4375 0,4553
15 R2 0,441 0,4376 0,4555
R3 0,4412 0,4378 0,455
Andlisis exploratorio por repeticiones
R1 R2 R3
Media 0,397967 | Media 0,386911 | Media 0,398067
Error tipico 0,014961 | Error tipico 0,022047 | Error tipico 0,014942
Mediana 0,385 | Mediana 0,3851 | Mediana 0,3858
Moda N.E. Moda N.E. Moda N.E.
Desviacion 0,044883 | Desviacion 0,06614 | Desviacion 0,04483
estandar estandar estandar
Varianza de la 0,002015 | Varianzade la 0,00437 | Varianza de la 0,00201
muestra muestra muestra
Curtosis -2,131884 | Curtosis 1,29992 | Curtosis -2,13386
Coeficiente de 0,052669 | Coeficiente de -1,13131 | Coeficiente de 0,04400
asimetria asimetria asimetria
Rango 0,1077 | Rango 0,2074 | Rango 0,1072
Minimo 0,3476 | Minimo 0,2481 | Minimo 0,3478
Méximo 0,4553 | Maximo 0,4555 | Méximo 0,455
Suma 3,5817 | Suma 3,4822 | Suma 3,5826
Cuenta 9 | Cuenta 9 | Cuenta 9







