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RESUMEN

El objetivo de este estudio fuc cvaluar los métodos para la extraccion de saponina presente en cl
mojuelo de Quinua amarga (Chenopodium quinoa). La investigacion contempld cuatro etapas de
desarrollo, la primera fue la scleccion de mojuelo por ¢l Indice afrosimétrico, se tuvo tres
variedades de mojuelo de diferentes origenes; la segunda etapa fue la extraceién de saponina por
tres diferentes metodologias: extraccion con maceracion asistida por agitacion, extraccion asistida
por ultrasonido y extraccion asistida por microondas; se trabajo con temperaturas de 30-40-50C'
y tiempos de 5-15-20 min, la tercera etapa comsistio en la purificacion de saponina por
cromatografia en columna empleando Sephadex LH-20; finalmente se realizo una cuantificacion
de saponina extraida por el indice afrosimétrico y el de Espectrofotometria LIV-VIS se empled
vainillina 4% y dcido Sulfiirico al 72%. El método més eficiente para la extraccién de saponina
en el mojuelo de quinua, fue la extraccion asistida por microondas en condiciones de 30°C y en
un tiempo de 20 min con un rendimiento de 49,25% de saponina extraida. Por fo tanto, en fincion
ala metodologia desarrollada dentro de la investigacion, se cuantificd la cantidad de saponina por
el método de Espectrofotometria UV-VIS con porcentajes entre 20% - 45,74% y el Indice
afrosimétrico con porcentajes 20,71%-47,64% en las condiciones viables estipuladas. Se
recomienda identificar la estructura de la saponina presente en ¢l mojuclo de quinua amarga de
origen de Calpi con Resonancie Magnética Nuclear (NMR) y Espectrofotometria de Masas (MS).

Palabras clave: <QUIMICA=>, <QUINUA (Chenopodium quinoa)>, <SAPONINA>, <iINDICE
AFROSIMETRICO>, <SEPHADEX LH-20>, <ESPECTROFOTOMETRIA U V-VIS>,
<RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (NMR) >, <ESPECTROFOTOMETRIA DE
MASAS (MS)>
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the methods for the extraction of saponin present in
the mojuelo of bitter Quinoa (Chepopodium quinoa). The research contemplated four stages for
its development; the first was the selection of mojuelo from different origins; the second stage
consisted in the extraction of saponin by three different methodologies: with maceration assited
by agitation, ultrasound and microwave, exposed to temperatures of 30-40-50°C' and time periods
of 5-15-20 min; in the third stage, the purification of saponin with column chromatography using
Sephadex LH-20 was carried out. Finally, a quantification of saponin extracted by the
Afrosimetric Index and UV- VIS Spectophotometry was performed using 4% vanillin and 72%
of sulfuric acid. The most efficient method for the extraction of saponin in quinoa mojuclo was
the microwave — assisted extraction under condition of 30C and in a time of 20 min with a yield
of 49,25% of saponin extracted. Therefore, based on the methodology developed within the
investigation, the amount of saponin was quantified by UV-VIS Spectrophometry percentages
between 20%- 45,74% and by afrosimetric index percentages from 20,71% to 47.64% under the
stipulated viable conditions, It is recommended to identify the structure of the saponin present in
the bitter quinoa mojuelo from Calpi with Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mas

Spectrophotometry (MS),

Keywords: <CHEMISTRY>, <QUINOA  (Chenopodium  quinoa)>, ~<SAPONIN>,
<AFROSIMETRIC INDEX>, <SEPHADEX LH-20>, < UV-VIS SPECTROPHOTOMETRY?>,
<NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE (NMR) =, <MASS SPECTROPHOTOMETRY
(MS)>

xvi
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios, ha habido un incremento de consumo de quinua debido a su alto potencial
agricola y nutritivo, considerandola como un producto estrella por sus propiedades nutricionales
y medicinales, es el Unico cereal que posee todos los aminoécidos, ademas de ser la Unica

alternativa entre los alimentos de origen vegetal. (Rodriguez, 2015, p. 305)

Los principales paises productores de quinua son: Ecuador, Pert, Colombia, Bolivia y Chile.
Debido a su favorable adaptacion al suelo y clima propios de estos paises, ha permitido
promover la diversificacion de la explotacién de sus propiedades nutricionales, farmacoldgicas
y agricolas. (Ahumada et al., 2016, p. 440)

MAGAP en el 2017 manifestd que el Ecuador proyecta producir quinua en 16 mil hectareas que
representa 1,400 toneladas métricas (10 a 15 quintales), con el compromiso de incrementar la
produccion de quinua y comercializar sus derivados ademéas de ofertar estos nuevos productos
para consumo nacional e internacional, dentro del cual estan involucradas provincias como el

Carchi, Chimborazo, Imbabura y Pichincha. (MAGAP, 2017)

Las saponinas son el principal factor antinutricional de la quinua, éstas se encuentran contenidas
en la cascara y son responsables del sabor amargo, la mayor cantidad de saponinas se encuentra
en el epispermo del grano, por lo que son abundantes en los residuos (mojuelo) que se desechan
en el proceso de escarificado de la quinua. (Apaza et al., 2016,p.63) Las saponinas son glicésidos

triterpénicos solubles en agua. (Escribano et al., 2017, p. 206) (Santis et al., 2016, pp. 277-278) (Ahumada
et al., 2016, p. 440)

Corzo en el 2009 menciona en su articulo “Analisis y seleccion de diferentes métodos para
eliminar saponinas en dos variedades de Chenopodium quinoa, que la escarificacién de los
granos se realiza mediante abrasion (por friccidn), este método extrae el 58% de saponinas junto
con otras impurezas. La pérdida de peso en los granos con este método es del 15% aun 30%,
este procedimiento tiene el problema que se elimina parte del embrion, donde se encuentran

grasas y proteinas.
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En los ultimos afios las saponinas presentan un crecimiento evidente en los beneficios hacia la
salud como en la inhibicion de absorcidon de glucosa, colesterol y de presentar propiedades
anticancerigenas. Son surfactantes naturales que han sido utilizados en productos de limpieza
personal tales como geles de ducha, lociones, productos para el cuidado de bebé, enjuagues

bucales y pastas dentales. Las saponinas triterpenoides previenen el acné. (Netala et al., 2015, p. 25)

Vega y sus colaboradores en su investigacion mencionan que en los procedimientos de lavado
para eliminar las saponinas amargas, se pierden valiosos nutrientes y pueden cambiar la
composicion quimica de las semillas de quinua. El nivel final de contenido de saponina en las
semillas de quinua para ser consumidas sigue siendo una gran preocupaciéon en cuanto a su

amargura y posibles efectos biolégicos negativos. (Vega-Gélvez et al., 2018,p.58)

Sin embargo existen métodos tradicionales de extraccion como la maceracion que frente a los
métodos convencionales como son: extraccion asistida por ultrasonido y microondas, estos
presentan un menor tiempo de extraccion de saponinas y el uso de menos solvente siendo estos

menos una ventaja frente a los métodos tradicionales. (Majinda, 2015, pp. 418-419)

La presente investigacion se realiz6 para evaluar métodos extractivos de saponina presente en el
mojuelo de quinua, mediante el empleo de 3 métodos de extraccién con 2 factores controlables
como temperatura y tiempo, buscando la eficacia que presenta uno de estos tres métodos frente
al resto. Actualmente la concentracion permitida de saponina en el grano de quinua segun la
Norma Técnica Ecuatoriana oscila entre 0,005% (0,2 cm) hasta 0,37% (3,0 cm) con el método

de espuma. (INEN, 1988, p. 3)

El proyecto beneficiard a las empresas procesadoras de quinua en Chimborazo ya que se
pretende dar un valor agregado al residuo que es el mojuelo mediante la extraccion de saponina
para sus diferentes aplicaciones como un aporte dentro del proyecto de vinculacion de la
ESPOCH “Disefio e implementacion de un proyecto de produccion, transformacion,
comercializacién y promocion de consumo de quinua y sus derivados”, bajo direccion del grupo
de Investigacion de Productos Naturales y Farmacia GIPRONAF de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.
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JUSTIFICACION

MAGAP en el 2017 manifestd que el Ecuador proyecta producir quinua en 16 mil hectareas,
con el compromiso de incrementar la produccién de quinua y comercializar sus derivados
ademas de ofertar estos nuevos productos para consumo nacional e internacional, dentro del
cual estaran involucradas las provincias de Chimborazo con el 26% de produccion de quinua y

Imbabura con el 25% siendo las mas representativas.

El proposito de la investigacion es recuperar sélidos con alta concentracion de saponinas del
proceso de escarificado del grano de quinua amarga proponiendo que este compuesto que es la
saponina sea empleado en otros campos dentro de la industria como es la farmacéutica y la
industria alimenticia en donde es empleada en cerveceria, jarabe de frutas, cremas de afeitar,

etc.

Se desea determinar un proceso eficiente de extraccién de la saponina presente en la quinua
amarga en base seca, logrando que este no se pierda durante el proceso y se eliminado sin
ningln tratamiento previo para la utilizacion en subproductos importantes, esto reducida el
consumo de agua que es empleado en el lavado de la quinua para eliminar las saponinas y ser

eliminas directamente recuperando asi la saponina presente en la quinua.

En Ecuador y particularmente en la provincia de Chimborazo no se ha desarrollado este tipo de
investigaciones por lo que este trabajo es un aporte para conocer qué cantidad de saponina
presenta la quinua amarga en base seca de la provincia de Chimborazo y como esta puede ser

empleada para la produccion de subproductos a partir de la misma.

ANTECEDENTES

Quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cultivo con alto potencial para contribuir con la
seguridad alimentaria en todas las regiones del mundo. Los principales paises productores son
Per(, Bolivia y Ecuador. La semilla de quinua es reconocida como nutritiva gracias a la
cantidad y calidad de su contenido de proteina, especialmente por su alto contenido en lisina,
como también en hierro, potasio, vitaminas B2, B5 y E, entre otros constituyentes. La quinua

tiene una variedad de usos en la industria procesadora de alimentos. (Pereira, 2014, p.67)
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Segun Apaza Rinel et, al., en el 2016 muestra la evaluacion de la actividad antifungica de un
extracto rico en saponinas que proviene de quinoa (Chenopodium quinoa Willd), obtenido de
residuos del proceso industrial de beneficiado de los granos de quinoa y controlado
quimicamente por HPLC, esto representaria un subproducto de beneficio para los agricultores

en lo que corresponde a la produccién de quinua en Chimborazo.

Dentro de esta investigacion se aislaron mas de 20 saponinas de diferentes partes de la quinoa
(flores, frutos y granos) y se identificaron sus agliconas y respectivos azucares; sin embargo, la
mayor cantidad de saponinas se encuentra en el epispermo del grano, por lo que son abundantes
en los residuos (mojuelo) que se desechan en el proceso de beneficiado, a través del cual se
separa la cascarilla del grano por friccion (escarificado), actividad que se realiza a la quinua

para consumo y exportacion.(Sacc, 2016, p.98)

En el extracto obtenido que es de un solvente con el mojuelo; se puede determinar el contenido
de saponinas de diversas maneras (espectrofotometria, cromatografia gaseosa, cromatografia
liquida de alta presion, etc.). En esta investigacion la determinacion se realizé por derivatizacion
de las saponinas y medicion de su absorbancia en la parte visible del espectro a 528 nm. Para la

cuantificacion de las saponinas en el extracto se utilizo6 la reaccién de Libermann-Burchard.

Durante los procedimientos de lavado para eliminar las saponinas amargas, también se pierden
valiosos nutrientes y pueden cambiar la composicion quimica y los perfiles de aminoacidos de
las semillas de quinua. El nivel final de contenido de saponina en las semillas de quinua para ser
consumidas sigue siendo una gran preocupacion en cuanto a su amargura y posibles efectos
bioldgicos negativos. Con los avances en las técnicas de analisis cualitativo y cuantitativo, el

analisis preciso de la lixiviacion con saponina se ha vuelto cada vez mas relevante. (Vega-Galvez,
2018, p.59)

Las concentraciones de saponina pueden variar entre el 0.01 y el 4.65% de la materia seca para
diferentes variedades de quinua con un valor medio del 0.65%. La quinua que contiene 0.11%

(en base al peso fresco) de saponinas 0 menos puede considerarse dulce.(Miranda et al., 2013, p.89)

El proceso ancestral de domesticacion de la quinoa, ha utilizado en diferentes formas la

diversidad genética de este recurso fitogenético, la que se encuentra asociada estrechamente a
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distintas zonas geogréficas, determinando en su conjunto la capacidad de sobrevivencia de la
quinoa, creando multiples formas dentro una misma especie. Debido a la existencia de

adaptaciones particulares de quinoa en diferentes zonas a lo largo de Los Andes. (Fuentes, 2009,
p.88)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El contenido de saponinas en el proceso industrial del escarificado de la quinua esta entre un 15
y 30%, Ledezma Carla & Escalera Ramiro, en el 2010 publican en su articulo “Evaluacion de la
calidad nutricional y morfologia del grano de variedades amargas de quinua” menciona que las
saponinas se pierden en los residuos liquidos del proceso de lavado de la quinua, puesto que su

recuperacion no es econdmicamente viable.

Las saponinas constituyen el principal factor antinutricional de la quinua, las semillas que
contienen mas del 0.11% son variedades amargas, la desaponificacion extrae el 62% de
saponinas y el grano pierde el 9% en peso, este procedimiento implica mayor tiempo y mayor

costo por necesitar grandes cantidades de agua en el método de extraccion. (Gianni, 2013, p.23)

Segun Ahumada et al., en el 2016 menciona que el método de desaponificacion resulta ser largo
y muy costoso por el uso de reactivos, lavado y secado ademas los métodos quimicos alteran el
pH tanto acido como basico que rompen los enlaces O- glucdsidicos, desnaturalizando las

saponinas y por ende estas pierden su propiedad anfifilica.

FORMULACION

¢Existen diferencias significativas en la extraccion de saponina presente en el mojuelo de

guinoa amarga por efecto de los métodos analiticos empleados?
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar los métodos para la extraccion de saponina presente en el mojuelo de quinua

amarga (Chenopodium quinoa).

Objetivo Especifico

e Extraer la saponina del mojuelo de quinua amarga (Chenopodium quinoa) por tres
métodos distintos.

e Cuantificar la cantidad de saponina extraida del mojuelo de quinua amarga (Chenopodium
quinoa).

e Analizar comparativamente los resultados obtenidos para determinar el método més

eficiente de la extraccion de saponina.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Historia

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) ha sido considerada por sus aspectos botanicos, como

una especie nativa de Sudamérica, cuyo origen se encuentra en los Andes de Bolivia y Peru.

Heisser y Nelson en 1974 indican hallazgos arqueoldgicos en Perl y Argentina alrededor del
inicio de la era cristiana, a su vez Bollaerd y Latcham en 1944 hallaron semillas de quinua en
las tumbas indigenas de Tarapacd, Calama y Quillagua demostrando asi que el cultivo de quinua
es de tiempos muy remotos. La quinua es uno de los cultivos mas antiguos de la region Andina.
Con aproximadamente 7 000 afios de cultivo, cuya domesticacion y conservacién han sido
participes de grandes culturas. La quinua fue cultivada en toda la regién Andina por culturas
precolombinas y sus granos han sido utilizados para la alimentacion de los pobladores de todos

los valles interandinos. (FAO, 2011,p.3-5)

1.2.Quinua

La quinua tiene por nombre cientifico (Chenopodium quinoa) es un grano alimenticio originario
de los andes, que se desarrolla en microclimas y en distintas altitudes dando a una diversidad de
especies de quinua. Es una planta herbacea pertenece a la familia Chenopodiaceae presenta
colores variados como blanca, amarilla morada. Sus semillas son las que posee la mayor parte

del valor alimenticio, siendo granulos con un diametro de 1,8 y 2,2 mm. (IICA, 2015,pp.15-16)
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1.3. Taxonomia

Tabla 1-1: Taxonomia de la quinua (Chenopodium quinoa).
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Sub Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium

Especie: C. quinoa
Fuente: (SESAN, 2013,p.1)

1.4. Caracteristicas de la quinua

La quinua es una planta alimenticia de desarrollo anual y que alcanza una altura de 1 a 3 metros;
sus hojas son anchas y con formas distintas en una misma planta; el tallo central tiene hojas
lobuladas y quebradizas, asi como puede o0 no tener ramas; sus flores son pequefias y no tienen
pétalos. Son hermafroditas por lo que en la mayoria de los casos se auto fertilizan. Su fruto es
seco y mide aproximadamente 2 mm de diametro. Su periodo vegetativo varia entre 150 y 240

dias. (Ayala, 2013,p.40)

Los hidratos de carbono forman la principal fuente de energia que presenta la quinua para una
excelente alimentacién humana, incluyendo todo lo posible presenta vitaminas como la tiamina,
riboflavina, niacina y vitamina E. (Ruiz etal., 2017, p. 1164) L0os granos de quinua son ricos en
minerales como K, Ca, Mg, P, S, Fe y Zn, la quinua es el cereal que contiene mas minerales a

diferencia de otros cereales. (Lescano y Aco, 2014: p. 1)

La quinua presenta un alto porcentaje de proteinas, encontrandose cerca de un 15%, presentando
aminoécidos esenciales como la lisina, triptéfano, cisteina y metionina. (Teran, et al., 2015: p. 20)

Entre el 16 y 20% del peso que posee la semilla de la quinua corresponde a proteinas de alto
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valor biol6gico, que contiene la mayoria de los aminoécidos, considerandola como el alimento

vegetal que puede proporcionar todos los aminoacidos esenciales. (Castafieda et al., 2018: p. 21)

La grasa contenida es de 4 a 9% de los cuales la mitad contiene &cido linoleico, esencial para la
dieta humana. El contenido nutricional que poseen sus hojas es comparado con el de la

espinaca, conteniendo un bajo indice de nitrato y oxalato.(SESAN, 2013, p. 7)

1.5.Semilla de quinua

Las semillas de quinua, de forma irregular y bastante pequefias, las semillas de quinua crecen en
grandes racimos sobre altos tallos. Las semillas pueden ser de color verde, naranja, rosa, malva,
rojo o amarillo. Una vez secas las minusculas cabezas de las semillas, sencillamente se agitan y
se secan. Debido a su recubrimiento resinoso, la quinua puede cultivarse sin pesticidas quimicos
la resina, protege a la semilla incluso del calor extremo al que estd expuesto a elevada altitud.
Cuando se elimina la resina, el color también puede desaparecer, dejando las variedades de

quinua de color blanco, rojo y negro. (Geisler y Stepaniak, 2014: p. 20)

Figura 1-1: Seccion longitudinal del grano de quinua (Chenopodium quinoa).

Fuente: (Prego et al., 1998: p. 482)

En la Figura 1-1 se muestra la seccién longitudinal del grano de quinua donde (PE) representa
el pericarpio que cubre la semilla de la quinua, (H) el embrido tiene un eje de hipocotilradicula
y dos cotiledones (C), (EN) representa la region micropilar se encuentra el endospermo, (SC) es
la cubierta de la semilla, (SA) se observa el apice del meristemo, (R) radicula, (P) perisperma,

(F) feniculo. (Prego et al., 1998: p. 482)
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1.6. Distribucion Geografica
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Figura 2-1: Provincias productoras de quinua.

Fuente: (Monteros, 2016, p. 2)

La region Sierra representa el 100% de produccion de quinua segtn el censo del INEC del 2016,
Carchi representa el 29% en produccion de quinua, Chimborazo con el 26%, Imbabura el 25%,
Pichincha el 10%, Cotopaxi el 8%, Tungurahua el 0,81%, Cafiar el 0,02% y Azuay con el
0,61%. (A, 2016, p. 4)

1.7. Importancia de la quinua

La quinua tiene un aspecto muy importante de ser empleada no solo para alimentacién humana
sino también como alimentacion animal, dentro de lo que es la alimentacion humana se utiliza
los granos enteros y estos a su vez puede ser transformado a harina, a partir de las cuales se
puede preparar toda clase de comidas, ya sea desde sopas, panes, pasteles galletas hasta chicha
blanca de quinua. A su vez en lo que respecta a la alimentacién en animales, la planta es
empleada como forraje verde; también es aprovechable los residuos de la cosecha para
alimentar a cerdos, caballos y aves. Asi mismo la saponina que es un factor antinutricional es
retirada del grano de la quinua, siendo utilizada en aplicaciones como controlar plagas, empleo

en productos industriales de cosmética y farmacéutica. (Forero et al., 2016, p. 69)
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1.8.Variedad de quinua en el Ecuador

Las variedades vigentes en el Ecuador de la quinua se muestran en la Tabla 2-1, sin embargo las

variedades de quinua se clasifican en dulces y amargas, esto se debe a la cantidad de saponina

que presenten. Ademas el color de la quinua también se considera una clasificacién habiendo

quinua morada, amarilla y blanca. (FAO, 2011, p. 16)

Variedad

Tunkahuan

Pata de Venado

Ingapirca

Imbaya

Cochasqui

Altura
Planta
(cm)
150

70

85

140

110

Color
de la
planta

Purpura
Rosada
Purpura
Verde
Verde con

axilas

moradas

QUINUA EN EL ECUADOR

Dias

Cosecha

180

150

190

180

220

Tabla 2-1: Variedad de Quinua en el Ecuador.

Fuente: (Nieto et al., 2009: p. 3) (Nieto et al., 1992: p. 10)

1.9.Saponina

Color

Grano

Blanco

Blanco
crema
Blanco
opaco
Blanco
opaco
Blanco

opaco

Contenido de

Saponina

Dulce

Dulce

Dulce -Amarga

Amarga

Amarga

Rendim.
kg/ha

(promedio)
2000

1400

1551

3000

4000

Altitud

optima m

2600-3200

3000-3600

3000-3600

2600-3200

3000-3600

La saponina es un metabolito secundario, siendo el principal factor anti-nutricional que posee

las plantas de la quinua, dandoles la caracteristica de un sabor amargo esto se debe a que posee

un grupo amplio de glucésidos presentes en hojas, tallos y panojas de la planta de quinua. (Garcia

et al., 2018: pp. 242-243)

Este glucdsido se caracteriza por su alto peso molecular, estando constituido estructuralmente

por una aglicona, que en este caso puede ser terpenoide o esteroidal unida a un carbohidrato
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(azucares) a traves de enlaces glucosidicos. (Ahumada etal., 2016: p. 441), que forman saponinas

monoglicosidas, diglicosidas o triglicosidas dependiendo del nimero de sustituciones. (Garcia
etal., 2018: p. 243)

La actividad superficial que presentan la saponina se debe a su propiedad espumante, también se
incluye la actividad hemolitica. Son de naturaleza anfifilica donde el azlcar es la parte
hidrofilica y la genina la hidrofobica llamada sapogenina. (Ribeiro et al., 2013: p. 702) El potencial
de las saponinas requiere métodos robustos para su extraccion efectiva de los materiales de

interés de las plantas. (Le etal., 2018a: p. 1)

Las saponinas esteroidales se encuentran en plantas monocotiledéneas, mientras que las
saponinas terpénicas se encuentran en las plantas dicotiledéneas, las saponinas presentan una
gran diversidad de estructuras que se ve reflejado en sus diferentes propiedades biolégicas y

fisicoquimicas. (Diaz, 2009, p. 35)

1.10. Estructura de la saponina

Su estructura, presenta glucdsidos con una aglicona que representa la porcion libre del
glucosido, policiclica que puede estar presente en forma de un esteroide o triterpenoide, ligada a
través del carbono 3 (C3) por medio de un enlace etéreo a una o a mas cadenas laterales de
azlcares tal y como se muestra en la Figura 3-1. De acuerdo con el nimero de agliconas

encontramos mono, di o tridesmosidicas. (Ahumada et al., 2016: p. 441) (Bazile et al., 2013: p. 318)

Carbohidratos

HO
HO

Enlace glur_'usfdicu

Figura 3-1: Estructura general de saponina.
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Fuente: (Ahumada et al., 2016: p. 441)

1.10.1. Monodesmosidicas

Estas saponinas presentan un oligosacarido unido al C-3. Un ejemplo de este tipo de saponina se

muestra en la Figura 4-1. (Ahumada et al., 2016: p. 442)

OH

HO O

OH

Figura 4-1: Acido 3-O-B-D-glucopiranosil oleandlico.

Fuente: (Ahumada et al., 2016, p. 442)

1.10.2. Bidesmosidicas

Estas saponinas tienen dos cadenas de carbohidratos, uno de ellos estd unido mediante un enlace

éter al C-3 y el otro unido al C-28 mediante un enlace éster. Como se muestra en la Figura 5-1.
(Ahumada et al., 2016: p. 443)

OH
HO OH

OH
OH

Figura 5-1: 3-O-B-D-Glucopiranosil-(1—3)-a-Lgalactopiranosil-hederagenina 28-0O-3-D-
glucopiranosil éster.

Fuente: (Ahumada et al., 2016: p. 443)
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1.10.3. Tridesmosidicas

Estas contienen 3 cadenas de azlcares. Como se muestra en la Figura 6-1. (Ahumada et al., 2016: p.
443)

OH

H¥ H
Figura 6-1: Acido 3,23-bis[(O-B-D-glucopiranosil) oxi] olean-12-en-28-0ico-28-O-a-L-
arabinopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosiléster.

Fuente: (Ahumada et al., 2016: p. 443)

1.10.4. Estructura triterpénica

Las saponinas triterpénica son glucdsidos con una notable diversidad estructural y bioactividad,
compuestas por un triterpeno — aglicona, unida a dos o tres cadenas de sacaridos de tamafio y
complejidad variada dependiendo de la especie de planta en la que se encuentre. Dentro de la
planta los glicésidos triterpénicos tiene propiedades antimicrobianas, insecticida y anti

herbivora que son de proteccion para las mismas. (Shao et al., 2005: p. 3141)

Figura 7-1: Estructura triterpénica.

Fuente: (Mazza y Glgli, 2007a: p. 232)
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1.10.5. Estructura esteroidal

Las saponinas con estructura esteroidal son glucésidos que presentan conjugados de azlcar que
se producen naturalmente en los compuestos esteroidales C27, la aglicona de la saponina
esteroidal es generalmente un espirostanol o un furostanol, la partes de las agliconas de estos
compuestos son en su mayoria oligosacéridos, dispuestos de forma lineal o ramificada, unidos a

grupos hidroxilo a través de un enlace acetal

Figura 8-1: Estructura esteroidal.

Fuente: (Mazza y Gugld, 2007a: p. 232)

1.11. Importancia y usos de las saponinas

El uso que tienen las saponinas se hace presente en jabones, en farmacos anticancerigenos,
hemoliticos, entre otros. A pesar de la gran aplicacion que las saponinas presentan en la
industria y en la farmacéutica, esta es limitada debido a que no se ha estudiado con amplitud.
(Diaz, 2009, pp. 32-35)

» Aplicacion en alimentos

Dentro de lo que es alimentos las saponinas son empleadas como aditivos de alimentos, una de
ella es la saponina de soja modificada enzimaticamente, por sus propiedades espumantes se
emplea en bebidas no alcohdlicas, se usa como emulsionantes que contiene colores o sabores
lipofilicos que se les agrega a los refrescos vegetales, ademas la saponina permite la eliminacién

del colesterol de alimentos lacteos. (Mazza y Giiclii, 2007b: p. 240)
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> Cosmeética

Debido a sus propiedades tensoactivas, son utilizadas en productos de limpieza en el cuidado
personal por su contenido natural se emplea en la fabricacién de geles de ducha, shampoo,
bafios de espuma, lociones, jabones liquidos. A su vez las sapogeninas son comercializadas
debido a su formulacion cosmética en cremas que retardan el proceso de envejecimiento. (Mazza
y Glgld, 2007c: p. 240)

> Medicina

v" Actividad Antimicrobiana

Debido a sus propiedades la saponina inhibe el crecimiento de ciertos hongos que resultan ser
plagas en especies vegetales teniendo la propiedad antifingica y antibacteriana, algunas
saponinas tienen la capacidad de penetrar las membranas celulares de algunos microorganismos

eliminandolos. (Mugford y Oshourn, 2016a: p. 213)

v Actividad Anticancerigena

Las saponinas muestran una actividad citotdxica contra las células tumorales, estudios contra el
cancer de pulmén demostrando que las saponinas pueden llegar hacer el medicamento

prometedor para la terapia del cancer. (Mugford y Oshourn, 2016b: p. 214)

v" Actividad Anticardiovascular

La ingestion de saponina que contiene ciertos alimentos disminuye la cantidad de colesterol en
el flujo sanguineo y por ende disminuye el riesgo de enfermedades cardiovasculares. (Mugford y

Osbourn, 2016b: p. 214)
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v" Actividad Antinflamatoria

Segun resultados de hojas de populnea presenta un alto poder antinflamatorio ante inflaciones

agudas cronicas, esta propiedad se demostrd que se debe a su inhibicion enzimética que

presento en procesos internos de la célula de los animales con los que se trabajd. (Mugford y

Osbourn, 2016c¢: pp. 214-215)

1.12. Métodos de desamargado de saponinas

Tabla 3-1: Caracteristicas entre los métodos de desamargado de saponina.

VENTAJAS

v
v

METODO HUMEDO v

METODO SECO O
ESCARIFICADO

NN

METODO v
COMBINADO

Poca cantidad de granos dafiados.
Conserva propiedades proteicas.
Alta extraccion de saponina.

No se emplea agua.

Facil recuperacion de polvos fino.
No requiere secado.

Bajo costo de produccion.

Eficiente en la extraccion de
saponina.
Empleo de agua bajo.

Tiempo de secado menor.

Fuente: (Bergesse et al., 2019: p. 113) (Gunsha, 2013, p. 71)

1.13. Métodos de extraccion

DESVENTAJAS

v
v
v

Bajo rendimiento.

Empleo excesivo de agua.

Elevada humedad del grano de
quinua un 50%.

Dificultad de secado.

Deficiencia de extraccion de
saponina.

Granos de quinua dafiados.

Granos de quinua dafiados.
Elevada humedad del grano de
quinua50%.

Proceso costoso.

Los diferentes métodos empleados para la extraccion de saponinas implican una extraccion de la

matriz de la planta, con factores que dependeran del método a emplear, en el cual los factores

que estan mas relacionados son la temperatura, el pH y la relacion entre el disolvente, ademas

de esto un factor importante, que a veces no es considerado, es el tamafio de particula, entre mas
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pequefia sean existira una mayor eficiencia de extraccion, ademas de un secado y desengrasado

de la muestra. (Majinda, 2015, p. 418)

Dentro de los métodos de extraccion estos pueden ser clasificados como métodos de extraccion
convencionales y métodos de extraccion verde. Los métodos convencionales que encontramos
son: la maceracion, Soxhlet, mientras que los métodos verdes son: extraccion asistida por

microondas, por ultrasonido y extraccion acelerada por solventes. (Cheok et al., 2014: p. 17)

1.13.1. Maceracion

La maceracion implica un remojo de la planta o material de extraccién, este puede encontrarse
en polvo o en pedazos gruesos. Se coloca en un recipiente tapado con un disolvente (agua,
etanol, acetona, etc.) y se deja reposar a temperatura ambiente durante un periodo minimo de 3
dias, este método de extraccion pretende ablandar y romper la pared celular de la planta para
liberar los fitoquimicos solubles. Luego la mezcla del proceso se presiona o se filtra. Este

método es considerado el mas simple. (Nn, 2015, pp. 3-6)

Dentro de este método hay una clasificacion de maceracion en frio, maceracion con calor y la de
maceracion por agitaciéon con temperatura. Ambas presentan sus diferentes caracteristicas

extractivas ya que estan en juego factores como temperatura, tiempo, contenido del disolvente.
(Tartian et al., 2017: p. 2)

1.13.2. Maceracién con agitacién a temperatura controlada

La maceracion con agitacion es un método que permite que la materia prima que se desea
extraer, se encuentre en movimiento junto con el solvente, esto produce que exista una rotura en
la pared celular de la planta liberando asi las sustancias de interés, habitualmente se emplea un
agitador magnético o un agitador orbital en el cual se puede seleccionar la temperatura de

extraccion. (Balakrishna et al., 2016: p. 881)
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1.13.3. Extraccion asistida por microondas

La extraccidn asistida por microondas, es considerado un método selectivo que favorece a las
moléculas polares y disolventes con alta constante dieléctrica. Este método reduce tiempo de
extraccion y volumen del solvente en comparacion con el método de maceracion, recuperando

mejor los analitos. (Nn, 2015, p. 3)

La extraccion asistida por microondas (MAE) es una técnica en la que una muestra utiliza para
sus preparaciones energia de microondas para calentar y extraer los ingredientes de interés de
muestras en un disolvente. La energia que presenta un microondas es un tipo de energia de
radicacion sindicalizada causada por iones que migran y rotan de dipolo a dipolo, siendo una
onda de alta frecuencia que genera energia rapidamente y aumenta la eficiencia de extraccion.
Se da movimientos mil millones de veces por segundo repetidamente, lo que ocasiona la
vibracién de los enlaces quimicos, que entran en contacto y reaccionan con las partes activas de

las moléculas, obteniendo los componentes que se espera. (Yao et al., 2016: pp. 416-417)

1.13.4. Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es un método ideal capaz de producir grandes
cantidades de compuesto bioactivos en un tiempo de extraccion mas corto. Este método de EAU
es una técnica econémica y eficiente para la separacion de compuestos bioldgicos activos, este
método es de mucho interés en lo que corresponde a area biomédicas, creando oportunidades

para explorar sus propiedades valiosas. (Maran et al., 2017: p. $1146)

1.14. Purificacién

Es un proceso que consiste en la eliminacion de impurezas, una mezcla que contiene mas de dos
componentes de interés, puede ser separado en los componentes puros individuales. Dentro de
esto se ha desarrollado un gran nimero de métodos para realizar esta operacion de purificacion

de mezcla de sustancias. (UNAM, 2012, p. 4)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO.

2.1. Delimitacién del universo de la investigacion

Esta investigacion se realiz6 en los laboratorios de la Facultad de Ciencias de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

e Laboratorio de Productos Naturales
e Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias
e Laboratorio de Investigacion del grupo GIPRONAF

e Laboratorio de Quimica Analitica

2.2.0rigen del material

El mojuelo de quinua fue provisto por la planta procesadora de quinua Maquita Cushunchic,
aproximadamente 40 kilogramos; la planta procesadora de quinua Maquita Cushunchic, se
encuentra ubicada a 13.81 kilometros de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
Coordenadas Geograficas de la planta procesadora de quinua (-1.648533, -78.740003), ubicada
en Calpi.

Mapa de la zona proveedoras de la muestra de mojuelo de quinua, el punto rojo muestra la

planta procesadora de Maquita Cushunchic.
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Figura 1-2: Ubicacion de Maquita Cushunchic.



Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

2.3.Materiales

Los materiales, equipos y reactivos utilizado en la parte experimental de la investigacion se

muestran en las tablas.

Tabla 1-2: Materiales de laboratorio.

Vasos de precipitacion de 250 ml

Varilla de agitacion

Termdémetro

Caja de guantes esteériles

Mascarilla con filtros de carbono

Caja de mascarillas

Frascos de tapa azul de 250 ml

Vidrios reloj

Frascos ambar con tapa

Balones de aforo de 25 ml

Pipetas graduadas de 10 mi

Bandeja de aluminio

Tamiz #20

Columna cromatogréfica pared gruesa con llave de
paso tamafio: 457 mm*2 mm

Micropipeta de 100 pl

Balones esmerilados de 100 ml

Gradilla

Piseta

Placas de TLC Fluka Silica gel on TLC Al foils Silica
gel matrix with fluorescent indicator 254 nm
Pipetas pasteur

Algodon

Puntas amarillas

Realizado por: Guilcapi Verdnica, 2019

Tabla 2-2: Equipos de laboratorio.

Vortex Gallenkamn Spinmix S1.100
Estufa Memert SNB 400

Espectrofotometro UV-VIS S2150UV
Bafio Maria Tecnal TE-0541/1

Probetas de 100 ml
Kitasato

Embudo Buchner

Papel aluminio

Papel pléastico de cocina
Gafas

Papel filtro

Espatula

Balones de aforo de 100 ml
Pipetas graduadas de 1 ml
Pera de succion

Tubos de centrifuga con tapa
Pinzas de bureta

Capilares

Mortero con pistilo
Tubos de ensayo
Pinza de tubos
Papel toalla

Tijera

Vasos de precipitacion de 100 ml

Caja de fosforo

HPLC Agilet 1100 series

Desecador Borde plano 300 mm con tapa y placa de
porcelana

Agitador magnético con iman CIMAREC

Rotavapor Heidolph-Vap modelo de elevacion manual
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con cristaleria G1 recubierta diagonal
Reverbero Horno Microondas MAGGIO MMO720D
Bafio ultrasénico BRASONIC 3510R-MTH Balanza analitica RADWAG modelo AS 220.R2
Estufa con recirculacion de aire NABERTHERM TR- Centrifuga DYNAC modelo 0101
240
Espectrofotometro IR FT/IR-4100 JASCO

Realizado por: Guilcapi Verdnica, 2019

Tabla 3-2: Reactivos.

Agua bidestilada Vainillina

Zeolita Reactivo de Fehling Ay B
Sephadex LH-20 Alcohol

Acido sulfarico Anhidrido acético

Etanol al 96% Butanol

Realizado por: Guilcapi Verénica, 2019

2.4.Disefio del experimento

El disefio de la investigacién es un disefio factorial 3% donde se controld las variables:
temperatura y tiempo, para determinar el método mas eficiente en la extraccion de saponinas
presente en el mojuelo de quinua.

Tabla 4-2: Método 1. Extraccién por maceraciéon por agitacion.

Cdédigo  Temperatura  Tiempo

°C (min)
5 g de mojuelo de quinua + 100 ml de  M1-1 30 5
H,O +350 rpm.
5 g de mojuelo de quinua + 100 ml de ~ M1-2 40 15
H,O+ 350 rpm.
5 g de mojuelo de quinua + 100 ml de  M1-3 50 20

H,O+ 350 rpm.

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Tabla 5-2: Método 2. Extraccion asistida por Ultrasonido.

Codigo  Temperatura °C Tiempo (min)
5 g de mojuelo de quinua + 100 M2-1 30 5
ml de H,O.
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5 g de mojuelo de quinua + 100 M2-2 40 15
ml de H,O.
5 g de mojuelo de quinua + 100 M2-3 50 20
ml de H,0.

Realizado por: Guilcapi Verénica, 2019

Tabla 6-2: Método 3. Extraccion por microondas.

Cédigo  Temperatura Tiempo (min)
°C

5 g de mojuelo de quinua +100  M3-1 30 5
ml de H,O + 3 Nivel de
potencia.
5 g de mojuelo de quinua + 100  M3-2 40 15
ml de H,O + 3 Nivel de
potencia.
5 g de mojuelo de quinua + 100  M3-3 50 20
ml de H,O + 3 Nivel de

potencia.

Realizado por: Guilcapi Verdnica, 2019

2.5.Unidad experimental

Las unidades experimentales estan constituidas por el nimero de métodos empleados y por las
repeticiones que tendra cada método de extraccion. De esta manera la investigacion presenta 3

metodologias distintas de extraccion y 3 repeticiones.

2.6.Métodos

2.6.1. Muestra

Se realizd una prueba previa denominada indice afrosimétrico que representa la cantidad de

saponina en una especie vegetal, se realiz6 en 3 variedades de mojuelo, provenientes de
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Magquita Cushunchic, COPROVICH y Bolivia, se seleccion6 la muestra con mayor cantidad de

saponina.

» Indice afrosimétrico

Es el nimero expresado en cm® en que estd disuelto un gramo de material saponinico para
producir espuma de un centimetro de altura en un tubo de 16 mm, que contiene 10 ml de
solucion. Este método evalla a la saponina por su propiedad fisicoquimica, de disminuir la

tension superficial, provocando abundante espuma por agitacion. (Valencia et al., 2005: p. 34)

Se tom6 0,5 g de mojuelo de quinua en 5ml de agua bidestilada, se procedi6 a agitar por 5-10

min, se dejo reposar y se midio la altura que alcanz6 la espuma en el método realizado. (Mir et al.,
2016: p. 172)

2.6.2. Preparacion de la muestra

El mojuelo, fue tamizado con un tamiz #20, para la retencion de semillas de quinua que se
encuentran en la mezcla. EI mojuelo de quinua ya tamizado se llevd a una estufa con
recirculacion de aire a 40°C por 4 horas. Una vez eliminada la humedad se colocé en bolsas

plésticas para posteriores pruebas. (Villacis, 2018, p. 32)

2.6.3. Extraccion por maceracién con agitacion

Se pesé en un vaso de precipitacion de 250 ml aproximadamente 5 g de mojuelo de quinua, se
colocd 100 ml de agua bidestilada. Se llevé a cabo el proceso de maceracidn con agitacion, con
ayuda de un agitador magnético a 30-40-50°C y a 250-300-350 rpm, se controld la temperatura
con ayuda de un termémetro. Se filtr6 a presion reducida la solucion, se coloco en el embudo

Biicher papel filtro, zeolita y otro papel filtro para evitar la espuma.

40



Se coloco 25 ml de etanol en la solucidn filtrada, esto permitio la precipitacion de almiddon
presente en la solucion, por 3 horas. Se llevo la solucién a centrifugar para la sedimentacion
total del almidén, por 6 min a 500 rpm. El almidon restante se colocé en vidrios reloj y se llevo

a secar a 40°C. Luego se llevd la solucion centrifugada a rotavapor hasta sequedad.

2.6.4. Extraccion por ultrasonido

Se pesd en un vaso de precipitacion de 250 ml aproximadamente 5 g de mojuelo de quinua, se
colocd 100 ml de agua bidestilada. Se llevé a cabo el proceso de extraccidn por ultrasonido a 5-
15-20 min a 30-40-50°C se controld la temperatura con ayuda de un termémetro. Se filtr6 a
presion reducida la solucién, se colocé en el embudo Bucher papel filtro, zeolita y otro papel

filtro para evitar la espuma.

Se colocd 25 ml de etanol en la solucién filtrada, esto permiti6é la precipitacion de almidon
presente en la solucién, por 3 horas. Se llevo la solucion a centrifugar para la sedimentacion
total del almidén, por 6 min a 500 rpm. El almidon restante se colocé en vidrios reloj y se llevo

a secar a 40°C. Luego se llevd la solucion centrifugada a rotavapor hasta sequedad.

2.6.5.Extraccion por microondas

Se pes6 en un frasco de tapa azul de 25 Oml aproximadamente 5 g de mojuelo, se coloc6 100 ml
de agua bidestilada. Se Ilevo a cabo el proceso de extraccion asistida por microondas, se fij6 los
parametros de potencia en el microondas, se selecciond Power, seguidamente se colocéd 3 que
expresa el nivel de potencia que se desea, después se selecciond el boton time para poner el

tiempo de radiacion de 5-15-20 min finalmente cerrar el horno microondas y se colocé Start.

Se dejo reposar por 15 min luego se coloc6 en agua fria para disminuir rapidamente la
temperatura, para evitar pérdidas de vapores que disminuyen la cantidad de liquido de la

muestra.
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Se coloco 25 ml de etanol en la solucidn filtrada, esto permitio la precipitacion de almiddon
presente en la solucion, por 3 horas. Se llevo la solucién a centrifugar para la sedimentacion
total del almidén, por 6 min a 500 rpm. El almidon restante se colocé en vidrios reloj y se llevo

a secar a 40°C. Luego se llevd la solucion centrifugada a rotavapor hasta sequedad.

2.6.6. Cromatografia en TLC de saponinas

Para identificar los compuestos presentes en el mojuelo de quinua, se empled la técnica
cromatografia en capa fina (TLC), se utiliz6 placas de silica gel y una fase mdvil de n-butanol,
acido acético, agua (60:35:15) y como revelador vainillina-H,SO4 5%. Se tomé una pequefia
cantidad de crudo de saponina y se disolvio en etanol-agua 80%, con la ayuda de un capilar se
sembré en la placa de silica gel y se dej6 correr en la fase movil preparada. Con ayuda de una

placa metélica se someti6 a calor para su revelado. (Shoji et al., 1976: p. 2207)

2.6.7. Cromatografia en HPLC de saponinas

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es un método que proporciona alta

resolucion y eficacia en el analisis de especies vegetales. (Talreja et al., 2017: p. 89)

» Condiciones para el método por HPLC

Para el analisis de saponinas por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se siguio la
metodologia desarrollada por Lozano Martha y sus colaboradores en su articulo “Cuantificacion

de saponinas en residuos de quinua real CHENOPODIUM QUINOA WILLD” (Lozano et al., 2012:
p. 137)

Se trabajo con una columna C18 de 4 mm *125 mm, luego se inyecto un volumen de 15ul de
muestra concentrada a 100 ppm de saponina purificada. Se empled Acetonitrilo al 100% como
solvente con un flujo constante de 2.0 ml/min durante 6 min, a una temperatura de 37°C y

A=220 nm. (Lozano et al., 2012: p. 137)
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2.6.8. Tamizaje fitogquimico

Se identificé de los siguientes metabolitos:

e Saponinas

e Triterpenoide y esteroides

e Azlcares
e Almidon
a) Ensayo de espuma

Se tomé 0,5 mg de crudo de saponina y 5 ml de agua bidestilada, se agité vigorosamente por 30
s. El ensayo es positivo si aparece espuma en la superficie del liquido y persiste por mas de 2

min. (Lozano et al., 2012: p. 133)

b) Ensayo de Liebermann-Burchard

Se prepard el reactivo de Lieberman-Burchard, acido sulfarico con anhidrido acético (1:5) se
considera que la reaccion que se produce es exotérmica y se prepard en un bafio de hielo, se
considerd positivo si presenta tonalidades que van desde rojo, azul o verde. (Rojas et al., 2009: p.
164) luego se disolvi6 0,5 g del crudo de saponina en etanol-agua al 80%, se coloc6 1-2 ml de la

solucion en un tubo de ensayo Yy se coloca 2 ml del reactivo de color.

C) Ensayo de Fehling

Se utiliz6 para identificar azlcares reductores, la solucion de Fehling A que es sulfato de cobre
(1) pentahidratado y Fehling B solucién de tartrato de potasio sédico tetra hidratado, la mezcla
de los dos present6 un color azul intenso. Se disolvi6 0,5 g del crudo de saponina en etanol-agua
al 80% luego en un tubo de ensayo se coloco 1-2 ml de la solucién y se coloca 2 ml de Fehling
Ay B, se sometio a calor en un bafio maria de 5 a 10 min, siendo una prueba positiva al tener

una tonalidad de color ladrillo. (Kunz et al., 2011: p. 63)

d) Prueba de Yodo
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La prueba de yodo o conocida como Lugol se emplea habitualmente para la identificacién de
almidén presente en algunas plantas, dentro de esta prueba se tom6 una pequefia cantidad del
solido que resultd del proceso de centrifugacion y se colocé de 2-3 gotas de Lugol, dando como

prueba positiva un color negro o violeta oscuro. (Garcia, 2016, p. 27) (Martinez et al., 2015: p. 292)

2.6.9. Purificacion de saponinas

Se utilizé una columna cromatografica de 457 mm por 2 mm, se pesé 1,5g de Sephadex LH-20
y se hidratd en 15 ml de acetona, se dejo reposar por 4 h aproximadamente, luego se realizé el
empaquetamiento en la columna cromatografica con cuidado y se esperé 24 h para su total
empaquetamiento con Sephadex LH-20 hidratado. Se preparé la solucion con 0,25 g de crudo
de saponina disuelto en 25 ml de acetona, se coloco en la columna cromatografica y con ayuda
de una pipeta pasteur, se adiciond6 10 ml de acetona evitando que se seque la columna ya
empaguetada. Se recogié 100 fracciones en tubos de ensayo, luego se juntd las fracciones
idénticas que con ayuda de cromatografia en capa fina (TLC) se identificé y luego se llevo a
rotavapor hasta sequedad. Se guardd las fracciones ya secas, en frascos &mbar, etiquetados con
su peso y numero de fraccidon recogida. Luego se guard6 en un desecador para mantenerlos

fuera de la humedad. (Cicek et al., 2009: p. 2)

2.6.10. Cuantificacion en Espectrofotometria UV-VIS

Se llevo a cabo la cuantificacion de saponina realizandose una curva de calibracion, con la
saponina purificada por cromatografia en columna. Se pesé 0,10 g de saponina purificada y se
disolvié en 10 ml de etanol-agua 80%, se tomé volumenes de 100, 150, 200, 500, 800,1000 y se
afor6 con la misma solucion a 25 ml. Para llevar a cabo este proceso se tomd como reactivo de

color Vainillina 4%-Acido Sulfurico72%. (Le et al., 2018b: p. 2)

Se tom6 0,5 ml de la muestra y se sometié a bafio maria por 15 min a 60°C, transcurrido el
tiempo se coloc6 0,5 ml de vainillina al 4% y 2,5 ml de acido sulfarico al 72%, se llevé por
otros 15 min a bafio maria y luego por 5min a un bafio de agua al ambiente. Se fij6 la longitud
de onda a 560 nm. Luego se colocd en la celda de cuarzo la solucion con el reactivo de color y

se anotd las absorbancias que el equipo mostro. (Le et al., 2018b: p. 2)
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2.7.Método estadistico

Los datos obtenidos se presentaron como medio de tres determinaciones repetidas + desviacion
estandar. Se realizaron analisis de varianza para comparar las medias con ANOVA y prueba de
Test de Tukey (p<0,05), utilizando el software estadistico IBM SPSS Statistics 23.

Para evaluar el disefio factorial 3%se utilizd el mismo software para el tratamiento estadistico de

los resultados.

CAPITULO Il

3. DISCUSION Y ANALISIS DE DATOS

3.1. Eleccion de la muestra de mojuelo de quinua por el Indice afrosimétrico.

Para definir la muestra a estudiar se trabajé con tres muestras de mojuelo de COPROVICH,

Magquita Cushunchic y una muestra de Bolivia de quinua roja.

Se empleo el indice afrosimétrico a continuacion se muestra en la Tabla 1-1 los resultados

obtenidos.
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Tabla 1-3: Resultados del indice Afrosimétrico.

Muestra Altura de la Promedio Saponina % por
espuma peso
M.C.1 3,9
M.C.2 3,6 3,60%0,3 41,92
M.C.3 33
CB.1 1,3
CB.2 0,9 1,100, 11,66
CB.3 11
B.1 0.5
B.2 2.1 2,331£0,3 25,95
B3 2,7

+ desviacion estandar

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

De acuerdo con la Norma INEN 1672 (INEN, 1988) se realizaron los calculos para la obtencién

del % de saponina presente en el mojuelo de Maquita Cushunchic, el de COPROVICH vy el de

Bolivia:
% saponings = (0,646x h) — 0,104
mx10
Ecuacion 1-3: Determinacién dé % saponinas.
Fuente:(INEN, 1988, p. 2)
Siendo:

h= altura de la espuma, cm.

m= masa de la muestra de mojuelo, g
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Fuente: Guilcapi Veronica, Fuente: Guilcapi Veronica, Fuente: Guilcapi Veronica,

2019 2019 2019 Fuente: Guilcapi Veroénica,

2019

Como se observa en la Tabla 1-3 el mojuelo de Maquita Cushunchic presentd un 41,92% del
contenido de saponina, el de COPROVICH presenté un 11,66% y Bolivia un 25,95%. Los
resultados obtenidos son similares a los del estudio realizado por (Lozano et al., 2012: p. 128) que
presenta un porcentaje de saponinas en el mojuelo de 17,3% hasta 22,1% con ciertas variaciones

de especie de mojuelo de quinua logrando alcanzar hasta un porcentaje entre 47,3% y 56,2%.

En la Figura 4-3 se observa que en el mojuelo de Bolivia el tiempo de duracion de espuma es
corto a comparacién a los otros, tal y como se muestra en las Figuras 1-3,2-3 y 3-3. Esto pudo
deberse a las caracteristicas que presenté cada mojuelo, el de Maquita Cushunchic es mas
limpio y presentd pocos granos de quinua dafiados, el de COPROVICH presentd impurezas y
mas cantidad de granos de quinua dafiados y el de Bolivia no presentd ni impurezas ni granos de

quinua y ademas presenta un color rojo caracteristico.
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3.2. Analisis del método de extraccion

Para la extraccién del mojuelo de quinua, se realizd una prueba previa con una temperatura de
70°C en un tiempo de 30 min, debido a la presencia de almiddn la solucion aument6 su
viscosidad dando lugar a dificultar su extraccion, por tal razén se establecen temperaturas de 30-
40-50°C y tiempos cortos de 5-15-20 min.

Los tres métodos empleados para la extraccion de saponina en el mojuelo de quinua tienen una
variacién en su metodologia, ya que segun (Suarez y Carrillo, 2013: p. 95) se emplea mezclas
alcohdlicas o hidroalcohdlicas, para extraer los metabolitos de las especies vegetales. La
investigacion empled agua bidestilada como solvente para los tres métodos, no solo por su bajo
costo, sino también porque tenemos mejores rendimientos de extraccion de saponina solo con

agua.

Sin embargo se explica que las mezclas alcohélicas o hidroalcohélicas presentan reacciones con
el grupo &cido, ya que en la estructura de la saponina est4 presente el &cido oleandlico de esta
manera se forman ésteres, que representa un bajo rendimiento en extracciones con solventes
alcoholicos o hidroalcohdlicos. (Ballesteros et al., 2014: p. 1327) menciona en su estudio que para
extracciones de saponinas el agua es un excelente solvente, ayuda a formar las estructuras de

glicosidos con mayor facilidad y sin que exista segundas reacciones.

(Cahyo et al., 2009: p. 307) menciona que el agua a ser empleado en extracciones vegetales, ayuda a
que se produzca un arrastre total de todas aquellas sustancias polares con la que puede tener
afinidad como en este caso las saponinas, teniendo asi la presencia de varios grupos funcionales

en su estructura.
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3.2.1. Maceracion asistida por agitacion

Tabla 2-3: Resultados del rendimiento de crudo de saponina por Maceracion asistida por agitacién
(M1).

Tiempo  Temperatura rom  Mojuelode Crudo de %

(min) °C qguinua saponina Rendimiento

Método (0)* extraido de crudo de
1 (9)** saponina

5 30 350 5,0003 1,7873 35,74+ 0,01
15 30 350 5,0005 1,7899 35,79+ 0,01
20 30 350 5,0006 1,8898 37,79+ 0,01
5 40 350 5,0001 1,5563 31,13+ 0,01
15 40 350 5,0003 1,6325 32,65+ 0,02
20 40 350 5,0005 1,7701 35,40+ 0,02
5 50 350 5,0002 1,3573 27,15+ 0,02
15 50 350 5,0003 1,4446 28,89+ 0,01
20 50 350 5,0005 1,5021 30,04+ 0,01

* representa la desviacion estandar del mojuelo de quinua + 0,00
** representa la desviacion estandar del crudo de saponina + 0,00
+ desviacion estandar

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Se realizé los calculos para el rendimiento de crudo de saponina:

Rendimiento real

%Rendimiento = — — X
Rendimiento teorico

Ecuacion 2-3: % Rendimiento de crudo de saponina.

Fuente:(Flores et al., 2013: p. 50)

Como se muestra en la Tabla 2-3 en el método de maceracién asistida por agitacion (M1), se
trabajo con dos variables que en este caso fueron, las temperaturas de 30-40-50°C vy los tiempos 5-
15-20 min a 350 rpm, aplicando un disefio factorial de 3 con un total de 9 ensayos. Mostrando las
combinaciones posibles de temperatura con el tiempo. Se observé que él mejor rendimiento del
crudo de saponina obtenido por el M1 es de 37,79% en condiciones de 30°C y a un tiempo de 20

min.

Como (Pandey y Tripathi, 2014: p. 117) menciona en sus estudios para la extraccion por maceracién

asistida por agitacion las mejores condiciones son a temperatura baja o incluso al ambiente y en
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tiempos de 20 a 30 min, esto ayuda a que si se trabaja con agua, no retenga almidon y por lo tanto

se extraiga el metabolito de interés.

Maceracién asistida por agitacién

40
35,74 35,79 37,79
35

30
25
20
15
10

354

32,65

31,13

Rendimiento de saponina %

(63}

TEMPERATURA TEMPERATURA TEMPERATURA
30°C 40°C 50°C

B5min @15 min @20 min

Grafico 1-3: Extraccion con Maceracion asistida por agitacion (M1).

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

En el Gréafico 1-3 se identifica que la temperatura y el tiempo si influyen en la cantidad de
saponina extraida en el mojuelo de quinua, la cantidad promedio de saponina extraida
disminuye a medida que aumenta la temperatura en los tres distintos lapsos de tiempo.
Finalmente la cantidad promedio de saponina extraida aumenta a medida que se aumenta la

cantidad de tiempo para los tres tipos de temperaturas.

Tabla 3-3: ANOVA del método por maceracion asistido por agitacion.

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Temperatura 2 0,679752 0,339876 1,14708E+08 0,000
Tiempo 2 0,109037 0,054518 18399971,38 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,013762 0,003441 1161185,75 0,000

Error 18 0,000000 0,000000

Total 26 0,802551

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019
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En la Tabla 3-3 se puede observar los valores obtenidos por el test ANOVA, que indica que los
datos de tiempo y temperatura, es menor al nivel de significancia por lo que se rechaza la
hipétesis nula, concluyendo que la temperatura y el tiempo influyen en la cantidad de crudo de
saponina extraida, por el método con maceracion asistido por agitacion (M1), existiendo
diferencias estadisticamente significativas se realiza el test de Tukey.

Tabla 4-3: Test Tukey para el método por maceracion asistido por agitacién (M1).

Test: Tukey Alfa=0.05
Temperatura*Tiempo N Media E.E Agrupacion
3020 3 1,88980 0.00 A
3015 3 1,78987 0.00 B
305 3 178733 0.00 C
40 20 3 1,77007 0.00 D
40 15 3 1,63247 0.00 E
405 3 155633 0.00 F
50 20 3 150213 0.00 G
50 15 3 1,44463 0.00 H
505 3 1,35733 0.00 |

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Como muestra la Tabla 4-3 las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes, los resultados obtenidos estan en relacion con el niumero de interacciones entre las
diferentes temperaturas y los tiempos, de esta manera la media de cada interaccion muestra que
hay diferencias significativas en todas las muestras, es decir que la cantidad de crudo de

saponina extraido va a depender de cada una de las variables.
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3.2.2. Extraccion asistida por ultrasonido

Tabla 5-3: Rendimiento de crudo de saponina por Ultrasonido (M2).

Tiempo

(min)

Método
2 5

15
20

5
15
20

5
15
20

Temperatura
°C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Mojuelo

de

quinua (g)*

* representa la desviacion estandar del mojuelo de quinua £ 0,00

** representa la desviacion estandar del crudo de saponina = 0,00

+ desviacion estandar

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

5,0002
5,0004
5,0005
5,0008
5,0005
5,0006
5,0004
5,0008
5,0008

Crudo de
saponina
extraido (g)**

2,2989
2,1755
2,3241
2,1583
2,2699
2,1375
1,9898
1,8964
1,9986

% Rendimiento

de crudo de

saponina
45,98+ 0,02
43,51+ 0,01
46,48+ 0,01
43,16% 0,02
45,39+ 0,02
42,74+ 0,01
39,79+ 0,02
37,92+ 0,01
39,97+ 0,02

Como se muestra en la Tabla 3-3 en el caso de la extraccidn asistida por ultrasonido (M2), se

trabajé con un disefio factorial 3% con un total de 9 ensayos, donde se realiz6 las combinaciones de

tiempo y temperatura, las mejores condiciones que presenté un rendimiento de crudo de saponina

fueron a 30°C y a un tiempo de 20 min con un rendimiento de 46,48% de crudo de saponina.

Este método de extraccion segin (Cares etal., 2010: p. 174) menciona que los rendimiento de la

extraccion por ultrasonido, aumentaron significativamente con el periodo de sonicacion de 10 a 30

min y que la temperatura adecuada esta entre 20°C y 40°C. Ademas los estudios realizados por (Le

etal., 2018: p. 3) muestra que la extraccion por EAU emplearon solo agua por ser el mejor disolvente.
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Método de Ultrasonido

50
45
40
35
30
25
20
15
10

45,98 46,48
12,74 43,16 >3°

43,51

37.79 39,79 39,97

Rendimiento de saponina %

o o

TEMPERATURA 30°C TEMPERATURA 40°C TEMPERATURA 50°C

E5min @15 min @20 min

Gréfico 2-3: Extraccion asistida por Ultrasonido (M2).

Realizado por: Verdnica Guilcapi, 2019

Analizando el Grafico 2-3 se identifica que la temperatura y el tiempo si influyen en la cantidad
de crudo de saponina extraida por ultrasonido (M2), la cantidad promedio de crudo de saponina
extraida disminuyen a medida que se aumenta la temperatura. Se tiene un excelente rendimiento

a condiciones de 30°C a un tiempo de 20 min con un rendimiento de 46,48%.

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Tiempo 2 0,008423 0,004212 1421409,13 0,000
Temperatura 2 0,450834 0,225417  76078254,50 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,079162 0,019790 6679291,63 0,000

Error 18 0,000000 0,000000

Total 26 0,538419

Tabla 6-3: ANOVA de la extraccion asistida por ultrasonido (M2).

Realizado por: Verénica Guilcapi, 2019

La Tabla 6-3 se puede observar los valores obtenidos por el test ANOVA, que indica que los
datos de tiempo y temperatura, es menor al nivel de significancia rechazando la hipotesis nula
por lo que se concluye que la temperatura y el tiempo influyen en la cantidad de crudo de
saponina extraida, por el método asistido por ultrasonido (M2), existiendo diferencias
estadisticamente significativas se realiza el test de Tukey.
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Tabla 7-3: Test Tukey para el método asistido por ultrasonido (M2).

Temperatura*Tiempo

3020
305
4015
3015
405
40 20
50 20
505
50 15

Test: Tukey
N

W W W W w w w

3

Media
2,32407
2,29893
2,26987
2,17553
2,15833
2,13747
1,99863
1,98983
1,89640

Realizado por: Verénica Guilcapi, 2019

E.E
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Alfa=0.05

Agrupacion

Como muestra la Tabla 7-3 las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes, los resultados obtenidos estan en relacion con el nimero de interacciones entre las

diferentes temperaturas y los tiempos, de esta manera la media de cada interaccion muestra que

hay diferencias significativas en todas las muestras, es decir que la cantidad de crudo de

saponina extraido va a depender de cada una de las variables.

3.2.3. Extraccion asistida por microondas

Tabla 8-3: Rendimiento de crudo de saponina por Microondas (M3).

Tiempo

(min)

Método

5
15
20

5
15
20

5
15
20

Temperatura

°C

Nivel de

Potencia

30
30
30
40
40
40
50
50
50

W W W W W W w w w

* representa la desviacion estandar del mojuelo de quinua + 0,00

** representa la desviacion estandar del crudo de saponina = 0,00

+ desviacion estandar

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019
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Mojuelo
de
quinua

@) *

5,0005
5,0006
5,0008
5,0006
5,0008
5,0008
5,0004
5,0008
5,0008

Crudo de

saponina

Rendimiento

crudo de

extraido (g) saponina

**

2,3247
2,4021
2,4627
2,4014
2,4096
2,4110
2,0226
2,0117
2,0089

46,49 + 0,02
48,04+ 0,01
49,25+ 0,01
48,02+ 0,01
48,18+ 0,02
48,21+ 0,02
40,45+ 0,02
40,23+ 0,01
40,17+ 0,02



En la Tabla 4-3 muestra los rendimientos obtenidos por el método de extraccion asistido por
microondas (M3), donde muestra el disefio factorial, teniendo dos factores temperatura y tiempo ya
que el nivel de potencia es el mismo para los tratamientos aplicado, se tuvo un total de 9 resultados
del rendimiento del crudo de saponina, presentdé mejores resultados en condiciones de 30°C y un

tiempo de 20 min como los anteriores métodos ya descritos donde.

Se obtuvo un 49,25 % de crudo de saponina de mojuelo de quinua en la extraccion asistida por

microondas (M3).

Método asistido por microondas

rafico 3-3: 50 46,49 48,04 48,02 48,18 48,21
Extraccion 45 3
asistida por B 40,45 40,23 40,17
Microondas .
(M3). E
g 30
(5]
ealizado por: g %
Verénica 5 20
Guilcapi, 2019 % 15
2 10
Analizando 5
el Gréfico 0
3-3 TEMPERATURA TEMPERATURA TEMPERATURA
30°C 40°C 50°C
aparenteme BE5min @15 min @20 min
nte se

identifica que no existe influencia significativa del tiempo en la cantidad de extraccion de crudo
de saponina por el método asistido por microonda (M3). Existe diferencia significativa en la
cantidad promedio de crudo de saponina aplicando las temperaturas 30°C y 50°C. Aplicando la
temperatura de 40°C el promedio es igual en los tres niveles de tiempo.

Tabla 9-3: ANOVA del método asistido por microondas (M3).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 2 0,009009 0,004504  1520200,50 0,000
Temperatura 2 0,901622 0,450811 1,52149E+08 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,020184 0,005046 1703057,25 0,000
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Error 18 0,000000 0,000000

Total 26 0,930815
Realizado por: Verdnica Guilcapi, 2019

En la Tabla 9-3 muestra que el valor p es menor que el nivel de significancia se rechaza la
hipétesis nula concluyendo que la temperatura y el tiempo influyen en la cantidad de crudo de
saponina extraida del mojuelo de quinua por el método asistido por microondas (M3) existiendo
diferencias estadisticamente significativas se realiza el test de Tukey.

Tabla 10-3: Test Tukey para el método asistido por microondas (M3).

Test: Tukey Alfa=0.05
Temperatura*Tiempo N Media E.E Agrupacion
3020 3 2,46273 0.00 A
4020 3 2,41103 0.00 B
4015 3 2,40957 0.00 C
3015 3 2,40207 0.00 D
405 3 2,40143 0.00 E
305 3 2,32470 0.00 F
505 3 2,02257 0.00 G
5015 3 2,01173 0.00 H
50 20 3 2,00887 0.00 I

Realizado por: Verdnica Guilcapi, 2019

Como muestra la Tabla 10-3 las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes, los resultados obtenidos estan en relacién con el niUmero de interacciones entre las
diferentes temperaturas y los tiempos, de esta manera la media de cada interaccion muestra que
hay diferencias significativas en todas las muestras, es decir que la cantidad de crudo de

saponina extraido va a depender de cada una de las variables.

3.3.Método de extraccion eficiente.

El método que presentd mejores resultados fue el de extraccién asistida por microondas en
condiciones de 30°C y en un tiempo estimado de 20 min, en relacion con los otros dos métodos
empleados. Segun (Waziiroh et al., 2018. p. 4) que explica coémo funciona este método, el proceso
estudiado por microondas ayuda a destruir el tejido celular, ademas que tiene la ventaja que
reduce el volumen de disolvente, menor consumo de tiempo y proporciona un mayor

rendimiento de muestra.
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(Bai et al., 2007: p. 175) menciona que la rotacion dipolar que se produce en el sistema acelera la
aparicion de colisiones entre las moléculas del soluto y disolvente lo que presenta una
modificacion celular, teniendo un rendimiento eficiente por parte del método asistido por

microondas (M3).

Tabla 11-3: ANOVA del disefio factorial 33.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Método 2 6,07204 3,03602 1,02466E+09 0,000
Temperatura 2 1,91238 0,95619 3,22713E+08 0,000
Tiempo 2 0,06793 0,03397 11463616,67 0,000
Método*Temperatura 4 0,11983 0,02996 10110785,42 0,000
Método*Tiempo 4 0,05854 0,01463  4938982,17 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,02935 0,00734 2476714,79 0,000
Método*Temperatura*Tiempo 8 0,08375 0,01047 3533409,92 0,000

Error 54 0,00000 0,00000

Total 80 8,34383

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

La tabla 5-3 muestra el ANOVA del disefio factorial 3° donde los factores métodos,
temperatura y tiempo, presentan un p-valor menor a 0.05, lo que demuestra que existen
diferencias significativas tanto en los métodos empleados, el tiempo y la temperatura que

influyen en el rendimiento obtenido de crudo de saponina.
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Grafico 4-3: Interaccion entre las variables.

Realizado por: Verdnica Guilcapi, 2019

Se puede corroborar con ayuda del Grafico 4-3 que los efectos de temperatura, tiempo y el
método empleo estan interrelacionados de manera que se observa que en el caso del método
empleado los mejores resultados se encuentran en el método de extraccidon asistida por
microondas (M3), con respecto a la temperatura esta presenta mejores condiciones a unos 30°C
y menores a 50°C y finalmente el tiempo estd estrechamente relacionado de manera que en

intervalos de tiempos cortos los rendimiento de saponinas presentan valores altos.

3.4. Deteccion de saponinas por cromatografia en capa fina (TLC).

- — Rf=081

- > Rf=0,71

L*

Figura 2-3: TLC del crudo de saponina.

Fuente: Guilcapi Veronica, 2019
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El sistema empleado para TLC fue n-butanol, acido acético y agua (60:35:15) y como revelador
vainillina-H,SO,4 5%, posterior al calentamiento de la placa a 120°C por 20 min, sobre una placa
metalica, se observé claramente las manchas de color violeta. (Soltani et al., 2014: p. 45) menciona
que estos solventes debido a su alta polaridad, permiten la mejor separacion de las saponinas

presentes en una especie vegetal

El revelador de vainillina- H,SO, es el mejor considerado, debido a que al tratar solamente con
Liebermann-Burchard como revelador este quema completamente la placa cromatografica por
dos razones: la primera que como la extraccion fue realizada en agua al estar en presencia con el
reactivo de Liebermann-Burchard se da una reaccién muy violenta y la segunda razén es debido

a la cantidad de &cido que presenta el reactivo de color.

(Moghimipour y Handali, 2015:p. 212) menciona que las condiciones mas adecuadas para una placa
cromatografica al ser sometida a calor son temperaturas entre 100-120°C, por un tiempo de 10-

20 min, teniendo excelentes resultados de presencia de los compuestos de interés.

El Rf determinado para la Figura 5-3 fue para la primera mancha con un Rf= 0,71 y la segunda
mancha con un Rf= 0,81 correspondientes a las saponinas presentes en la muestra corroborado
con los estudios de (Biradar y Rachetti, 2013: p. 246) y (Agha, 2018, p. 503) que presentan Rf= 0,70 y
Rf= 0,80 para compuestos polares caracteristicos de la saponina

3.5. Caracterizacion de la saponina obtenida

Tabla 12-3: Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del crudo de
saponina obtenido del mojuelo de quinua.

Metabolito Saponina
Aspecto Solido
Color Marrén
Olor Inodoro
pH 6,92
Humedad 13,81%

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Se obtuvo una saponina completamente sélida, con un color marrén no present6 olor alguno.
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Se tomo el pH de las muestras de los diferentes métodos teniendo un pH promedio de 6,92

siendo ligeramente acido, con valores oscilantes entre 6,89 y 7,02.

Su humedad se encuentra en 13,81% que se encuentra en los rangos estimados que van desdel0

hasta 15% como lo menciona (Castilla et al., 2016:p. 265).

3.6. Tamizaje fitoquimico del crudo de saponina

Tabla 13-3: Resultados del tamizaje fitoquimico a la solucién acuosa del crudo de saponina.

Metabolito Ensayo Resultado
Triterpenos y/o esteroides Liebermann Burchard +++
Saponina Espuma +++
Azlcares reductores Fehling ++

Almidon Yodo +++

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Donde:

(+) Se obtiene una baja intensidad de reaccion presente en ese metabolito.
(++) Se obtiene una intensidad moderada de reaccién presente en ese metabolito.
(+++) Se obtiene una intensidad alta de reaccion presente en ese metabolito.

La reaccion de Liebermann Burchard se empled para diferencia si se tenia una estructura
esteroidal o triterpénica (Rojas et al., 2009: p. 164) de esta manera se observé una coloracion gque va
desde rojo a verde y purpura cuando la reaccion ya ha finalizado, de esta manera se tiene como
resultado un compuesto triterpénico, resultado que es correcto y sustentado en blibliografia que
cuya coloracidn es representativa de saponinas triterpénicas, aunque se desconoce su estructura

definida de la saponina.

Concluyendo que los metabolitos més representativos en el mojuelo de quinua son: triterpénos,
saponinas, azUcares reductores y almidon siendo corroborado con la investigacion de (Valencia
etal., 2017: p. 18)
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Segun (Xiong et al., 2007: p. 88) el ensayo de Lieberman Burchard indica que si el ensayo se realiza
en una muestra que solo contiene agua, va a dar como resultado una reaccion violenta que puede
causarnos algin dafio si no tenemos cuidado, para ello recomienda que la muestra este disuelta

en una cierta cantidad de alcohol-agua, para llevar con tranquilidad el ensayo.

3.7. Purificacion del crudo de saponina

Se separd una cromatografia por exclusién de tamafio como fase estacionaria se empled
Sephadex LH-20, se recogi6 100 fracciones como resultado de la purificacion, se parti6 de 0,25
g de crudo de saponina disuelto en 25 ml de acetona, dichas fracciones se agruparon de acuerdo
con el resultado de TLC (se empled las mismas condiciones para la TLC del crudo de saponina)
como se muestra en la Figura.7-3 Cabe mencionar que las primeras fracciones desde el N°1

hasta la N°3, son residuos de acetona que no arrastraron los metabolitos de la muestra.

Figura 3-3: Cromatografia en capa fina del purificado de saponina.

Fuente: Guilcapi Veronica, 2019

La metodologia de purificacién con cromatografia por exclusién de tamafio empleando como
fase estacionaria Sephadex LH-20 mencionada anteriormente, permitié primero la salida de las
moléculas de mayor tamafio, lo que permitié primero la salida de saponinas debido a su alto
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peso molecular, continuamente salieron el resto de las moléculas que poseen menor peso

molecular.

Tabla 14-3: Resultados de las fracciones recolectadas de Sephadex LH-20.

Fracciones Peso (g)
N°4 hasta N°11 0,1520 g
N°13 hasta N°21 0,0090g
N°24 hasta N°32 0,0028g
N°35 hasta N°43 0,0013g
N°46 hasta N°53 0,00099
N°54 hasta N°69 0,0005g

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Se juntaron las fracciones idénticas segln los resultados obtenidos por TLC, la mayor fraccion
que se obtuvo fue la N°4 hasta N°11 con un peso de 0,1520g, se reservo para el analisis

cualitativo en HPLC y cuantitativo en Espectrofotometria UV-VIS.

Estos resultados son corroborados por (Zhao et al., 2012,:p. 3290) que menciona en su estudio que
obtuvo 6 fracciones, las primeras fracciones corresponde a un compuesto glucésido como son
las saponinas y desde la fraccion N°55 corresponde a metabolitos como flavonoides, la mayor
cantidad recolectada fue de 0,205g. A su vez los resultados los corrobord con el estudio
realizado por (Kudou et al., 1998: p. 2293) donde describe que la presencia de saponina en las
primeras fracciones son saponinas del tipo monodesmosidicas, que contienen una cadena de

azlcar ligada al éter en la posicion 3.
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3.8.  Andlisis cualitativo de saponina por HPLC

Figura 4-3: Cromatograma del purificado de saponina.

Fuente: Guilcapi Veronica, 2019

La muestra que se empled para el analisis en HPLC, fue de la saponina purificada por
cromatografia de exclusion de tamafia la fraccion empleada fue la N°4 hasta las N°11 con un
peso de 0, 1520g. Se tomd una muestra de 0,0010g, aforado en 10 ml de la solucién de agua-

etanol 80%, que representan 100 ppm.

En cromatografia liquida de alta resoluciéon HPLC se determiné dos picos muy representativos y
caracteristicos de la saponina que se muestra en la Figura 8-3 con tiempos de retencion de tR1:
1.050 min con una é&rea: 434,4755 y tR2: 2.033 min con una area: 597,3060 que son
corroborado con las investigaciones de (Chen etal., 2007: p. 275) y (Oleszek y Jurzysta, 1990: p. 115)
presentd el mismo cromatograma con tiempos similares y &reas cercanas. Donde determinan
que los picos corresponden a una saponina monodesmosidica él pico pequefio y bidesmosidica

el pico mas representativo.

3.9.Cuantificacion de saponina por Espectrofotometria UV-VIS

La cantidad de saponina extraida por los diferentes métodos se determiné mediante la técnica

espectrofotométrica, el principio de la metodologia es la reaccion de las saponinas triterpénicas
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con la Vainillina y Acido Sulfarico. Al emplear el propuesto por ciertas bibliografias del
reactivo de color de Liebermann-Burchard ocurre una reaccion violenta y no presenta cambio de

coloracion. (Le et al., 2018c: p. 4)

Se utiliz6 como estandar el purificado de saponina que se obtuvo por cromatografia de
exclusién por tamafio, se emple6 la fraccion con mayor peso que fue la de 0, 2520 g. Se tomo
0,109 aforado en un balén de 10 ml con una solucion de agua-etanol 80%, teniendo una

solucion de 100 ppm.

Curva estandar de saponina

1 y = 0,2745x - 0,0085
R2 = 0,9997 e

Absorbancia

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Concentracion pg/ml

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019
Grafico 5-3: Curva de calibracién estandar de saponina.
Se tiene la relacion lineal y = 0,2745x -0,0085 donde el R? = 0,9997, el Cx (mg/ ml) como se

muestra en la Ecuacion 3-3 que es la concentracion de saponina triterpenoides en la solucién

colorimétrica, b el intercepto, m la pendiente y Abs es la absorbancia en el VIS 560 nm.

Abs —b
Cx = ———
m

Ecuacion 3-3: Concentracién de saponinas triterpenoides en la solucion colorimétrica.

Fuente: (Rojas et al., 2015: p. 80)

El contenido total de saponina se calculé de acuerdo con la Ecuacion 4-3:

Cx

% Saponina = ———
P C muestra

Ecuacion 4-3: % Saponina por espectrofotometria UV-VIS.
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Fuente: (Garcia et al., 2018: p. 77)

Donde:

Cx = a la concentracién de saponina en la solucion colorimétrica.

C muestra = concentracion del crudo de saponina extraido por el método.

Tabla 15-
Resultados
% de
saponina

Temperatura Tiempo min

°C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Espectrofotometria UV-VIS.

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

5
15
20

5
15
20

5
15
20

% de
Saponina

M1
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21,17
21,18
21,17
20,63
19,96
19,54
20,00
20,00
18,65

% de
Saponina

M2

32,89
32,63
33,68
28,92
26,90
29,13
27,95
28,08
27,22

% de
Saponina

M3

43,28
4545
45,74
40,24
37,60
38,39
36,13
36,00
31,67

3:
del

por



En la Tabla 15-3 se indica los resultados obtenidos en el remplazo de la ecuacion de la curva de
calibracion del purificado de saponina como se muestra en el Gréfico 5-3, tomando como
referencia para la cuantificacion de saponina por espectrofotometria UV-VIS, donde la cantidad

de saponina presente esta entre un 20% y un 45,74%

Se obtuvo la cantidad de saponina en los diferentes métodos, a las condiciones de temperatura y
tiempo establecidas. Al comparar con los resultados obtenidos con respecto a los alcanzados por
(Lozano etal., 2012a: p. 131) quienes publicaron contenidos de saponina presente en la especie
Chenopodium quinoa , a 560 nmy siendo la extraccion con agua se encuentra entre 20% y 45%

de saponina triterpénica.

Cuantificacion por Espectrofotometria UV-VIS

50 4545 4574
45 43,28
40,24
36,13 36

{ilidiii

5min  15min 20min 5min  15min  20min  5min  15min 20 min
30°C 30°C 30°C 40°C 40°C  40°C 50 °C 50 °C 50 °C

40
3
3
2
2
1
1

o o o

7,6 38,39
1

o

% de saponina

a o o

EM1 mM2 =M3

Gréfico 6-3: Cuantificacion por Espectrofotometria UV-VIS.

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Analizando el Grafico 6-3 muestra que la cantidad mayoritaria de saponina por
Espectrofotometria UV-VIS estd en el método M3 que corresponde a la extraccion por
microondas con un valor de 45,74 en condiciones de 20 min y a 30°C.
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Tabla 16-3: ANOVA de la cuantificacion de saponina por Espectrofotometria UV-VIS.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Método 2 1647,45 823,727 946,46 0,000
Temperatura °C 2 154,90 77,449 88,99 0,000
Tiempo min 2 2,03 1,013 1,16 0,000
Método*Temperatura °C 4 59,06 14,764 16,96 0,001
Método*Tiempo min 4 3,07 0,767 0,88 0,006
Temperatura °C*Tiempo min 4 14,00 3,499 4,02 0,005

Error 8 6,96 0,870

Total 26 1887,46

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

En la Tabla 16-3 muestra que el valor p son menores o iguales a 0.05 se rechaza la hipétesis
nula para el caso donde el método y la temperatura si influyen en la cantidad de saponina. Por
otra parte se tiene un valor mayor a 0.05 con respecto al método y el tiempo el cual no va a
influir en la cantidad de saponina extraida por los tres métodos distintos. Existiendo diferencias

estadisticamente significativas se realiza el test de Tukey.

Tabla 17-3: Test de TUKEY para la cuantificacion por Espectrofotometria UV-VIS.

Método*Temperatura N Media Agrupacién
°C

m3 30 3 44,8233 A

m3 40 3 38,7433 B

m3 50 3 34,6000 C

m2 30 3 33,0667 C

m2 40 3 28,3167 D
m2 50 3 27,7500 D
m1 30 3 21,1733 E
m1 40 3 20,0433

m1 50 3 19,5500

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Como muestra la Tabla 17-3 los grupos de interacciones método 3/temperatura 50 — método
2/temperatura 30, método 2/temperatura 40 — método 2/ temperatura 50 y método 1/temperatura
30 — método 1/temperatura 40 — método 1/temperatura 50, tienen porcentajes promedios de

saponina similares, mientras que las demas interacciones tienen porcentajes diferentes.

3.10. Cuantificacion de saponina por el Indice afrosimétrico
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Para esta metodologia se siguié la metodologia establecida por (Koziol, 1992, p. 1; citados en Ledezma
y Vésquez, 2010, p. 26) que se debe realizar una curva de calibracién con un estandar. El estandar
de saponinas de quinua fue el del purificado de saponina, con cromatografia de exclusion por
tamafio. Con este estdndar se prepararon cinco soluciones en concentracién creciente:

disponiendo de 5ml de agua destilada en tubos de ensayo, por triplicado

Curva estandar de saponina

9
y = 10,584x + 2,9163
8 R? = 0,9996 “
7
) o
§
s ° o
=4 o
<
3
2
1
0@
0 0.1 0.2 03 04 05 06 07

Concentracion g/ml

Graéfico 7-3: Curva de calibracion estandar para la cuantificacion de saponina por el
método de espuma.

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Con esta metodologia se realizd la curva de calibracion obteniendo la recta correspondiente a la
ecuacion: y= 10,584x+2,9163 con R?= 0,9996. En base a la ecuacion de la recta de calibracion
se calcul6 el porcentaje de saponina para cada muestra de los tres métodos empleados en la

extraccion.

Y=10,584x+2,9163
x
Z =—%100
w

Donde:

X=mg de saponina calculados de la ecuacion
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Y= altura de la espuma en cm

Z= porcentaje de saponina en el extracto

W= mg del crudo de saponina extraido en cada método.

Tabla 18-3: Resultados del % de saponina por el indice afrosimétrico.

Temperatura Tiempo min

°C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

5
15
20

5
15
20

5
15
20

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

La Tabla 18-3 muestra los resultados obtenidos por el indice afrosimétrico donde se estima que
la cantidad de saponina extraida va desde 20,71% hasta 47,64% de saponina triterpénica
presente en el mojuelo de quinua. Estos resultados son corroborados con el estudio realizado por

(Lozano etal., 2012b: p. 131) que mencionan que la cuantificacion de saponina por el Método de

% de

Saponina

M1

20,71
23,32
24,59
20,75
22,68
20,92
23,80
22,36
21,50

% de

Saponina

M2

34,60
34,39
36,26
30,29
28,80
30,58
28,10
31,98
27,98

% de

Saponina

M3

espuma y en condiciones de extraccion solo con agua estan entre 17,3% hasta 57%.
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Cuantificacion por el Indice afrosimétrico

46,88 47,64
50 44,38 42,96 4083

N
o

34,84
30,58 31,98 32,54

dildiiii

5min  15min  20min 5min  15min  20min  5min  15min 20 min
30°C 30°C 30°C  40°C 40°C 40 °C 50 °C 50 °C 50 °C

46 3439 3626

% de saponina
= N w
o o o

o

EM1 mM2 mM3

Gréfico 8-3: Cuantificacion por el indice afrosimétrico.

Realizado por: Guilcapi Veroénica, 2019

Analizando el Grafico 8-3 muestra que la cantidad mayoritaria de saponina por el Indice
afrosimétrico estd en el método M3 que corresponde a la extraccion por microondas con un

valor de 47,64 en condiciones de 20 min y a 30°C.

Tabla 19-3: ANOVA de la cuantificacion de saponina por el indice afrosimétrico.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Método 2 1518,38 759,190 306,11 0,000
Temperatura °C 2 161,19 80,595 32,50 0,000
Tiempo min 2 0,16 0,078 0,03 0,009
Método*Temperatura °C 4 101,21 25,303 10,20 0,003
Método*Tiempo min 4 5,15 1,287 0,52 0,005
Temperatura °C*Tiempo min 4 25,96 6,489 2,62 0,005

Error 8 19,84 2,480

Total 26 1831,88

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

En la Tabla 19-3 muestra que el valor p son menores o iguales a 0.05 se rechaza la hipotesis
nula para el caso donde el método y la temperatura si influyen en la cantidad de saponina. Por
otra parte se tiene un valor mayor a 0.05 con respecto al tiempo el cual no va a influir en la
cantidad de saponina extraida por los tres métodos distintos. Existiendo diferencias

estadisticamente significativas se realiza el test de Tukey.
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Tabla 20-3: Test de TUKEY para la cuantificacion por el indice afrosimétrico.

Método*Temperatura N Media Agrupacion
°C

m3 30 3 46,3000 A

m3 40 3 40,8933 B

m2 30 3 35,0833 C

m3 50 3 34,7900 C

m2 40 3 29,8900 cC D
m2 50 3 29,3533 D
m1 30 3 22,8733

m1 50 3 22,5533

m1 40 3 21,4500

Realizado por: Guilcapi Veronica, 2019

Como muestra la Tabla 20-3 los grupos de interacciones producidos por: método 2/temperatura
50 — método 3/temperatura 50 - método 2/temperatura 40, método 2/temperatura 40 — método
2/temperatura 50 y las interacciones producidas con el método 1 tienen porcentajes similares de

saponina.
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CONCLUSIONES

Al comparar las técnicas de MAE, ultrasonido y maceracién asistida por agitacién se
encontré6 que MAE era el método mas eficiente para le extraccion de saponina
triterpénicas con un rendimiento de 49,25% y un volumen final de solvente de 78 ml,
proporcionando una alta eficiencia de extraccion de saponina a partir del mojuelo de

quinua amarga.

Segun la metodologia desarrollada por la investigacion se cuantifico la cantidad de
saponina por dos métodos, con el método de Espectrofotometria UV-VIS se obtuvo de
un 20% - aun 45,74% y con el método de espuma se obtuvo entre un 20,71% aun 47,

64% de saponinas.

Las condiciones éptimas de extraccion que permitieron obtener mejores rendimientos
en las tres metodologias fueron a 30°C y en un tiempo de 20 min, considerandose
resultados Utiles para el desarrollo de una extraccion eficiente a gran escala de saponina

triterpénicas a gran escala a partir del mojuelo de quinua amarga.
Se evaluaron las tres metodologias planteadas, presentando que p-valor, el cual es

menor a 0.05 manifiesta que existen diferencias significativas en la cantidad final del

crudo de saponina extraida por los diferentes métodos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda buscar técnicas de purificacion de saponina del mojuelo de quinua,

ayudando a reducir tiempo y costos del material empleado.

e Probar temperaturas mas bajas y tiempo que superen a los 20 min para la extraccion de

saponina evitando la formacion de almidoén.

e Se recomienda la identificacion de la estructura de la saponina por Resonancia

Magnética Nuclear (NMR) y Espectrometria de Masas (MS)

o Realizar pruebas bioldgicas y de dosificacion para la aplicacion de los campos agricolas

y cosmeéticas.
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GLOSARIO
Mojuelo: residuo sélido que resulta del proceso de escarificacion de la quinua, considerado
como un desecho para las industrias.
Escarificado: proceso de remocion de la capa que cubre al grano de quinua, con ayuda de
molinos que van friccionando, dentro de este proceso queda una gran cantidad de material

particulado.

Quinua: especie vegetal propia de la zona Andina, caracterizada por poseer grandes

propiedades nutricionales, cosméticas y farmacéuticas.

Saponina: son azUcares caracteristicos de ciertas especies vegetales, que pueden actuar como

defensa de la planta por su sabor amargo.

Desaponificacion: proceso de eliminacién de saponina que se encuentra en los granos de ciertas

especies vegetales, el proceso se lleva acabo con una serie de lavados.

Hidrofilica: aquellas moléculas que tienen la capacidad de disolverse en el agua o en otras

sustancias con caracter polar.

Hidrofobica: son todas aquellas moléculas que no se disuelven en agua.
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ANEXOS

Anexo A: Fotografia de la extraccion de crudo de saponina.

Extraccion por maceracion asistida con agitacion Extraccion por ultrasonido

Extraccion por microondas

Secado de la muestra en un equipo de rotavapor adaptado un

espumante




Anexo B. Fotografias del crudo de saponina y pruebas de identificacién de saponina.

Crudo de saponina Crudo de saponina seco

Prueba de Fehling Ensayo de Yodo

Prueba de Liebermann-Burchard Prueba de Espuma




Anexo C. Fotografia de TLC del crudo de saponina y Cromatografia en columna.

TLC del Crudo de saponina Cromatografia en columna
Fracciones recogidas TLC de las fracciones recogidas
Secado de las fracciones en rotavapor Envases donde se conservd muestras purificadas

Anexo D. Fotografias de métodos cualitativos y cuantitativos de crudo de saponina.

Espectrofotometria IR Método cuantitativo en HPLC



Cromatograma del Purificado de saponina

Aplicacion de reactivo de color en la muestra

Vainillina 4% y Acido Sulfarico 72% como reactivos de color

Método cuantitativo del Purificado de saponina

Anexo E. Célculos del indice afrosimétrico para la eleccion del mojuelo para la investigacion.

Statistics
MAQUITA | COPROVICH | BOLIVIA
N Valid 3 3 3




Missing
Mean

Std. Deviation

3,60
,300

1,10
,200

2,33
,321

Magquita Cushunchic

(0.646x 3.60)—0.104

h=1, 10 cm % saponinas = = 41,92
0.53 x10
m=0, 53 g
COPROVICH
. 0.646x 1.10)—0.014
h=1, 10 cm % saponinas = ( ) =11, 66
0.52 x10
m=0, 52 g
Bolivia
. 0.646x 2.33)—0.014
h=2, 33 cm % saponinas = ( ) =25,95
0.54 x10
m=0, 54 g
MAQUITA
Cumulative
Fraquency Percent Walid Percent Percent
Yalid 3 1 33,3 33,3 33,3
4 1 33,3 33,3 66,7
4 1 33,3 33,3 100,0
Total 3 100,0 100,0
COPROVICH
Cumulative
Fraquency Percent Walid Percent Percent
Yalid 1 1 33,3 33,3 33,3
1 1 33,3 33,3 66,7
1 1 33,3 33,3 100,0
Total 3 100,0 100,0
BOLNIA
Cumulative
Fraquency Percent WValid Percent Percent
Yalid 2 1 33,3 33,3 333
2 1 33,3 33,3 66,7
3 1 33,3 33,3 100,0
Total 3 100,0 100,0




Anexo F. Recoleccién de datos.

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0004

5,0005
5,0006

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0003
5,0005
5,0006

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0003

5,0004
5,0007

Volumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100
Volumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100
Volumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100

Tiempo
(min)

Tiempo
(min)

Tiempo
(min)

Método por maceracion con agitacién Repeticién 1

Temperatura Peso final

°C de mojuelo
C))
5 30 2,4311
15 30 2,5502
20 30 2,5721

Volumen
final (ml)

70
64
64

Peso de
almidén

0,7821
0,6605
0,5389

Método por maceracion con agitacion Repeticion 2

Temperatura Peso final

°C de mojuelo
(9)
5 30 2,4310
15 30 2,5501
20 30 2,5720

Volumen
final (ml)

70
64
64

Peso de
almidén

0,7820
0,6606
0,5391

Meétodo por maceracion con agitacion Repeticion 3

Temperatura Peso final

°C de mojuelo
(9)
5 30 2,4311
15 30 2,5502
20 30 2,5720

Volumen
final (ml)

70
65
65

Peso de
almidén

0,7820
0,6605
0,5390

Peso de
saponina
extraido

1,7873
1,7899
1,8898

Peso de
saponina
extraido

1,7874
1,7898
1,8898

Peso de
saponina
extraido

1,7873
1,7899
1,8898



Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0003

5,0004
5,0005

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0002

5,0005
5,0005

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0002
5,0004
5,0004

Volumende Tiempo
agua (min)
bidestilada
(ml)

100

100

100
Volumende Tiempo
agua (min)
bidestilada
(ml)

100

100

100
Volumende Tiempo
agua (min)
bidestilada
(ml)

100

100

100

15
20

15
20

15
20

Método asistido por ultrasonido Repeticion 1

Temperatura Peso final

°C

Método asistido por ultrasonido Repeticion 2

30
30
30

de mojuelo
(9)
1,7487
1,8112
1,9278

Temperatura Peso final

°C

Método asistido por ultrasonido Repeticion 3

30
30
30

de mojuelo
(9)
1,7488
1,8111
1,9277

Temperatura Peso final

°C

30
30
30

de mojuelo
(9)
1,7487
1,8112
1,9277

Volumen
final (ml)

Volumen
final (ml)

Volumen
final (ml)

71
75
77

70
75
76

70
76
77

Peso de
almidén

0,9526
1,0137
0,7486

Peso de
almidén

0,9525
1,0139
0,7488

Peso de
almidén

0,9526
1,0136
0,7486

Peso de
saponina
extraido

2,2990
2,1755
2,3241

Peso de
saponina
extraido

2,2989
2,1755
2,3240

Peso de
saponina
extraido

2,2989
2,1756
2,3241



Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0005

5,0008
5,0008

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0004

5,0009
5,0009

Peso de
mojuelo de
quinua
amarga (g)
5,0004

5,0008
5,0008

Volumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100
Volumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100
VVolumen de
agua
bidestilada
(ml)

100

100

100

Tiempo
(min)
5
15
20
Tiempo
(min)
5
15
20
Tiempo
(min)
5
15
20

Método asistido por microondas Repeticion 1
Temperatura Peso final

°C

50
50
50

de mojuelo
(9)
2,2076
2,3100
2,5677

Volumen
final (ml)

75
71
77

Peso de almidon

0,7704
0,6790
0,4242

Método asistido por microondas Repeticion 2
Temperatura Peso final

°C

50
50
50

de mojuelo
(9)
2,2077
2,3101
2,5676

Volumen
final (ml)

76
71
78

Peso de almidon

0,7701
0,6791
0,4245

Método asistido por microondas Repeticion 3
Temperatura Peso final

°C

50
50
50

de mojuelo
(9)
2,2077
2,3101
2,5676

Volumen
final (ml)

75
70
78

Peso de almidon

0,7701
0,6790
0,4243

Peso de
saponina
extraido

2,0225
2,0118
2,0089

Peso de
saponina
extraido

2,0226
2,0117
2,0088

Peso de
saponina
extraido

2,0226
2,0117
2,0089



Anexo G: Célculo del rendimiento de saponina.

Tiempo (min)

5
15
20

5
15
20

5
15
20

Temperatura °C

Tiempo (min)

15

20

15
20

15
20

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Método 1. Extraccidn por maceracion por agitacion.

Peso del mojuelo de quinua

Repeticion 1
5,0004
5,0005
5,0006
5,0001
5,0003
5,0004
5,0003
5,0003
5,0006

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Repeticion 2
5,0003
5,0005
5,0006
5,0002
5,0003
5,0005
5,0002
5,0002
5,0005

Promedio
Peso de mojuelo
de quinua

5,0003

5,0005
5,0006
5,0001
5,0003
5,0005
5,0002
5,0003
5,0005

Repeticion 3

5,0003
5,0004
5,0007
5,0001
5,0004
5,0005
5,0002
5,0004
5,0005

Desviacion
estandar
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00010
,00010

Peso de crudo de saponina

Repeticion 1 Repeticion 2

1,7873
1,7899
1,8898
1,5564
1,6325

1,77
1,3574
1,4447
1,5021

Promedio
Peso de
saponina
1,7873

1,7899
1,8898
1,5563
1,6325
1,7701
1,3573
1,4446
1,5021

1,7874
1,7898
1,8898
1,5563
1,6324
1,7701
1,3573
1,4446
1,5022

Desviacion
estandar
,00006
,00006
,00000
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006

Repeticion 3

1,7873
1,7899
1,8898
1,5563
1,6325
1,7701
1,3573
1,4446
1,5021



Calculo del rendimiento:

rendimiento real g

X 100

%Rendimiento de saponina = rendimiento (eorico g

1.7873 g

%Rendimiento de saponina = 500039 x 100 = 35,74
%Rendimiento de saponina = s Z)?)?)ig x 100 = 35,79
%Rendimiento de saponina = siizig 100 = 37,79
%Rendimiento de saponina = Sizzigx 100 =31,12
%Rendimiento de saponina = 5?)?)?)539 100 = 33,05
%Rendimiento de saponina = 522?);9 x 100 = 35,40
%Rendimiento de saponina = s 02232 9% 100 = 27,14
%Rendimiento de saponina = 5312 9% 100 = 28,89
%Rendimiento de saponina = 150219y 100 = 30,04

5.0005g



Tiempo (min)

15
20

15
20

15
20

Temperatura °C

Tiempo (min)

15

20

15
20

15
20

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Repeticion 1
5,0004
5,0003
5,0005
5,0005
5,0005
5,0003
5,0008
5,0005
5,0008

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Método 2. Extraccidn asistida por Ultrasonido
Peso del mojuelo de quinua

Repeticion 2
5,0005
5,0002
5,0005
5,0006
5,0005
5,0002
5,0009
5,0004
5,0009

Promedio
Peso de mojuelo
de quinua

5,0004

5,0002
5,0005
5,0006
5,0008
5,0005
5,0008
5,0004
5,0008

Repeticion 3
5,0004
5,0002
5,0004
5,0006
5,0004
5,0002
5,0008
5,0004
5,0008

Desviacion
estandar
,00006
,00006
,00006
,00006
,00101
,00006
,00006
,00006
,00006

Peso de crudo de saponina

Repeticion 1
2,1755
2,2990
2,3241
2,1375
2,2699
2,1583
1,8964
1,9899
1,9986

Promedio
Peso de
saponina
2,1755

2,2989
2,3241
2,1375
2,1583
2,2699
1,8964
1,9898
1,9986

Repeticion 2

2,1755
2,2989

2,324
2,1375
2,2698
2,1584
1,8964
1,9898
1,9986

Desviacion
estandar
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00006
,00000
,00006

Repeticion 3
2,1756
2,2989
2,3241
2,1374
2,2699
2,1583
1,8964
1,9898
1,9987



Calculo del rendimiento:

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

%Rendimiento de saponina =

2.1755g

%Rendimiento de saponina =

x 100 = 43,51
5.0004g
229899, 100 = 45,98
5.0002g

232419y 100 = 46,48
5.0005g
213759, 100 = 42,74
5.0006g
215839, 100 = 43,16
5.0008g
226999, 100 = 45,39
5.0005g

18964 9,100 = 37,92
5.0008g

19898 9, 100 = 39,79
5.0004g

199869, 100 = 39,97

5.0008g

rendimiento real g

rendimiento teorico g

x 100



Tiempo (min) Temperatura °C

5 30
15 30
20 30

5 40
15 40
20 40

5 50
15 50
20 50

Tiempo (min)

15
20

15
20

15
20

Repeticion
1
5,0005

5,0007
5,0008
5,0006
5,0008
5,0008
5,0005
5,0008
5,0008

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Método 3. Extraccion por microondas
Peso del mojuelo de quinua

Repeticion
2
5,0004

5,0006
5,0008
5,0006
5,0008
5,0008
5,0004
5,0009
5,0009

Promedio
Peso de mojuelo
de quinua

5,0005

5,0006
5,0008
5,0006
5,0008
5,0008
5,0004
5,0008
5,0008

Peso de crudo de saponina

Repeticion Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
53,0005 2,3247 2,3247 2,3247
5,0006 2,4021 2,4021 2,402
5,0008 2,4627 2,4628 2,4627
5,0006 2,4014 2,4015 2,4014
5,0008 2,4096 2,4096 2,4095
5,0008 2,4111 2,411 2,411
5,0004 2,0225 2,0226 2,0226
5,0008 2,0118 2,0117 2,0117
5,0008 2,0089 2,0088 2,0089

Desviacion Promedio Desviacion
estandar Peso Qe estandar
saponina
,00006 2,3247 ,00000
,00006 2,4021 ,00006
,00000 2,4627 ,00006
,00000 2,4014 ,00006
,00000 2,4096 ,00006
,00000 2,4110 ,00006
,00006 2,0226 ,00006
,00006 2,0117 ,00006
,00006 2,0089 ,00006



Calculo del rendimiento:

rendimiento real g

%Rendimiento de saponina = x 100

rendimiento teorico g

%Rendimiento de saponina = Szf:)zg 100 = 46,49
%Rendimiento de saponina = 5?)(())?)169 100 = 48,04
%Rendimiento de saponina = 5‘:)2?);9 x 100 = 49,25
%Rendimiento de saponina = i?)zz‘;gx 100 = 48,02
%Rendimiento de saponina = Szzzzgx 100 = 48,18
%Rendimiento de saponina = izzz(;gx 100 = 48,21
%Rendimiento de saponina = Szizig x 100 = 40,45
%Rendimiento de saponina = 5(:)22;9 x 100 = 40,23

%Rendimiento de saponina = 5(())(())ng x 100 = 40,17



Meétodo 2

Tiempo (min)

Anexo H: Calculo de los Rf.

Meétodo 1

Tiempo (min)

15
20

15
20

15
20

Temperatura °C

Distancia recorrida de
la muestra
Mancha 1

Mancha 2

Distancia recorrida del

solvente

distancia recorrida de la muestra

Rf =

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

Distancia recorrida de

la muestra
Mancha 1
55

5,6

5

55

6

5,6

5,6

5,6

5

Mancha 2

6
6,5
58

6

7
6,5
58
58

6

distancia recorrida del solvente

Distancia recorrida del

solvente

7,5

7,5

8,5

Rf de la mancha 1

Rf de la mancha 1

0,73
0,70
0,71
0,73
0,71
0,70
0,71
0,71
0,73
Promedio=0,71+0,01

Rf de la mancha 2

Rf de la mancha 2

0,80
0,81
0,83
0,80
0,82
0,81
0,83
0,83
0,80
Promedio=0,81+0,01



Meétodo 3

Tiempo (min)

15
20

15
20

15
20

15
20

15
20

15
20

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

30
30
30
40
40
40
50
50
50

5,6
55

5,6

55

55

58

58
58

5,8

5,8

Distancia recorrida de

la muestra
Mancha 1

4,9
5,6
59
5,6
5,6
5,2
5,6
52
52

Mancha 2

55
6,4
6,8
6,4
6,4

6
6,4

6

6

7,5

7,5

7,5

7,5

Distancia recorrida del

solvente

7,5
7,5

0,71
0,73
0,71
0,71
0,73
0,71
0,73
0,71
0,73
Promedio= 0,72+0,01

Rf de la mancha 1

0,70
0,70
0,69
0,70
0,70
0,69
0,70
0,69
0,69
Promedio= 0,70+0,01

0,83
0,80
0,83
0,83
0,80
0,83
0,80
0,83
0,80
Promedio= 0,82+0,02

Rf de la mancha 2

0,79
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
Promedio= 0,80+0,00



Método Temperatura Tiempo Absorbancia Promedio Cx g/gcrudode % Saponina
1 °C min pg/mi saponina
Anexo I. Célculo
Absl Abs?2 Abs3

Curva de calibracion de saponina

Concentracién  Abs triterpénica
0,4 0,09 >
0,6 0,15 ) y=0,2759x - 0,01
0,8 0,22
2 0,54 § 0,8
3,2 0,87 206
]
4 1,09 204
0,2
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Concentracion (pig/ml)
Abs — b
Cx =
m
Cx

% Saponina =

C muestra



Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

0.6177+0.0085

0.2759

0.6190+0.0085

0.2759

0.6537+0.0085__

0.2759

0.5230+0.0085

0.2759

0.5310+0.0085

0.2759

0.5600+0.0085

0.2759

=2,2697 pg/mi

= 2,2744 pg/ml

=2,4001 pg/ml

= 1,9264 pg/ml
=1,9554 pg/mi

=2,0605pg/ml

30
30
30
40
40
40
50
50
50

5 0,587 0,620 0,646 0,6177+0,03 2,2697 0,3783
15 0,586 0,576 0,695 0,6190+0,07 2,2744 0,3791
20 0,596 0,678 0,687 0,6537+0,05 2,4001 0,4000
5 0,484 0,547 0,538 0,5230+0,03 1,9264 0,3211
15 0,482 0,548 0,563 0,5310+0,08 1,9554 0,3259
20 0,587 0,545 0,548 0,5600+0,02 2,0605 0,3434
5 0,408 0,496 0,419 0,4410+0,09 1,6292 0,2715
15 0,474 0,423 0,512 0,4697+0,03 1,7332 0,2889
20 0,425 0,514 0,427 0,4553+0,06 1,6810 0.2802
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
2 2697 ml 0 5ml x 0.5ml x 0.150g crudo de saponina™ 1x10°ug - 0’3783 g/g crudo de saponina
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
2 2744 ml 0 5ml x 0.5ml x 0.150g crudo de saponina 1x10°ug _0’3791 g/g crudo de saponina
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
2 4001 % ml 0 5ml x 0.5ml x 0.150g crudo de saponina™ 1x10°ug _0'4000 g/g crudo de saponina
g 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
1,9264 ml X 0.5ml” 0.5ml x 0.150g crudo de saponina” 1x105ug =0,3211 g/g crudo de saponina
ug 25ml  2.5ml 100ml 1g _ .
1 95541 ml 0 5ml  0.5ml x 0.150g crudo de saponina” 1x10°ug _0'3259 g/g crudo de saponina
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
2 06051 ml 0 5ml x 0.5ml x 0.150g crudo de saponina 1x10°ug _0’3434 g/g crudo de saponina

21,17
21,18
21,17
20,63
19,96
19,54
20,00
20,00
18,65



_0.4410+0.0085

Cx 53759 =1,6292pg/ml
_0.4697+0.0085_
Cx = EErTTITI =1,7332 pg/ml
_0.4553+0.0085_
Cx = ————-1,6810 pg/ml
% Saponina = 2’37;3333 x100 = 21,17
0.3791

% Saponina =
% Saponina =
% Saponina =

% Saponina =

=2729,100 = 21,18
1.7899g

040009 100 = 21.17
1.8898g

932119 4100 = 20,63
1.5563 g

032599 , 100 =19,96

1.6325 g

25ml  2.5ml 100ml 1g
0.5ml” 0.5ml” 0.150g crudo de saponina  1x10°u

1,6292 28y
ml

5 =0,2715 g/g crudo de saponina

pug  25ml  2.5ml 100ml 1g _ .
1,7332 ml = 0.5m1~ 0.5m 0.150g crudo de saponina” 1x10%ug =0,2889 g/g crudo de saponina

pug 25ml  2.5ml 100ml 1g _ .
16810 ml = 0.5m1~ 0.5mi 0.150g crudo de saponina” 1x106ug =0,2802 g/g crudo de saponina

) crudo de saponinareal g
% Saponina = - - x100
crudo de saponina teorico g

% Saponina = (i'.i‘;zjjxloo = 19,54
% Saponina = %xmo =20,00
% Saponina = (iiiiz;xlOO =20,00
% Saponina = 2'.2522215x100 =18,65



Método

2

Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

Cx =

1.2433+0.0085

1.1667+0.0085

1.0247+0.0085

1.0023+0.0085

0.2759

0.2759

1.2873+0.0085__

0.2759

0.2759

0.2759

1.0223+0.0085_

0.2759

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

4,5372 pg/mi

= 4,2595 pg/ml

4,6966 pg/mi

= 3,7448 pg/ml

=3,6636 pg/ml

3,7361pg/ml

32,89
32,63
33,68
28,92
26,90
29,13
27,95
28,08
27,22

Tiempo Absorbancia Promedio Cxug/ml g/gcrudode 9% Saponina
min saponina
Absl Abs?2 Abs3
5 1,063 1,052 1,075 1,2433+0,31 4,5372 0,7562
15 1,118 1,256 1,126 1,1667+0,08 4,2595 0,7099
20 1,215 1,369 1,278 1,2873+0,08 4,6966 0,7828
5 0,967 1,120 0,987 1,0247+0,08 3,7448 0,6241
15 0,999 1,002 1,006 1,0023+0,00 3,6636 0,6106
20 1,023 1,012 1,032 1,0223+0,01 3,7361 0,6227
5 0,786 0,985 0,965 0,9120+0,11 3,3364 0,5561
15 0,867 0,752 0,986 0,8683+0,12 3,1780 0,5297
20 0,965 0,842 0,869 0,8920+0,06 3,2639 0,5440
g 25ml  2.5ml 100ml 19 _ .
4,5372 ml X 05mt ¥ osmi 0.150g crudo de saponina x 1x10ug 0,7562g/g crudo de saponina
ug 25ml  2.5ml 100ml 1g _ .
42595 ml X 05mi” o5mi” 0.150g crudo de saponina’ 1x106ug =0,7099 g/g crudo de saponina
25ml  2.5ml 100ml 1 .
4,696618 x =2 ™ x mn — x—2__ =0,7828 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml~ 0.5ml”  0.150g crudo de saponina  1x10%ug
25ml 2.5ml 100ml 1 .
3,7448 58 x 22 ™ x UL — x—2 _ =0,6241 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml”~ 0.5ml” 0.150g crudo de saponina’ 1x10%ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
3,6636 8 x =y = = — x —9— =0,6106 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml”~ 0.5ml” 0.150g crudo de saponina  1x10°ug

25ml  2.5ml

100ml

1g

3,7361%8x
ml

X
0.5ml  0.5ml

X
0.150g crudo de saponina” 1x10°u

5 =0,6227 g/g crudo de saponina



0.9120+0.0085__

Cx = ————-3,3364 pg/ml
Cx = SE2T2200=3 1780 pg/ml
Cx = SE2000=3,2639 pg/mi
% Saponina = 25922 9100 = 32,89
% Saponina = > 172?59 100 = 32,63
% Saponina = 3zﬁg 100 = 33,68
% Saponina = %xmo = 28,92
0.6106 g

% Saponina = 22699 9

x100 =26,90

ug 25ml  2.5ml 100ml 1g _ .
3,3364 ml = 0.5mi~ 0.5mi 0.150g crudo de saponina” 1x106ug =0,5561 g/g crudo de saponina
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
3,1780 ) ml 0 5ml°~ 0.5ml” 0.150g crudo de saponina  1x10°ug _0'5297 g/g crudo de saponina
ug 25ml 2.5ml 100ml 1g _ .
3,2639 1) ml 0 sml x 0.5ml" 0.150g crudo de saponina” 1x10°ug _0’5440 g/g crudo de saponina

) crudo de saponinareal g
% Saponina = - - x100
crudo de saponina teorico g

0.6227 g

x100 =29,13
2.1375g

% Saponina =

953619 100 =27,95

% Saponina = L9598

% Saponina = %MOO =28,08

% Saponina = 2'23—:2le00 =27,22



Método

3

Cx

Cx

Cx

Cx

Cx

Cx

Cx

1.6570+0.0085

0.2759

1.7987+0.0085

0.2759

1.8563+0.0085

0.2759

1.5913+0.0085

0.2759

1.4913+0.0085

0.2759

1.5237+0.0085

0.2759

1.2013+0.0085

0.2759

Temperatura °C

30
30
30
40
40
40
50
50
50

=6,0366 pg/ml
= 6,5509 pg/ml
= 6,7590ug/mi
= 5,7985 pg/ml
=5,4360 pg/mi

= 5,5535ug/ml

=4,3849ug/ml

Tiempo Absorbancia Promedio Cx ug/ml  g/gcrudo de
min saponina
Absl Abs?2 Abs3
5 1,636 1,712 1,623 1,6570+0,05 6,0366 1,0061
15 1,756 1,745 1,895 1,7987+0,08 6,5509 1,0918
20 1,896 1,785 1,888 1,8563+0,06 6,7590 1,1265
5 1,598 1,548 1,598 1,5913+0,01 5,7985 0,9664
15 1,475 1,489 1,510 1,4913+0,02 5,4360 0,9060
20 1,456 1,589 1,526 1,5237+0,07 5,5535 0,9256
5 1,120 1,206 1,278 1,2013+0,04 4,3849 0,7308
15 1,136 1,322 1,109 1,1890+0,05 4,3403 0,7234
20 1,019 1,026 1,089 1,0447+0,06 3,8173 0,6362
25ml  2.5ml 100ml 1 .
6,0366 18 x =2 22T = : Y_ = 1,0061g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml~ 0.5ml  0.150g crudo de saponina  1x10%ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
6,5509 18 x 22T 5 22T = : 9__ —1,0918 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml” 0.5ml” 0.150g crudo de saponina” 1x10°%ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
6,7590 18 x 2 5 22T = : 9__ —1,1265 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml” 0.5ml” 0.150g crudo de saponina’ 1x10°%ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
5,7985 L8 x 22T 5 22T = : 9_ —0,9664g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml~ 0.5ml”  0.150g crudo de saponina  1x10%ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
5,4360 18 x 22 5 22T = : 9__ =0,9060 g/g crudo de saponina
ml  0.5ml 0.5ml 0.150g crudo de saponina 1x10°ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
5,5535 L8 x =2 ™y o : Y__ —0,9256 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml”~ 0.5ml” 0.150g crudo de saponina  1x10°ug
25ml  2.5ml 100ml 1 .
43849 K8 x 22 mn o : 9__ —0,7308 g/g crudo de saponina
ml~ 0.5ml”~ 0.5ml" 0.150g crudo de saponina  1x10°ug

% Saponina

43,28
45,45
45,74
40,24
37,60
38,39
36,13
36,00
31,67



1.1890+0.0085
Cx =————

0.2759

1.0447+0.0085
Cx = —————

0.2759

% Saponina =
% Saponina =
% Saponina =
% Saponina =

% Saponina =

=4,3403 pg/ml
=3,8173 pg/ml

100619 , 100 = 43,28
2.3247g

109189 , 100 = 45,45
2.4021g

112659 4100 = 45,74
2.4627g

096629, 100 = 40,24
2.40149

990609 , 100 =37,60

2.4096g

25ml  2.5ml 100ml 1
4,3403%8 x —x —9
0.5ml~ 0.5ml~ 0.150g crudo de saponina 1x10°ug

25ml  2.5ml 100ml 1
3,817318 P 9
0.5ml~ 0.5ml~ 0.150g crudo de saponina  1x10%ug

crudo de saponinareal g

% Saponina = - - 100
crudo de saponina teorico g
% Saponina = 21215129 100 =38,39

% Saponina = Oz(;ig 100 =36,13

% Saponina = > 021?:;9 100 =36,00
0.6362g

% Saponina = 200859

x100 =31,67

=0,7234 g/g crudo de saponina

=0,6362 g/g crudo de saponina



Ane Concentracion Altura

X0 J:
Calc
ulo

de

conc
entra
cion

de saponina por el Método del Indice afrosimétrico.

Meétodo 1

0
0,289
0,345
0,479
0,621

Temperatura °C

0
3,8
4,6
6,4
8,1

30

Tiempo min

Altura cm
o = N w SN [6)] o ~ [o¢] [{e]

Al
3,8

Altura
A2

3,6

A3

Curva estandar de saponina

Concentracion g/ml

0,1 0,2 0,3
X
—x 100
w
Promedio
3,5 3,7+0,10

y =10,584x + 2,9163
R?=0,9996

0,4

X9

0,5

0,3702

0,6

0,7

1,7873

Z%

20,71



3.6—2.9163 _

3.7-2.9163
10.584

3.8—-2.9163
10.584

3.9-2.9163
10.584

3.6—2.9163
10.584

3.7-2.9163
10.584

3.7-2.9163_
10.584

10.584

0, 0740

=0, 0835

=0,0929

= 0,0646

= 0,0740

0, 0740

0, 0646

30 15
30 20
40 5
40 15
40 20
50 5
50 15
50 20

3,9
3,9
3,7
3,8
3,8
3,7
3,7
3,7

3,8
3,9
3,7
3.,6
3,7
3,6
3,6
3,6

Y=10,584x+2,9163

0.0740g

« 5ml =0,3702 g

008350 , 5mi =0,4175 g
ml
0'09219‘9 « 5ml =0,4647 g

0.0646g

* 5ml =0,3230g

0.0740g

* 5ml =0,3702g

0.0740g

« 5ml =0,3702g

006409  5ml =0,3230g

VA

Z

Z

Z

Z

3,7 3,8+0,10

3,9 3,9 +0,00

3,5 36%0,11

3,6 3,7+0,11

3,6 3,7+0,10

3,6 3,6+£0,06

3,6 3,6+£0,06

3,6 3,6+0,06

= 23792, 100= 20,71
1.7873

= 24175 L 100=23,32
1.7899

— 04647 L 100=24,59
1.8898

= 23230, 100= 20,75
1.5563

= 23792 4, 100=22,68
1.6325

= 23792, 100=20,92
1.7701

— 23230 100=23,80

T 1.3573

0,4175
0,4647
0,3230
0,3702
0,3702
0,3230
0,3230
0,3230

1,7899
1,8898
1,5563
1,6325
1,7701
1,3573
1,4446
1,5021

23,32
24,59
20,75
22,68
20,92
23,80
22,36
21,50



Método 2 Temperatura °C Tie

_3.6-2.9163_

=0, 0646
10.584
_ 46-29163 _ 0,1501
10.584
_ 45-29163 _ 0,1496
10.584
_ 47-29163 _ 0,1685
10.584
_ 43-29163 _ 0,1307
10.584
_ 43-29163 _ 0,1307
10.584
_ 43-29163_ 0,1307
10.584

mpo min
Al
30 5 4.7
30 15 46
30 20 4.7
40 5 45
40 15 45
40 20 45
50 5 42
50 15 4,3
50 20 42
006489  5ml =0,3230g
01919 , 5mi =0,7954 g
014969 x 5ml =0,7482 g
016859 , 5mi =0,8426 g
013979  5mi =0,6537g
015979  5mi =0,6537g
213079, 5ml =0,6537g

Altura
A2
4,7
4,4
4,7
4,3
43
4.3
4,1
4,2
41

A3
45
4,4
4,6
42
4,2
4.2
41
41
41
03230

/[ =—
1.4446

Promedio

4,6%0,12
4,5+0,12
4,7+0,06
4,3+0,16
4,3+0,16
4,3+0,16
4,1+0,06
4,2+0,10
4,1+0,06

«100=22,36,

Y=10.584x+2.916

Z

Z

_0.7954

7 =
2.2989

07482
= 21755

_0.8426
T 23241

_0.6537
T 2.1583

_0.6537

7 =
2.2699

_0.6537
21375

*

* 100= 34,60

* 100=34,39

* 100=36,26

* 100= 30,29

* 100=28,80

100=30,58

X9

0,7954
0,7482
0,8426
0,6537
0,6537
0,6537
0,5592
0,6064
0,5592

2,2989
2,1755
2,3241
2,1583
2,2699
2,1375
1,9898
1,8964
1,9986

Z%

34,60
34,39
36,26
30,29
28,80
30,58
28,10
31,98
27,98



05592

x =222 1118 011189, 51ml =0,5592g 7= +100=28.10
10.584 ml 1.9898

x = 22229183 1213 012139 5ml =0,6064g 7 =289 100=31.98
10.584 ml 1.8964

= 21729163_ 1 1118 011189, 5ml =0,5592g 7 =292, 100=27,98
10.584 ml 1.9986

Método 3 Temperatura °C Tiempo min Altura Promedio Xg Wg Z%
Al A2 A3
30 5 52 51 51 5,1+0,06 1,0316 2,3247 44,38

30 15 54 53 52 5,3+0,16 1,1261 2,4021 46,88



_ 51729163 _ g 5n6g
10.584

_ 53729163 _ () oop
10.584

_ 54729163 _ () gy
10.584

_ 51729163 _ () oneg
10.584

_ 49729163 _ () 197
10.584

_ 5-29163_ 1969
10.584

_ 45-29163_ 4 196

10.584

30 20 5,5 52 52 5,4+0,17
40 5 5,2 51 51 5.,1+0,06
40 15 4,9 4,9 4,8 4,9+0,06
40 20 51 51 4,9 540,12
50 5 4,6 4,4 4,4 4,5+0,12
50 15 4,5 4,2 4,2 4,4+0,17
50 20 44 4,3 4,2 4,3+0,16

Y=10,584x+2,9163

0.2063g __ 10316

« 5ml =1,0316 g Z = 5.-+100=4438
022520, 5] =1,1261 g Z = ooz * 100=46,88
023479 e 1 =1,1733g 7 = ;Z;i x 100=47,64
=223 4 5ml =1,03169 Z =37, * 100= 142,96
018749 | ¢ 1] =0,9371g = 2222+ 100=38,89
222999 4 5mi =0,9844g Z = oo * 100=40,83
014969 ¢/ —0,7482g 7 = Z:;:iz * 100=36,99

1,1733
1,0316
0,9371
0,9844
0,7482
0,7009
0,6537

2,4627
2,4014
2,4096
2,4110
2,0226
2,0117
2,0089

47,64
42,96
38,89
40,83
36,99
34,84
32,54



_ 247291634 1 0 014019 , 51,1 =0,70099 z =27°%, 100=34,84
10.584 ml 20117

x = 43729163 4 1547 913079 , 51m] =0,6537g 7z =2%°% . 100=32,54
10.584 ml 20089



Anexo K. Célculos del ANOVA para cada método y p<0.05.

Método 1. Extraccion por maceracion por agitacion.

Representacion grafica de la influencia de los factores.

Gréfica de interaccion para Y
Medias de datos

-
Tiempo 16
- - - 50
16 .- - Temperatura
Tabla de ANOVA
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura 2 0679752 0,339876 1,14708E+08 0,000
Tiempo 2 0,109037 0,054518 18399971,38 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,013762 0,003441  1161185,75 0,000
Error 18 0,000000 0,000000
Total 26 0,802551
Si wvalorp <« : SeRechaza H,
Prueba de Tukey

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo
Agrupar informacidn utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo N Media Agrupacion
20 9 1,72067 A

15 9 1,62232 B

5 9 156700 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias paraY

t

Tiempo
-
=2
n

I
I
I
I
I
! t
I
I
' '
I
|
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12 oM 0,35

Si un intervala no contiene cero, ias medias correspondientes son significativamente
diferentes

Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura N Media Agrupacion
30 9 182233 A

40 9 1,65296 B

50 9 143470 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Y

40-30 [

Temperatura
&
&
-

04 03 0.2 01 0,0

S un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura*Tiempo
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura*Tiempo N Media Agrupacién

3020 3 188980 A

3015 3 1,78987 B

305 3 1,78733 C

40 20 3 1,77007 D

40 15 3 1,63247 E

405 3 1,55633 F

50 20 3 1,50213 G

50 15 3 1,44463 H
505 3 1,35733 |

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Método 2. Extraccion asistida por Ultrasonido

Representacion grafica de la influencia de los factores.

Gréfica de interaccion paraY
Medias de datos

5 15 20
23 Temperat
N 0
22 | —m— 10
— \. —e 50
Temperatura 1
» 20
. -
- —~
e 19

Tiempo

\/’
/

e
by

Tabla de ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tiempo 2 0,008423 0,004212  1421409,13 0,000
Temperatura 2 0,450834 0,225417 76078254,50 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,079162 0,019790 6679291,63 0,000

Error 18 0,000000  0,000000

Total 26 0,538419

Prueba de Tukey

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo
Agrupar informacidn utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo N Media Agrupacion

20 9 215339 A
5 9 2,14903 B
15 9 2,11393 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Y

Db

Tiempo
8
wn

|
i
I
|
|
i
I
i
|
|
i
|
|
i
|
|
|
i
o

0,04 -0,03 0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

S un Intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura N Media Agrupacion




30
40
50

9 226618 A
9 2,18856
9 1,96162

B
C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para ¥

Temperatura
g
8
-

030 025 020 A5 o0 005

Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura*Tiempo
Agrupar informacidn utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

000

Temperatura*Tiempo N Media Agrupacion

3020 3 2,32407 A

305 3 2,29893 B

40 15 3 2,26987 C

3015 3 2,17553 D

405 3 2,15833 E

40 20 3 2,13747 F

50 20 3 1,99863 G

505 3 1,98983 H

50 15 3 1,89640 |

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Método 3. Extraccion por microondas

Representacion grafica de la influencia de los factores.

Gréfica de interaccion para Y
Medias de datos

Temperatura

Tiempo

.
-
e

Temperatura



Tabla de ANOVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo 2 0,009009 0,004504 1520200,50 0,000
Temperatura 2 0901622 0,450811 1,52149E+08 0,000
Temperatura*Tiempo 4 0,020184  0,005046  1703057,25 0,000

Error 18 0,000000  0,000000

Total 26 0,930815

Prueba de Tukey

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo
Agrupar informacidn utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo N Media Agrupacion

20 9 229421 A
15 9 2,27446 B
5 9 2,24957 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferendias de las medias para ¥

Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura N Media Agrupacion

40 9 240734 A
30 9 2,39650 B
50 9 2,01439 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferendias de las medias para ¥

Temperatura

el — —

-04 -0.3 -0.2 0.1

Siun intervalo no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente
diferentes



Comparaciones por parejas de Tukey: Temperatura*Tiempo
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Temperatura*Tiempo N Media Agrupacion

3020 3 2,46273

40 20 3 2,41103

40 15 3 2,40957

3015 3 2,40207 D

405 3 2,40143 E

305 3 2,32470 F

505 3 2,02257 G

50 15 3 2,01173 H

50 20 3 2,00887 |

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



