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RESUMEN

El objetivo fue producir emulsionantes a partir de saponina de quinua (Chenopodium quinoa)
por reacciones de esterificacion para uso cosmético, con el proposito de utilizar la gran cantidad
de desechos que se originan en el proceso de escarificado que separa el epispermo amargo del
grano, generandose un residuo rico en saponinas denominado “mojuelo”, estas saponinas poseen
una parte apolar o llamada sapogeninas, de naturaleza triterpénica, como lo esel acido oleandlico,
al cual se le atribuye propiedades farmacoldgicas y cosméticas. Se extrajo la saponina el mismo
que se hidrolizd vy esterific6 en medio acido por reflujo para obtener la sapogenina. La
esterificacion se hizo con etanol y metanol y la hidrolisis con agua, el reflujo se hizo por 6 horas
luego se determind el tiempo de floculacion y rendimiento de sapogeninas. Con la sapogenina
extraida se realizaron 72 ensayos siguiendo la metodologia de emulsiones Pickering con ciertas
modificaciones como: el tiempo de agitacion de 2 minutos, una temperatura de 85°C y con dos
concentraciones de sapogenina de 4% y 7,5%; de este modo determinar el mejor emulsionante
tomando en cuenta un rango establecido de 1 a 4 donde sefiala si la emision fue nula, baja, media,
media alta y alta. Para identificar los diferentes compuestos se realizé cromatografia en capa fina
con placas de Silica Gel utilizando reveladores de vainillina-H2SO4 5% y sangre 1%,
espectrofotometria infrarojo (IR) y tamizaje fitoquimico. El mejor rendimiento en la extraccion
de sapogenina fue la esterificacion con metanol a 15 horas de reposo teniendo un 79%. El factor
de retencion (Rf) de la cromatografia de capa fina (TCL) fue de 0,68; 0,60 y 0,22 que segin
literatura corresponden a sapogeninas. Finalmente se concluyo que el mejor emulsionante fue
con la sapogenina extraidas con metanol, donde se tuvo un nivel de emulsion 4, que equivale a
una alta formacién de emulsién se recomienda identificar la estructura de la sapogenina
esterificada e hidrolizada con Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y Espectrofotometria de
Masas (MS).

Palabras Clave: <QUIMICA>, <QUINUA (Chenopodium quinoa)> <SAPONINA>,
<SAPOGENINA>, <ESTERIFICACION>, <MOJUELO>, <REFLUJO>, <EMULSION>,
<PICKERING (METODO)>, <TAMIZAJE FITOQUIMICO> <FLOCULACION>, <TIEMPO
DE REPOSO> S - D

8 .07



ABSTRACT

The objetive was to produce emulsifiers from quinoa saponin (Chenopodium quinoa) by
esterification reactions for cosmetic use, with the purpose of using the large amount of waste that
originated in the scarification process that separates the bitter episperm from the grain, generating
a residue rich in saponins called “mojuelo”, these saponins have an apolar parto or called
sapogenins, of triterpenic nature, such as oleanolic acid, to wich pharmacological and cosmetic
properties are attributed. Saponin was extracted, wich was hydrolyzed and esterified in acidic
médium by reflux to obtain sapogenin. The esterification was done for 6 hours, then the
flocculation time and sapogenin yield were determined. Whit the sapogenin extracted, 72 trials
were carried out following the emulsion methodology such as: the stirring time of 2 minutes, a
temperature of 85% °C and with two components of 4% and 7.5% sapogenin; in this way
determine the best emulsifier taking into account an established range of 1 to 4 where it indicates
whether emission was zero, low, médium, mediaum high and high. To identify the different
compounds, thin layer chromatograpy was performed with Silica gel plates usig vanillin-5%
H,SO, developers and 1% blood, infrared spectrophotometry (IR) and phytochemical screening.
The best performance in sapogenin extraction was methanol esterification at 15 hours of rest
having 79%. The frequency ranges (Rf) of thin layer chromatograpy (TCL) were 0,68; 0,60 and
0.22 wich according to literatura corresponds to sapogenins. Finally, it was concluted that the best
emulsifier was with sapogenin extracted with methanol, where it had an emulsion level 4, which
iS equivalent to a high emulsion formation, it is recommended to identify the structure of the
esterified and hydrolyzed sapogenin with Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass

spectrophotometry (MS).

Keywords: <CHEMISTRY>, <QUINUA (Chenopodium quinoa)> <SAPONINA>,
<SAPOGENINE>, <ESTERIFICATION>, <MOJUELO>, <REFLUJO>, <EMULSION>,
<COLLECTION (METHOD)>, <PHYTOCHEMICAL SIZE>, <FLOCULATION>, <TIME
REST>.




INTRODUCCION

En la historia la quinua ha sido un producto de uso frecuente en la alimentacion, por tener
caracteristicas altamente nutritivas, sobre todo por ser un pseudocereal que se produce en mayor
cantidad en la Cordillera de los Andes, en Perusiendo éste el mayor productor de este grano desde
el afio 2015, con una produccién de 130 000 t. seguido de Bolivia con 92.000 t. y Ecuador con

16.000 t. (FAO 2019, p. 6)

Asimismo la produccion de este grano que se genera, es proporcional a los residuos o desechos
que puede contener, teniendo como un dato aproximado 10.000 t. en desechos denominados
mojuelo (cascarilla), los mismos que al no recibir un tratamiento pueden ser contaminantes
ambientales, debido a que presentan saponinas que le da un sabor amargo siendo un veneno para
animales de sangre fria, biotoxicos paralos microorganismos presentes en elsuelo y de este modo

puede modificar el comportamiento de ciertos ecosistemas. (Meyhuay 2019, p. 15)

En las Ultimas décadas se cre6 la industria quimica cosmética, para poder mejorar ciertos
compuestos que interfieren en las diferentes reacciones que pueden tener efectos sobre la piel, el
cabello o el cuerpo, sin embargo esta practica se la hizo desde el siglo pasado en la cual se
determind y se comprobd que una gran cantidad de quimicos que poseen algunos cosméticos son

perjudiciales. (Tejada Romero 2016, p. 9)

Lasociedad ha tenido que regresar a las practicas ancestrales es decir, utilizar productos de origen
natural o también denominados orgénicos, inocuos y no dafiinos para la salud; lo cuales ayudan a
generar una conciencia ecologica para las futuras generaciones ya que se podran aprovechar los

residuos naturales que previamente tratados seran beneficiosos para ciertas industrias. (Tejada
Romero 2016, p. 9)

Segin ECOCERT denomina como cosmético ecoldgico y natural a cierto producto que contenga
un minimo del 10% de ingredientes ecoldgicos certificados, los cuales deben representar un
minimo del 95% de los ingredientes vegetales y un méaximo del 5% de ingredientes de sintesis.

Una alternativa para aprovechar el mojuelo de quinua es la obtencion de emulsiones debido a la



elevada cantidad de saponinas y sapogeninas, y por su principal caracteristica espumosa que este

residuo presenta seria un excelente emulsificador. (ECOCERT 2014, p. 7-9)

Segun Mia Rios, especialista en terapias bioenergéticas, con especialidad en Fitocosmética,
menciona que el uso de emulsionantes procesados por la industria quimica, a mas de partir de la
union de sustancias no miscibles suelen ser toxicos y mas aun los que son derivados del petréleo,
aungue existen emulsionantes que se sintetizan a partir de componentes naturales, como el Lauret
Sulfato de Sodio (SLES), pero este estd lejos de ser natural, ya que para su fabricacién
(etoxilacion) se obtiene un subproducto cancerigeno denominado 1,4 dioxano y otros etoxilados;
apartir del 2005 se modificé el organismo regulador de cosméticos, el cual incluy6 los cosméticos

ecoldgicos o naturales que son amigables con el medio. (Mia Rios 2017, p. 32)

El emulsionante en la cosmética, es el compuesto quimico que permite la formacion y
conservacion de una mezcla homogénea entre una fase oleosa y otra acuosa, el mal
funcionamiento de la misma proporcionara una apariencia de inestabilidad al producto cosmético

y he aqui la gran importancia de su uso en esta area. (Carrasco 2009, p. 26)

Para la formulacion de cremas y shampoo es primordial la presencia de emulsiones los cuales
ayuden a estabilizar la formula y mucho mejor si estas son no idnicas, ya que ayudan a no cargar
ibnicamente la piel o el cabello, sin embargo para poder obtener este tipo de emulsion es necesario
pasar por un proceso de refinacion de saponinas que mediante hidrolisis se lo puede lograr. Es
asi que la presente investigacion tiene como objetivo producir emulsionantes a partir de saponina

de quinua (Chenopodium quinoa) por reacciones de esterificacion para uso cosmético.

Para lograrlo, se extrajo la materia prima mediante un proceso quimico denominado hidrdlisis, en
donde se tuvo como variante el tiempo de reposo de las soluciones, debido a que es un factor que
incide en el rendimiento de sapogeninas extraidas. Para la formacion de emulsiones se toma en
cuenta la concentracién de sapogenina, el tiempo de agitacion y la variacion de volumen agua
aceite. La interrogante principal enrelacion con el tema se centranen ¢ Las emulsiones obtenidas
a partir de saponina de quinua por esterificacién con alcoholes e hidrolisis, son eficaces para uso
cosmético?



El proyecto beneficiara a la empresa COPROBICH que trabajan en un disefio e implementacion
de un proyecto de produccion, transformacién, comercializacion y promocion de consumo de
quinuas y sus derivados, junto al grupo de Investigacion de Productos Naturales y Farmacia
GIPRONAF de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.



OBJETIVOS

Objetivo General

o Producir emulsionantes a partir de saponina de quinua (Chenopodium quinoa) por

reacciones de esterificacion para uso cosmético.

Objetivos Especificos

o Extraer la saponina del mojuelo de quinua e hidrdlisis de la misma (Chenopodium
quinoa).
o Producir ésteres de sapogenina de quinua mediante solventes de diferente peso molecular

de acuerdo al tiempo de reflujo y de reposo.

o Determinar la capacidad emulsionante de las diferentes emulsiones obtenidas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

11 Antecedentes de la investigacion

La quinua (Chenopodiumquinoa Willd) es una planta propia de la region andina, principalmente
en Perq, Bolivia y Ecuador, su cultivo puede soportar condiciones extremas como las heladas,
viento y sequia, tiene un gran valor nutricional y puede ser utilizado de diversas maneras como
por ejemplo antimicrobianas y antioxidantes. Debido a la gran cantidad de cultivos de esta planta

en la region, se ha visto la necesidad de darle un uso a sus residuos.

Ciertos detergentes que poseen composiciones quimicas alquilicas altamente ramificadas, son
resistentes al atague microbiano, por lo que son muy poco biodegradables, los mismos que al
entrar en contacto con el agua de rios o lagunas dan la formacién de espumas, provocando asi
pérdidas de flora y fauna. Perocon la ayuda de ciertos componentes como la saponina presente
en el mojuelo de la quinua se ha podido modificar estas caracteristicas.

Para la extraccion de este metabolito secundario (la saponina) se puede utilizar como solventes,
alcoholes como el etanol al 96% de pureza, que luego de pasar por el proceso de filtrado para

garantizar asi que no exista particulas solidas que puedan alterar las propiedades del mismo.
(Saldafia Manuel 2018, p. 53)

La utilizacion de productos ecoldgicos ha sido un boom en los Gltimos afios, debido a que la gran
mayoria de personas prefieren utilizar este tipo de productos por diferentes beneficios, y entre
ellas el precio ya que resulta mas econdmico y asi ayudan a conservar el planeta, es por ello que
la reutilizacion del mojuelo de la quinua es una alternativa que trae ingreso econdmico y
descontaminacion de ecosistemas. Las bondades que la quinua presenta son varias y entre ellas
estéd en la utilizacion comercial en la industria cosmética, asi también para jabones detergente y,

en un futuro hasta uso farmacol6gico. (Andina Noticias 2018, p. 5-8)



Segun Rosario Pajuelo, consultora internacional de la Unién Europea y experta en biodiversidad
peruana, menciona que “El boom de la quinua y su mayor produccion vino acompafiada de una
acumulacion de residuos o ‘mermas’ de la cascarilla que son nocivas para el consumo humano y
que no son aprovechadas, solo son desechos. Sin embargo pueden servir para la industria de

COSMEticos. (Gestion, 2016)

Esasi que seinicid la investigacion del mojuelo de la quinua, obteniendo inicialmente la saponina,
las ventajas y desventajas que presentan, iniciamos con la investigacion experimental para la
formacién de emulsionantes que por reacciones de esterificacion de acido oleandlico los cuales

se pueden formar con alcoholes de bajo moleculares.

Existen diversas empresas que se encargan de innovar en los avances cosméticos ya que
desarrollan ingredientes basados en fuentes naturales, y asi asegura su suministro de forma
sostenible y ecoldgica. (Mia Rios 2017, p. 3-6)

12 LaQuinua (Chenopodium quinoa Willd)

121 Definicion

La quinua, quinoao kinwa (Chenopodium quinoa Willd) es un pseudocereal la cual pertenece a
la subfamilia Chenopodioideae de las amarantaceas. Este cultivo se produce en la Cordillera de
los Andes, en Peru siendo éste el mayor productor de este grano desde el afio 2015, con una

produccion de 130 000 t. seguido de Bolivia con 92.000 t. y Ecuador con 16.000 t. (FAO 2019, p. 4-
9)

Segln la (FA02019) la quinua, es una planta que alcanza un tamafio de 0,5 a 2m de altura, posee
un tallo recto o ramificado y su color es variable; las semillas, que constituyen la parte de mayor
valor alimenticio, son pequefios granulos con diametros de entre 1,8 y 2,2 mm, de color variado:
los hay de color blanco, café, amarillas, rosadas, grises, rojas y negras. Los rendimientos

promedios obtenidos estan entre los 1,500 a 2,000 kg./ha.



Quinoa

Figura 1-1. Planta de Chenopodium quinoa

Fuente: (Thomson 2017, p. 4)

122 Taxonomia de la Quinua

Tabla 1-1. Taxonomia de la Quinua. (Continta)

Reino: Plantae
Division: Fenerégamas
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Centrospermales
Familia: Chenopodiaceas
Sub Familia: Chenopodioideae
Género: Chenopodium
Especie: C. quinoa




Nombre cientifico: Chenopodium quinoa Willd.

Fuente: (Meyhuay, 2019) QUINUA: Operaciones de Poscosecha
Realizado por: Sani Erica, 2019

123 La Chenopodium quinoa Willd en el Ecuador

La produccion de Chenopodiumquinoa Willd en el Ecuador se encuentra en cuarto lugar a nivel
regional, ya que cuenta con 740 accesiones y posee dos bancos de genes. A nivel mundial existen
16.263 accesiones, siendo Bolivia el principal productor coleccionador de este grano, seguido de
Perd, Argentina, Ecuador, Chile y Colombia. (Guzmén-Bautista 2013, p. 2)

Segun (Julio etal. 2012, p. 8) en las provincias de Imbabura, Chimborazo, Pichincha, Carchi,
Cotopaxi y Tungurahua, estan ordenadas jerarquicamente de acuerdo con el nivel de produccion
de Chenopodium quinoa Willd en el pais, esto se basa en estudios realizados por INIAP (Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias).

Durante el afio 2015 la produccién de Chenopodium quinoa Willd fue de 1,20 toneladas, las
mismas que fueron recolectadas en 7 148 hectareas. Para elafio 2016 se estimé una produccion
de 1,36 toneladas por hectérea (Olarte-Calsina, Olarte-Dazay Schultz 2016) Y para el afio 2017 se calculd
una produccién de 1,28 toneladas.

124 Caracteristicas de la Quinua

La quinua es una planta que se puede producir cada afio, de hojas anchas, dicotiledonea y
usualmente alcanza una altura de 1 a 2 m. El tallo central comprende hojas lobuladas y
quebradizas. El tallo puede tener o no ramas, dependiendo de la variedad y/o densidad del
sembrado. La raiz principal normalmente mide de 20 a 25 cm. de longitud, formando una densa
trama de radiculas, las cuales penetranen la tierra tan profundamente como la altura de la planta.
Las panicolas o panojas crecen generalmente en la punta de la planta y algunas veces debajo del

tallo.



Las flores son pequefias y carecen de pétalos. Generalmente son bisexuales y se autofertilizan. El

fruto es secoy mide aproximadamente 2 mm de didmetro (de 250 a 500 semillas por grano),

circundando al cdliz, el cual es del mismo color que el de la planta. La semilla es usualmente lisa

y de color blanco, rosado, naranja como también rojo, marron y negro), el peso del embrién

constituye el 60% del peso de la semilla, formando una especie de anillo alrededor del

endospermo que se desprende cuando la semilla es cocida. (FAO, 2019)

125 Usosde la Chenopodium quinoa.

Segun (Hirich et al. 2012) los principales usos de la Chenopodium quinoa Willd son:

13

Utilizadas en la industria alimentaria, aunque sus precios son exorbitantes y es un grano que
no es tan accesible para todos, es por ello que este grano se combina con otras leguminosas o
afiadido en otros productos para el consumo infantil.

El grano es tan versatil que se puede usar y combinar con diferentes alimentos, e incluso
procesar nuevos productos, como harinas, pastas, hojuelas, hasta postres.

Este alimento tiene una gran cantidad de proteina y otros componentes altamente nutritivos,
es por ello que este producto es de gran aporte para el desarrollo de todo ser humano.

Los residuos de las cosechas de la Chenopodium quinoa Willd son utilizados en diferentes
industrias, como la farmacéutica y cosmética, debido a que este residuo tiene grandes
caracteristicas para estas industrias.

Se emplean para, curar cicatrices, analgésico, desinfectante de las vias urinarias, en fracturas,
hemorragias y como repelente.

El almidon que posee la Chenopodium quinoa puede ser usado para la produccion de papel,
aerosoles, postres, talcos, plasticos etc

Es usado en la industria harinera, caracterizando su producto libre de gluten, utilizan entre el
10 al 40% de harina de Chenopodium quinoa para hacer pan, 60% para hacer bizcochos, 40%

para hacer pasta 'y 70% para hacer galletas

Saponinas de Quinua

Las saponinas son metabolitos secundarios, que estan presentes en las plantas pertenecientes al

género Chenopodiacea, siendo estas un anti-nutrientes que poseen las plantas de Chenopodium.

quinua, dichas saponinas son una mezcla compleja de glucosidos triterpénicos que constan de un

9



oligosacarido hidrofilico unido a una aglicona hidrofébica que proviene del acido oleandlico,
hederagenina, acido fitolacagénico, acido serjanico o acido 3f,23,30- trihidroxi olean-12-en-28-

0iCO. (Ahumada et al. 2016, p. 5-6)

Dentro de las propiedades biologicas de las saponinas se encuentra la capacidad antibacterial, asi
como su uso para tratamientos del colesterol y del cancer; por otro lado se han hecho
investigaciones encaminadas a la sanidad vegetal, donde se le ha reconocido la capacidad del
control de plagas y enfermedades principalmente de origen flngicos. También entre las
propiedades que se pueden encontrar estan la de emulsionante la cual es de mucho uso en la

industria cosmética. (Delatorre-Herrera et al. 2013, p. 3)

1.3.1 Estructura de Saponina

Las saponinas son glucésidos las cuales poseen varias unidades de monosacaridos, las que se
enlazan mediante un enlace glicosidico a un resto llamado aglicon. EIl aglicon puede ser
triterpénico o esteroidal y debido a esto es que las saponinas pueden ser triterpénicas o
esteroidales.

Aglicoma
Carbobidratos

COOH

Enlace glucosidico

Figura 1-2. Enlace glucosidico entre la aglicona y un glucoésido.
Realizado por: (Ahumada et al. 2016)

10



13.2 Propiedadesy usos de las saponinas

Las saponinas tienen diferentes propiedades de las cuales se pueden procesar para obtener
subproductos para areas como, farmacéutica, cosmética y alimentaria. En la industria
farmacéutica pueden servir para obtener medicamentos y antibiéticos; en la industria cosmética
este metabolito posee propiedades tensioactivos naturales, debido a que pueden bajar la tension
superficial formando espumas en el momento de la agitacion y de este modo formando soluciones
coloidales se pueden usar para obtener jabones, cremasy champus e inclusive es usada como
insecticida para el control de plagas. (Allauca 2013, p. 46)

Las saponinas poseen propiedades bioguimicas, ya que presentan actividades hemoliticas,
fungicida, alelopética, insecticida y antimicrobial. (Rosas 2011, p.3) Rubén Daza, Elsa Pereyra, Ana Inés
Heras. y Burin David (2015) realizaron investigaciones donde se verificd que las saponinas son buenos
fungicidas, debido a que pueden controlar plagas de hongos Fitopatdgenos mediante su

utilizacion.

Figura 1-3. Propiedad espumante de la Saponina de Quinoa.
Fuente: (Ramos 2017)

1.3.3 Saponinas de la Quinua en la Industria Cosmética

La quinua es conocida a nivel mundial por sus propiedades nutricionales, sin embargo en las
ultimas investigaciones realizadas se han descubierto que la cascarilla (mojuelo) que envuelve el
grano (saponina) aporta grandes beneficios a la industria cosmética. (Carmen, 2015, p.5) Ademas de
estos resultados también a esta planta se le han atribuido otras propiedades como el de proteger a
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la quinua de las pagas, ademas de ello sirve para la fabricacion de jabones, champis y detergentes,

esto debido a la capacidad que posee de formar espuma.

1.4 Métodos de Extraccion de Saponinas

Segun (Galarza 2015, p. 9) la obtencién de saponinas se define como una fraccion especifica de una
muestra que se aisla, para ellos se utiliza un solvente el cual sea soluble en la muestra. Existen 3
tipos de extraccién: extraccion gas-liquido, extraccion liquido-liquido y extraccion sélido-liquido;
éste Ultimo es el método mas comun que se utiliza para la obtencién de las saponinas.

141 Extraccion de Saponinas Soélido — Liquido

La extraccion es una operacion basada en la disolucion de varios o un componente de una mezcla
enun solvente selectivo. Para esto se aprovecha las caracteristicas de solubilidad de las muestras

con el solvente seleccionado.

En la bibliografia se encuentran varios trabajos en los que se describe métodos de extraccion de
saponinas, endonde todos tienen factores comunes en sus metodologias utilizadas, acontinuacion

se describe una de ellas.

> OBTENCION DE SAPONINA CRUDA:

Segun (Sullca y Erika 2016, p. 33) La extraccion se puede realizar mediante fundas de telas, lavados
de mojuelo de quinua, proceso semejante al hacer unté. La funda de tela llena de mojuelo, se lava
varias veces hasta obtener liquidos cremosos, los cuales son llevados a una temperatura maxima

de 80°C, por varias horas hasta sequedad.

15 Sapogeninade Quinua

Las sapogeninas son las agliconas que quedan después de pasar por un proceso de hidrolisis, es
decir la ruptura del azlcar que posee la saponina. Familia de productos naturales denominado

saponinas. Las sapogeninas contienen esteroides u otro triterpenos, ademas existen otras formas

12



de extraer este metabolito como por ejemplo hidrolisis acida, esterificaciones, etc. Ademas este

producto puede ser utilizado para usos en varias industrias. (Torres 2011, p. 67)

Las sapogeninas se pueden extraer generalmente por vias quimicas donde la hidrolisis de
saponinas es un método eficaz, donde se utiliza &cidos concentrados como catalizador y agua.
Este proceso ayuda a romper el enlace glucosidico, separando el azlcar del aglicén y asi teniendo

agliconas denominadas sapogeninas (Rodriguez y Leyva 1989)

151 Meétodos de Extraccion de Sapogenina

15.1.1 Poresterificacion de Saponinas

Las sapogeninas pueden presentarse en sus fuentes naturales en forma libre: formando ésteres, o
como parte de un glicésido (saponina). Es por ello que la esterificacion es un procedimiento en
el cual podemos llegar a obtener ésteres de sapogenina, que pueden ser pentaciclicas como la

estallogenina, etc. (Hernandez Royero 1997a, p. 3)
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HaC OH
Etanol +
Esterificacién 0
HCI al
oH —CH,CH, | + H20
HO&O OH
0]
o0 HO'é: 0
CH, HO OH

A Saponina B Esteres de Sapogenina

H,O | Hidrolisis

OH

HO’&O H
0

HO H ™oy

N

C: Sapogenina HaC OH
Etanol

Gréfico 1-1. Esterificacion de saponina en Etanol
Realizado por: Sani Erica, 2019
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CH,
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CHj
Metanol H
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Esterificacié ¢0
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+
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Gréfico 1-2. Esterificacion de saponina en Metanol
Realizado por: Sani Erica, 2019
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15.1.2 Por hidrdlisis de Saponina

Es el método mas comin para la extraccion de sapogenina, ya que es un tipo de reaccién acida, donde se obtiene hidratos de carbono y un aglicén llamado

genéricamente sapogenina, la cual puede ser de tipo triterpénicos pentaciclicos, como: el acido oleandlico, Hederagenina, acido firolacagénico, Oleanato

de metilo, acido serjanico o acido 3f,23,30- trihidroxi olean-12-en-28-oico. A continuacién se describe la reaccion quimica producida. (Orestes Guerra et al.

2008, p. 4)

CHy

A Saponina Cruda

Gréfico 1-3. Hidrdlisis de la saponina
Realizado por: Sani Erica, 2019
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Hidrolisis OH
—_— = + HO 0 H
HC1
HOW  OH ™oy
C: Amicar

B: Hederagenina
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16 Caracterizacion

Los métodos de analisis de saponinas nos permiten determinar resultados confiables y para ello
se han desarrollado diversos métodos como: (Jiménez 1988, p. 120)

16.1 Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja o espectroscopia vibracional es un tipo de espectrometria de
absorcion, la cual utiliza la region del infrarrojo del espectro electromagnético. Sirve para
identificar un compuesto a investigar la composicion de la muestra, y se basa principalmente en
el hecho que los enlaces quimicos de los compuestos tienen frecuencias vibracionales especificas,
las cuales corresponden a los niveles de energia de la molécula. Para la preparacion de la muestra
se debe pulverizar y es una minima cantidad que se utiliza para el analisis. En fin, los espectros
IR son utilizados para identificar y caracterizar muestras organicas de acuerdo a los grupos

funcionales gue contenga entre un rango de numero de onda.(Pérez 2015, p. 5-8)

1.6.2 Meétodos gravimétricos mediante cristalizacion.

Este método es adecuado para purificar compuestos solidos, se basa primordialmente en que los
sélidos orgénicos son mas solubles en un solvente caliente que en frio. Para esto se debe disolver
la muestra sélida en una minima cantidad de solvente apropiado en caliente, con lo que se forma
una solucion saturada. Al enfriarse la solucion se sobresatura con la muestra sélida, y se empiezan
a formar pequefios cristales en las paredes de vidrio 0 permanecen en la superficie del liquido, de

este modo permaneciendo en el liquido todas las impurezas. (Alarcén Guevara 2016, p. 7-8)
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Cristalizacién o e T = ;

Cristal en 2
crecimiento B

Sélido a cristalizar

SOLIDO IMPURO

Figura 1-4. Proceso de Cristalizacion
Fuente: (Mora Aznar 2002, p. 8-13)

1.6.3 Cromatografia de capa fina TCL.

La cromatografia en capa fina TCL (en inglés “thin layer chromatography’) es una técnica
analitica sencilla y rapida, es muy utilizada en muestras organicas, ya que permite determinar el
grado de pureza de un compuesto, comparar muestras de acuerdo a la distancia recorrida en la
placa, y realizan un seguimiento a la reaccion. Para ello igualmente se puede determinar los
compuestos mediante un calculo de Rf, que es la relacion entre la distancia recorrida por el soluto
y por el solvente desde el punto de origen de la muestra y se debe determinar el tipo de compuesto
de acuerdo al nimero Rf que se encuentra en bibliografia. (Oriols Pladevall, 2007)

164 Cromatografia por hemolisis, usando globulos rojos humanos.

Este tipo de cromatografia es muy similar a la comuna TCL, se siembra la muestra de la misma
manera, igualmente la fase mévil y estacionaria son las mismas, solventes polares o apolares de
acuerdo a la muestra en Silica gel. A excepcion del revelado, que en este tipo de cromatografia se
usa la sangre de animales o seres humanos, este tipo de revelado es instantdneo y no necesita ser

sometido a calor la placa para poder ver los componentes separados de la solucion.
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1.7  Separaciény Purificacion

Para el aislamiento y purificacion de las muestras se han desarrollado métodos cromatografico
eficaces. Entre algunas tenemos:

1.7.1 Cromatografia de Capa Fina Preparativa

Estatécnica esmuy utilizada parala separaciony purificacion de muestras que varian en cantidad,
puede separarse de miligramos hasta gramos. Para sembrar la muestra simplemente se aplican de
forma lineal a lo ancho de la placa de vidrio y se analizan mediante deteccién UV o reveladores
dependiendo la fase movil que se haya utilizado. Para aislar la sustancia de extraccion,
simplemente se raspa la placa con una espatula y se filtra. (Lamas et al. 1981, p. 6)

1.8 Tamizaje Fitoquimico

Este conjunto de analisis consiste en la extraccion y determinacion de ciertos metabolitos
secundarios que una planta o residuo vegetal puedan tener, paraello se usa solventes polares y
aplicacion de reacciones sensibles, reproducibles y que tengan un bajo costo. Los resultados de
estos andlisis son Unicamente orientaciones y deben representarse como resultados del
“screening”, es decir solo determinara la presencia de metabolitos, pero solo seran de forma

cualitativa (Yara Varén y Suescun Ospina, 2007, p. 8)

19 Fitocosmética Natural

En una gran mayoria de productos cosméticos contienen ingredientes perjudiciales para la salud
estética, como lo es la piel, el cabello y cuerpo. Estos agentes intervienen directamente en los
efectos nocivos que puedan causar a nuestra salud integral, es por ello que una alternativa para
seguir embelleciendo nuestro piel es la Fitocosmética la cual seria una buena opcion para hacerlo
de una manera responsable y fuera de peligros, pues su principales componentes son principios

activos naturales. (IDMA 2019, p. 8)
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Agentes emulsificantes pueden también provenir de ciertos metabolitos, que pueden ayudar en la
formulacion de cremas, unglientos, etc. Seria una manera econdémica de producir productos agran

escala. (Indunn Nature, 2013, p. 8)

Es mas, las saponina de quinua presenta actividad superficial debido a que en su estructura tiene
un grupo polar (azucar) y un no polar (esteroide), esta propiedad permite a que se le pueda dar un
uso de detergente natural, agente estabilizante y emulsificador en ciertos producto de limpieza y

COSMELICoS. (Ahumada et al. 2016, p. 445)

1.10 Emulsiones

Lasemulsiones tienen una gran importancia en areascomo la cosmética por ser un tipo de sistema
heterogéneo, ya que su formacién consiste en la mezcla de 2 fases, una fase oleosa y otra acuosa,
en donde el uno estaréa disperso en el medio del otro, es decir en la fase externa. Estas fases deben
ser estabilizadas mediante un emulsionante para prevenir coalescencia, es decir, que se vuelvan a
unir las particulas en suspension coloidal en forma de gotas de gran tamafio en la emulsion, es
por ello que para su formacion, la agitacion es un factor esencial, ya que si ésta es mayor, menor

sera eltamafio de las particulas de la fase dispersa y asi se mejorara la estabilidad. (Dobarganes 2000,
p.11)

Para asegurar la estabilidad de la emulsion se agrega un emulsificante, que puede ser de origen
sintético, natural o natural modificado; ayudando asia disminuir la tension superficial entre las
fases y aumentando la repulsién electrostatica ente las gotas.

1.10.1 Emulsionante Natural

Los emulsionantes naturales es una alternativa para la formulacion de nuevos productos, pero
sobre todo es una alternativa para ayudar al medio ambiente, debido a que en una gran mayoria
de emulsionantes sintéticos son toxicos, tanto para la piel como para su produccion y mucho méas
para su uso. Es por ello que los emulsionantes naturales a partir de ciertos residuos, son méas
economicos, facil de obtenerlos, eco amigables y muy sencillos en producirlos, con estos se
formulan nuevos productos mas accesibles para el consumo humano, anulamos asi la toxicidad
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del residuo e incrementamos su valor monetario. Pero sobre todo aseguramos un producto

cosmético fiable, libre de toxicos y dafios en contra del aspecto integral de los consumidores.

1.11 Obtencién de Emulsiones

Para la formulacion de emulsiones existe una gran variedad de metodologias, y todas se basan en
el emulsificante usado. Entre una de ellas tenemos, la emulsion de tipo “Pickering”, que a

continuacién se describe:

1.11.1 Emulsiones Pickering

Este tipo de emulsién tiene una estabilidad homogénea, esto se debe gracias a los emulsificantes,
que en este caso se usan particulas solidas. Las emulsiones Pickering tienen grandes ventajas en
la formulacion de emulsiones en comparacion con otras emulsiones convencionales, como por
ejemplo tienen una alta estabilidad en contra de la coalescencia lo que permite que exista altas
contracciones de las fase dispersa en presencia de sales; otra ventaja que posee es que las
particulas solidas del emulsificante forman una barrera contra la transferencia de masa, efectoque
los emulsificadores liquidos no lo hacen, de igual forma este tipo de emulsiones podrian utilizarse

como encapsulador de principios activos que tal vez podrian afectar la emulsion. (Péez Alvarez et al.
2018, p. 132)

112 Tipos de Emulsién

Enel diccionario cosmetol6gico y de acuerdoa las caracteristicas de las fases existen varios tipos:

Tabla 1-2. Tipos de Emulsion

) Fase Interna Fase Externa
Emulsiones . ) ) ) .
(dispersa o discontinua)  (dispersante o continua)
o/w Oleosa Acuosa
W/O Acuosa Oleosa
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SIW Silicona Acuosa

WIS Acuosa Silicona

Emulsiones Multiples

Tipo aceite/agua/aceite: gotas de agua (W) de la fase
OMWIO interna contienen pequefas gotas de aceite (0)
Tipo agua/aceite/agua: las gotas de aceite (O) de la fase
interna contienen pequefias gotas de agua (W)

W/O/W

Fuente: (Carrasco 2009, p. 58)

Realizado por: Erica Sani, 2019

Emulsionante

%
@'\E’z?%’;’,@.{, %L.. Y oo':“r;
oot ;’r‘.:ﬁ Mg o« -

‘v""‘&b‘ ’J’J\»‘O ~Ue .. N
Pond Aceite =8 ~r9 Agua o~
e (fase dispersa) e ey, 0. i
o o o o .
';'?5,’, \1‘;};‘%}. J:‘”..O. .OA.“‘(:L

AN S A VN
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Figura 1-5. Emulsionantes O/W y W/O
Fuente: (Navarro Marcos 2016, p. 23)

1.13 Floculacién

Es la aglomeracion de particulas desestabilizadas en microfloculos y después en los floculos més
grandes que tienden a depositarse en el fondo de los recipientes construidos para este fin,

facilitando de esta forma su decantacion y posterior filtrado. Los factores que pueden promover

23



la floculacion son el tiempo y el pH. El tiempo es importante al aumentar la probabilidad de que
las particulas se unan y da mas tiempo para que las particulas desciendan, por efecto de la
gravedad, y asi se acumulen en el fondo.(Cardenas 2000, p. 37)

Figura 1-6. La floculacion tiende un puente entre
las particulas coloidales aglomeradas
para formar floculos mas grandes

facilmente Sedimentables.
Fuente: (Navarro Marcos 2016, p. 23)
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Poblacion de estudio

" Mojuelo de Chenopodium quinoa
" Saponinas
" Sapogeninas

2.2 Tamafo de la muestra

Se utilizd 600 gramos de mojuelo de quinua (Chenopodium quinoa ), donde se hizo 3 lavados con
agua destilada en 2,5 litros, para obtener la saponina.

2.3 Lugar de Recoleccion de la muestra

El mojuelo fue suministrado por “MAQUITA CUSHUNCHIC” planta procesadora de quinua
que pertenece a la Asociacion de produccion y comercializacion de productos alimenticios
emprendedores Nutriandina.

24  Lugar de la Investigacion

La investigacion de tipo experimental se realizo en los laboratorios de la Facultad de Ciencias de
la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, localizada en la ciudad de Riobamba, provincia
de Chimborazo.

= Laboratorio de Productos Naturales

= Laboratorio de Quimica Analitica
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= Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Ciencias

25  Equipos, Materiales y Reactivos

Los diferentes equipos, materiales y reactivos utilizados en el presente trabajo se encuentran

descritos en las siguientes tablas.

251 Equipos

Tabla 2-1. Equipos de Laboratorio

Balanza analitica RADWAG modelo AS 220.R2

Reberbero
Bafio maria Thermo Scientific™ TSGP02

Extractor de gases
Jasco FT/IR-4100 espectrofotometria IR

Vortex Gallenkamn Spinmix SI1.100

Realizado por: Sani Erica, 2019

252 Reactivos

Tabla 2-2. Reactivos empleados

Agua destilada
Etil acetato
Etanol 96%

Etil éter

Acido sulfdrico concentrado

Estufa Memert SNB 400

Agitador magnético con iman CIMAREC

Bafio de circulacion Thermo Scientific™
TSCIR35

Refrigeradora LG-4983

Centrifuga

Vainillina

Tolueno

M etanol
Isopropanol

Acido clorhidrico concentrado
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Reactivo Sudan 111
Reactivo de Fehling Ay B
Hidroxido de potasio 0.5 N

Reactivo de Biuret

Sangre 1%

Realizado por: Sani Erica, 2019

253 Materiales

Reactivo lugol
Reactivo de Liebermann Burchard
Fenolftaleina
Acetona

Reactivo de Hanus

Tabla 2-3. Materiales de Laboratorio (Contintia)

Vasos de precipitacion de 250 ml

Vidrios reloj Espatula

Pipetas graduadas de 10 ml Pera de succion

Balones de aforo de 25 ml
Caja de guantes estériles
Mascarilla
Pera de succion
Pinza de bureta
Bureta de 25 ml
Probetas de 100 ml
Erlenmeyer de 250 ml
Refrigerante
Termémetro
Vasos de precipitacion de 25 ml
Pisetas

Pinzas para refrigerante

Probetas de 100 ml

Vidrios reloj Espatula
Pipetas graduadas de 1 ml Pera de succi6n
Varilla de agitacion
Papel aluminio
Gafas protectoras
Espétula
Papel filtro
Tubos de ensayo
Probeta de 25 ml
Balones de aforo de 250
Mangueras de plastico
Utensilios de oficina
Embudo de vidrio
Balon de destilacion 500 ml.

Placa metélica
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Campana de refrigerante
Papel plastico de cocina
Gradillas
Pipetas Pasteur de 1 ml
Algodon

Gel de silice en TLC lamina de aluminio
254nm

Realizado por: Sani Erica, 2019

2.6 Disefio Experimental

Vasos de precipitacion de 1000 mi
Vidrio reloj
Céamara de vidrio con tapa para TCL
Papel toalla
tijera

Capilares

El disefio de investigacion para la obtencién de Sapogeninas es un disefio experimental de tipo

DCA (Disefio Completamente Aleatorio), en donde se tomé como variables el solvente de

hidrolisis y esterificacion, y el tiempo de reposo al terminar el reflujo.

Tabla 2-4. Ensayo M. Obtencion de Sapogenina con Metanol

Tratamiento

100 ml Metanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de

HCl al 4N+ 6 horas

100 ml Metanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de

HCl al 4N+ 6 horas

100 ml Metanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de

HCl al 4N+ 6 horas

Realizado por: Sani Erica, 2019
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. Temperatura Reposos
Cadigo
g (°C) (HRS)
EM-1 230 15
EM-2 230 9
EM-3 230 3



Tabla 2-5. Ensayo E. Obtencién de Sapogenina con Etanol

Tratamiento Cddigo  Temperatura
°C)
100 ml Etanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de EE-1 230

HCl al 4N+ 6 horas

100 ml Etanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de EE-2 230
HCl al 4N+ 6 horas

100 ml Etanol + 10 g de saponina cruda + 250 ml de EE-3 230
HCl al 4N+ 6 horas

Realizado por: Sani Erica, 2019

Tabla 2-6. Ensayo A. Obtencion de Sapogenina por hidrolisis.

Tratamiento Cddigo  Temperatura
(°C)

100 ml Agua + 10 gde saponina cruda 250ml de HCl al EA-1 230

4N + 6 horas
100 ml Agua + 10 gde saponina cruda 250ml de HCl al EA-2 230

4N+ 6 horas
100 ml Agua + 10 gde saponina cruda 250ml de HCl al EA-3 230

4N+ 6 horas

Realizado por: Sani Erica, 2019
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15
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(HRS)

15



2.7 Esquema del Procedimiento

Tratamiento de la materia prima

Obtencion de Saponinas

Esterificacion e hidrolisis de
saponinas

Caracterizacion de Sapogeninas

Cristalizacion de muestras

Tamizaje Fitoquimico

Obtencion de Emulsiones

Figura 2-1. Esquema Experimental

Realizado por: Sani Erica, 2019

2.8 Tratamiento de la materia prima

La muestra de mojuelo se tamizd sobre un tamiz N°20 para dejarlo libre de piedras, granos de

quinua o material indeseado, y asi obtener materia prima de calidad.

29 Obtencién de Saponina Cruda

Se peso6 200 gramos de mojuelo de quinua con 3 levados de 2,5 litros de agua destilada cada uno,
se obtuvo 7,5 litros de agua de lavado de quinua, se filtra para eliminar residuos, esto fue repetido
por 3 veces utilizando un total de 600 g de mojuelo de quinua. Posteriormente se evapord el agua
hasta sequedad a 70° C por 8 horas hasta obtener una masa de aspecto acaramelado color miel

(saponina cruda). Con estas muestras se realizaron los analisis para la obtencion de emulsiones.
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2.10 Obtencién de Sapogeninas

Para este proceso se preparé una solucion hidro-acida y una solucion alcohdlica de etanol y
metanol, de HCI al 4 N. En un balon de destilacion de 500 ml se pesé 10 gramos de saponina
cruda y se disolvio en 100 ml de solvente, a esta disolucion se afiadio 250 ml de la solucién de
HCIl 4 N.

2.10.1 Hidrdlisis y Esterificacion de Saponinas

Para la extraccion de sapogenina se realizd por reflujo la cual es una técnica experimental que
consiste en el calentamiento de reacciones a una temperatura superior a las del medio ambiente
y con un volumen constante. Esta técnica igualmente ayuda a que los solventes utilizados no se

evaporen. (Hazbon y Junca-Burgos, 2011, p. 2)

Se tomd 10 gramos de saponina cruda y se disolvieron en 100 ml de solvente metanol, etanol para
la esterificacion y agua para la hidrolisis, la disolucion se coloc6 en un balén de reflujo y se agreg6
los 250 ml de solucion alcohdlica HCI 4 N, se sometio a calor por 6 horas. Concluido el proceso
de reflujo, setomo en cuenta el tiempo de reposo a3, 9y 15 horas, debido a que al pasar el tiempo
las sapogeninas tienden a flocularse.

Asi se obtuvo mayor cantidad de sapogeninas, se realizd lavados de agua destilada fria para
eliminar la acidez, se filtré con ayuda de un embudo y papelfiltro. Se tomd el precipitado formado
y se lo colocé en un vidrio reloj para luego secarlo por 5 minutos en una estufa. Asi como se
describe en el disefio experimental de las tablas 6-2 y 7-2 respectivamente para metanol y etanol.

2.11 Cristalizacion de saponinas esterificadas e hidrolizadas

La cristalizacion de muestras es un método de purificacion selectivo, ya que es adecuado para
purificar compuestos sélidos, el aumento de tamafio del cristal, la forma y tipo de particulas,

ayuda a excluir ciertos componentes impuros de las muestras. (Sanchez 2014, p. 1)
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Se calent6 agua destilada en 3 vasos de precipitacién de 100 ml hasta llegar a ebullicion, luego se
colocé toda la cantidad de las muestras de EM, EE y EA en cada vaso de precipitacion hasta
formar una disolucion saturada. Se dejo enfriar, para filtrar el sobrenadante porque al ser
sapogeninas pierden solubilidad en agua y son liposolubles por lo tanto son menos densos, el

precipitado formado se elimind, de este modo se purifico las muestras.

2.12 ldentificacion de Sapogeninas

2.12.1 Cromatografia en Capa Fina TLC

Para identificar los compuestos presentes en las muestras de sapogenina, se implementd un
sistema TLC donde se trabajé con una fase estacionaria de Silica gel y una fase movil de tolueno
y etil acetato 60:40 respectivamente, y para el revelado de la placa se utilizd vainillina-H2SO4
5%, posteriormente se sometid a calor en una placa metalica a 120 °C por 3 minutos. La paca de
Silica gel empieza a aparecer manchas moradas intensas o violetas. Que segun (Oriols Pladevall 2007,
p. 4-5) menciona que los solventes utilizados debido a su baja polaridad, permiten una mejor
separacion de los elementos presentes en la muestra.

Otro revelado se realizo utilizando sangre al 1%, esta es una técnica hemolitica que tiene mejor
eficiencia con respecto a la anterior. Ademas el revelador es especifico para sapogeninas y no se
somete a calor.

2.12.2 Espectroscopia Infrarrojo (IR)

Se analiz6 enun equipo IR para determinar los grupos funcionales presentes en las muestras EM,
EE, EA y Crudo. Se coloca en la porta muestras del equipo 0,2 gramos de muestras en estado

solido y se dejo correr en el rango de 4000 cm™ hasta 600 cm.

32



2.13 Tamizaje Fitoquimico

2.13.1 Ensayo de Sudan

Sirve para determinar la presencia de compuestos grasos presentes en las muestras, una fraccion
de la alicuota en el solvente correspondiente de extraccion se afiadio 1 ml del colorante Sudan 111
o IV. El mismo que se calent6 en bafio de agua hasta la evaporacion del solvente, el ensayo se

cundiera positivo si aparecengotas o una pelicula de color rojo por las paredes del tubo de ensayo.

2.13.2 Ensayo de Fehling

Este ensayo ayuda a identificar azlcares reductores presentes en las muestras, el reactivo de
Fehling A que es sulfato de cobre (I1) pentahidratado y Fehling B solucién de tartrato de potasio
sodico tetra hidratado, la mezcla de los dos present6 un color azul intenso. Se colocé en un tubo
de ensayo 0.1 gramos de muestra y se disolvio en 2 ml de agua destilada, se adiciond6 2 ml del
reactivo de Fehling Ay B, se sometié a bafio maria por 5a 8 minutos, siendo positivo sise observa

un precipitado de color rojizo — ladrillo en el fondo del tubo de ensayo.(Nufez, Pérez y Chirinos 2012,
p.5-7)

2.13.3 Ensayo de Lugol

También conocido como ensayo de Yodo, la cual nos permite identificar la presencia de
almidones en las muestras, se tomd una pequefia cantidad de muestra y se disolvio en 5 ml de

agua, se coloco de 2 a 3 gotas de Lugol, dando como prueba positiva un color violeta oscuro.
(Martin-Sanchez, Martin-Sanchez y Pinto, 2013, p. 4)

2.13.4 Ensayo de Espuma

Este consistio en pesar 0.1 gramos de las muestras EM, EE y EA, y se disolvid en5 ml de agua
destilada, se agitd enérgicamente por 30 segundos. Si aparece espuma en la superficie del liquido

de mas de 2 mm de altura y persiste durante 2 minutos, el ensayo sera positivo. (MenaValdés et al.
2015)
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2.13.5 Ensayo de Lieberman-Buchard

Este ensayo permite reconocer la presencia de triterpenos o esteroides presentes en las muestras,
se tomo una fraccion de la muestra y se la disolvié en un 1 ml de cloroformo, seguidamente se
afiadié 1 ml de anhidrido acéticoy se mezcld en el vortex durante 30 segundos, se dejo caer por
las paredes del tubo de ensayo de 2 a 3 gotas de acido sulfurico concentrado (sin agitar). El ensayo

se considera positivo si los tubos de ensayo se tornan color rojo, azul o verde. (Mena Valdés et al.
2015)

2.14 Analisis Quimicos de Muestras

2.14.1 Indice de Acidez

Este analisis quimico nos permite determinar la grasa o el contenido de &cidos grasos libres
presentes en la muestra, y se expresa como la cantidad de hidroxido de potasio requerido para
neutralizar los acidos grasos libres contenido en un gramo de muestra. Para calcular el indice de
acidez nos guiamos de acuerdo a la normativa NTE INEN-38. De igual manera se uso la formula
correspondiente: (Arzave 2016)

_ (56,1 XV x N)

A
m

Ecuacién 2-1. Célculo indice de acidez.
Fuente: (Santana, 2008, p. 4-8)

Donde:

I,= indice de acidez del producto, en mg/g

V=Volumen de la solucién alcalina empleada en la titulacion, en cm3
N=Normalidad de la solucion alcalina

m=masa de la muestra analizada, en g.

A continuacion se describe los valores obtenidos y la interpretacion de los mismos.
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Para este ensayo, se hizo una mezcla alcohol-éter neutralizada, en un Erlenmeyer de 250 ml se
disolvié 10 gramos de muestra en 50 ml de una solucion de igual volumen de alcohol y éter (1:1),
en una bureta de 25 ml titulamos con NaOH 0,1N con 1 ml de indicador fenolftaleina hasta llegar

a un viraje de color, coloracion rosa claro.

2.14.2 Indice de Yodo

Se realiza el indice de yodo para determinar una medida del nimero total de dobles enlaces
presentes en grasas y aceites, que se expresa como la cantidad de yodo absorbido por cada 100 g
de muestra. Para el analisis se tomd muestras de sapogenina obtenidas por metanol, etanol e
hidrolisis, pero también se incluyd muestra de crudo para determinar las diferencias significativas
en los resultados obtenidos.

Para determinar el valor de indice de yodo, nos basamos en la normativa NTE INEN-3, la misma

que nos provee una formula general para determinar dicho valor.

_{NW-V1).12,69)}

I
Y m

Ecuacién 2-2. Célculo indice de yodo.
Fuente: (Santana, 2008, p. 4-8)

Donde:
Iy=indice de yodo de la muestra.

V = media aritmética de los voliumenes de solucion de sodio tiosulfato empleados en la titulacion
de los ensayos en blanco, en mi

V1 = volumen de solucion de sodio tiosulfato empleado en la titulacién de la muestra en ml.

m =masa de la muestra analizada, en g.

Para determinar este indice, se tom6 como referencia el método de Hanus, donde se utilizd dos
matraces de 250 ml, uno para el blanco y otro para la muestra. Se afiadi6 en cada uno de los

matraces 10 ml de cloroformo y 25 ml del reactivo de Hanus. Se colocé papel aluminio alrededor
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del matraz para que no ingrese luz al interior de la solucion, una vez mezclado se dejo reposar por

45 minutos a temperara ambiente.

A continuacion, se afiadio 15 ml de solucién 1K al 10% p/v y 50 ml de agua destilada. Como
titulante se utilizd el tiosulfato sodico 0,1N y como indicador se uso el reactivo de lugol 1 ml. Se
agitd vigorosamente cada vez que se afiade el titulante, hasta obtener el viraje de color

(decoloracion).

2.15 Purificacion de Saponinas y Sapogeninas

2.15.1 Cromatografia Preparativa TCL

Esta técnica de purificacion de muestras puede aislar desde 1 pg. de muestra en donde se utiliza
una placa de 20x20 cm, donde se utilizara unos 5a 10 ml de solvente, esto dependera del grosor
de la placa de Silica gel. La siembra de la muestra se hara a lo largo de una linea recta, debe

hacerse siempre a lo ancho de la placa. (K. Mayolo, Martinez y Palomares 2012, p. 16-19)

Se tomd una placa de Silica gel con una fase mévil de Tolueno y acetato de etilo en una
concentracion 60:40 respectivamente, y para el revelado de la placa se utilizd una solucion de
sangre y agua destilada en una concentracion de 1:10 respectivamente. No se necesitd someter a
calor ya que la revelacion fue inmediata. Para preparar las muestras se tomé 1 gramo de saponina
esterificadas e hidrolizadas y se disolvié en acetato de etilo, con ayuda de un capilar se sembré
en la placa de Silica gel de forma recta, para posteriormente colocarla en un una camara

cromatogréfica que contiene la fase mavil.

Una vez secado la placa se rocid con un atomizador la solucion reveladora y se localizé los
compuestos, los mismos que se extraen uno a uno, con la ayuda de una espatula. Se disolvio la
muestra en 50 ml de etanol, se filtrd varias veces la disolucién para separar el compuestoy la fase
estacionaria, se evaporo el solvente utilizado para poder secar la muestra purificada. (zaralaga, 2007,
p.8)
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2.16 Obtencion de Emulsiones

Se realiz6 ensayos experimentales para la obtencion de emulsiones de tipo (O/W), W/O y en
proporcion 1:1 O/W en la cual se tomd dos concentraciones de 4% y 7,5% de sapogenina. Se
colocd en un tubo de ensayo las muestras de EM, EE y EA con las proporciones de volumen
aceite: agua y las concentraciones de sapogenina. Con un tiempo de agitacion de 2 minutos,
teniendo un total de 72 ensayos. La metodologia se realizd tomando en cuenta los parametros
descritos en el articulo “Emulsiones tipo Pickering” de (Paez Alvarez etal. 2018, p. 6), dichos
parametros fueron modificados, teniendo en cuenta que nuestro emulsionante estaban en estado

solido. Asi como se muestra en la siguiente tabla de disefio experimental

Tabla 2-7. Ensayos experimentales para la obtencion de emulsiones. (Continta)

Concentracién de | Concentracion de
sapogenina [SCq] volumen [O:W]
A
SCq; + 85 °C B
C
EM
A
SCg, + 85 °C B
C
A
SCq + 85 °C B
C
EE
A
SCg + 85 °C B
C
A
SCq: + 85 °C B
C
EA
A
SCq + 85 °C B
C
A
SCq; + 85 °C B
C
CrS
A
SCg + 85 °C B
C

Realizado por: Sani Erica, 2019

37



Donde:

e EM = Muestra de saponina esterificada con Metanol
= EE= Muestra de saponina esterificada con Etanol

= EA= Muestra de saponina hidrolizada (en agua)

= CrS= Muestra de saponina cruda (antes del reflujo)
= SCg:= Concentracion de sapogenina al 4%

= SCg.= Concentracion de sapogenina al 7,5 %

= A= Proporcion aceite/agua (1:1)

= B= Proporcion aceite/agua (1,5:0,5)

= C= Proporcion aceite/agua (0,5:1,5)

Para la formacion de emulsiones se implementd un disefio de anlisis estadistico no paramétrico,
para ellos se aplicara tablas de frecuencias, donde se incluyé una rango descriptivo que vade 1a
4 como se muestra en el grafico 5-4, tomando en cuenta la concentracion de sapogenina
esterificada e hidrolizada y la variacion de volumen O:W para comprobar la formacion de la
emulsién y determinar la coalescencia de los mismos.

0 2 4
@ Mubo Bajo Medio .lm Alto
1 3

Gréfico 2-1. Rango Descriptivo para la formacion de emulsiones
Realizado por: Sani Erica, 2019

2.17 Propiedad Emulsionante

2.17.1 Estabilidad de la emulsion

Para determinar la estabilidad de la emulsion se tomé en cuenta el tiempo que tarde la emulsién
en formar coalescencia, es decir que la emulsion no se rompa en sus fases de acuerdo al tiempo

que se ha establecido, en este caso se realizd una evolucion durante 3 dias. (Uvarova, 2005, p. 4)
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Las condiciones en las que permanecieron los ensayos son a una temperatura ambiente de 18°C.

De esta manera determinamos la estabilidad de las 72 emulsiones realizadas.
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CAPITULO 111

3. DISCUSION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

3.1 Seleccion de la Materia Prima

La muestra fue proporcionada por la planta procesadora de quinua “MAQUITA CUSHUNCHIC”
donde se la tamiz6 para poder eliminar residuos que contenga el mojuelo, ya que se encontraba
con granos de quinua, pequefios tallos e incluso hojas secas. El tamiz #20 fue le utilizado para la
seleccion de la muestra, al ser tamizada la coloracion fue mas blanguecina y con una consistencia

mas polvosa, lo que permitié seguir con el proceso.

3.2 Obtencion de Saponinas

Tabla 3-1. Rendimiento de crudo de saponinas.

Mojuelo | Volumen
Temperatura | Crudo de
de de agua Tiempo ) ) o
) . de secado saponinas | Promedio | Rendimiento
quinua | destilada C) (HRS) (@)
g
@)* (L)
65,3752
200, 01 25 70 8 65,3341 65,2360 32,62+0,04
64,9939
65,3431
200,02 25 70 8 65,3429 65,3427 32,67+0,00
65,3422
65,3316
200,00 25 70 8 64,9891 65,2233 32,61+0,04
65,3491

* representala desviacion estandar del crudo de sapogenina +0,00

** representala desviacion estandar de sapogenina + 0,00

+ Desviacion estandar
Realizado por: Sani Erica, 2019
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Para los célculos de rendimiento para la obtencion de sapogenina se utilizd la siguiente formula:

Rendimiento real

%Rendimiento = — —X
Rendimiento tebrico

Ecuacién 3-1. Rendimiento de Sapogenina
Fuente: (Santana, 2008, p. 4-8)

Como se muestra en la tabla 10-3 los rendimientos obtenidos en la obtencion de saponina cruda
son muy similares, teniendo en cuenta las mismas condiciones para las 3 repeticiones. Segun
(Hernandez Royero 1997b, p. 26) estos datos coinciden con los valores obtenidos en sus estudios para

la extraccion de saponinas usando solvente como Etanol, Metanol y n-Butanol.

Es decir que se obtuvo un 32% de rendimiento, que es el mismo valor obtenido utilizando
solventes como etanol, metanol o n-butanol. Asumiendo que es un método mucho mas econémico
ya que se utilizd agua destilada en vez de otros solventes u otro tipo de métodos que serian mas

laboriosos y costosos. (Guilcapi 2019, p. 46)

3.3 Analisis de obtencion de Sapogeninas

3.3.1 Esterificacion de Saponinas crudas.

La esterificacion de saponina tiene como finalidad de sintetizar esteres de sapogenina, para ello
se utilizd &cido clorhidrico concentrado con dos alcoholes diferentes, metanol y etanol. Segun
bibliografia (Sullca y Erika, 2016) para esta reaccion quimica debe haber un exceso de alcohol y de
acido.
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3.3.11 Esterificacion con Metanol

Tabla 3-2. Resultados del rendimiento en la obtencion de Sapogenina con Metanol

) %
] Crudo ] Promedio de o
Tiempo | Temperatura ] Reposo = Sapogeninas ) Rendimiento
Saponina Sapogenina
(HRS) (°C) . (HRS) (9)** de
(9) (@) :
Sapogeninas
7,9695
15
(EM-1) 8,0568 79734 79,73 £0,08
7,8938
7,7949
9
6 230 10,0001 (EM-2) 7,9861 7.8789 78,79 £0,09
7,8556
6,9882
3
7,1080 7,0518
(EM-3) 70,52 +0,06
7,0593

* representala desviacion estandar del crudo de sapogenina + 0,00
** representala desviacion estandar de sapogenina + 0,00

+ desviacion estandar

Realizado por: Sani Erica, 2019

La esterificacion de saponina con solvente Metanol (EM), descrito en la Tabla 11 se trabaj6 en
funcion del tiempo de reposo que tenia cada extracto después de pasar por el proceso de reflujo
que dur6 6 horas, es asi que se aplicé un disefio de andlisis estadistico DCA (Disefio
Completamente Aleatorio) donde se aplicd un total de 9 ensayos, teniendo como variables el

tiempo de reposo del producto esterificado por 3, 9y 15 horas.

Se observé que el mejor rendimiento para la obtencion de sapogenina fue EM-1 con 77,77% en
un tiempo de reposos de 15 horas, se observé gue el extracto tiene una mayor floculacion, segin
(Rivas-Romero, Menés-Vueltay Rémulo-Rodriguez 2017) las particulas después de un proceso quimico se
pueden aglutinar y/o flocular dependiendo las caracteristicas que posean, en este caso las
sapogeninas poseen esta propiedad, que se floculan de tal modo que ayudan en el filtrado,
teniendo una mayor cantidad y consistencia de sapogeninas.
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Rendimiento de Sapogenina

Ensayo M: Obtencion de Sapogenina con Metanol

80,00%
78,00%
76,00%
74,00%
72,00%
70,00%
68,00%

66,00%

64,00%

9

Tiempo de Reposo (Horas)

Graéfico 3-1. Obtencién de Sapogeninas con Metanol

Realizado por: Sani Erica, 2019

15

Como podemos ver en el grafico 6-3 el tiempo de reposo influye significativamente en la

extraccion de sapogenina, ya que la saponina expuesta al reflujo, tiende a flocularse o aglutinarse,

este fendmeno solo se dara si el extracto esta frio y con 15 horas de reposo, ya que si se filtra

antes del tiempo, las sapogeninas no se aglutinan en grandes particulas y no se retiene en el papel

filtro.

Tabla 3-3. ANOVA delrendimiento en la obtencion de Sapogenina con Metanol

Entre grupos 1,542138069 0,771069034 | 116,659 1,58E-05 5,14325285
Dentro de los 0,0396573 0,00660955

grupos

Total 1,581795369

Realizadopor: Sani Erica, 2019
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En la tabla 12-3 se describe los valores obtenidos por el test de ANOVA, que demuestra que el

valor p es menor que el nivel de significancia es decir, menor de 0,05, entonces se rechaza la

hipGtesis nula con un valor de confiabilidad de 95%, concluyendo que el tiempo de reposo si

influye en la cantidad de sapogenina extraida. Existiendo diferencias estadisticamente

significativas se realiza el test de Tukey.

Tabla 3-4. Test Tukey para el método la obtencion de Sapogenina con Metanol

Test: Tukey
Ensayos N Medias
(EM-1) 3 7,05
(EM-2) 3 7,88
(EM-3) 3 7,97

Realizado por: Sani Erica, 2019.

Alfa= 0.05
E.E Agrupacion
0,05 A
0,05 B
0,05 B

Como se muestraen el testde Tukey las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes, por lo tanto el tiempo de reposo para gque se floculen las soluciones es a partir de 15

horas para este ensayo, ya que las medias de estos ensayos no tiene mayor variabilidad.

3.3.1.2 Esterificacion con Etanol

Tabla 3-5. Ensayo E. Obtencion de Sapogenina con Etanol (Continua)

Crudo
Tiempo Temperatura . Reposo
Saponina
(HRS) (°C) (HRS)
@)*

15

(EE-1)
6 230 10, 0001

9
(EE-2)

3

Sapogeninas
@)

7,4396
7,4928
7,2356
7,4420
7,3014
7,5920

7,1629

Promedio
de
Sapogenina

()]

7,3893

7,4451

7,0239

%
Rendimient
0de
Sapogenina

S

73,89 +0,13

74,51 +£0,14

70,24 +0,13



(EE-3) 7,0136

6,8953

* representala desviacion estandar del crudo de saponina+ 0,00
** representala desviacion estandar de sapogenina + 0,00

+ Desviacion estandar

Realizado por: Sani Erica, 2019

Para el ensayo de esterificacion de saponina con solvente Etanol (EE), descrito en la Tabla 13-3,
se trabajé en funcion del tiempo de reposo que tenia cada extracto después de pasar por el proceso
de reflujo que dur6 6 horas, es asi que se aplico un disefio de andlisis estadistico DCA (Disefio
Completamente Aleatorio) donde se aplicd un total de 9 ensayos, teniendo como variable el

tiempo de reposo del extracto.

Se observo que el mejor rendimiento para la obtencion de sapogenina en este ensayo usando
etanol, fue EE-2 con un rendimiento de 74,51% con un tiempo de reposos de 9 horas. En el ensayo
con mejor rendimiento se observo que al estar en reposo de 9 horas exactos, el extracto tiene una
mayor floculacion, pero al pasar mas tiempo en la solucién acida, la sapogenina aglutinada tiende
a disolverse y en el momento de la filtracion, la sapogenina no es retenida por el papel filtro

debido a que ahora ya forma parte de la solucion acida.

Ensayo E: Obtencion de Sapogenina con Etanol

75,00%

74,00%
73,00%
72,00%
71,00%

70,00%

Rendimiento de Sapogenina

69,00%

68,00%
3 9 15

Tiempo de Reposo (Horas)

Gréfico 3-2. Obtencion de Sapogeninas con Etanol
Realizado por: Sani Erica, 2019
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Como se observa en el grafico 7-3 el tiempo de reposo influye significativamente en la extraccion
de sapogenina, ya que la saponina expuesta al reflujo, tiende a flocularse o aglutinarse, este
fendmeno solo se dara siel extracto esta frio y con 15 horas de reposo, ya que si se filtra antes del
tiempo, las sapogeninas no se aglutinan en grandes particulas y no se retiene en el papel filtro.

Tabla 3-6. ANOVA del rendimiento en la obtencién de Sapogenina con Etanol

Entre grupos 0,31404024 2 0,15702012 8,187 0,019 5,14325285
Dentrodelos | ;1506908 6 0,01917833

grupos

Total 0,42911022 8

Realizado por: Sani Erica, 2019

En la tabla 3.6 se describe los valores obtenidos por el test de ANOVA, que demuestra que el
valor p es menor que el nivel de significancia es decir, menor de 0,05, entonces se rechaza la
hipdtesis nula con un valor de confiabilidad de 95%, concluyendo que el tiempo de reposo si
influye enla cantidad de sapogenina extraida. Y por lo menos algin dato de todo el conjunto de

valores, tiene una variacion estadisticamente significativa, se realiza el test de Tukey.

Tabla 3-7. Test Tukey para el método la obtencion de Sapogenina con Etanol

Test: Tukey Alfa= 0.05
Ensayos N Medias E.E Agrupacion
(EE-2) 3 7,02 0,08 A
(EE-1) 3 7,39 0,08 B
(EE-3) 3 7,45 0,08 B

Realizado por: Sani Erica, 2019.

Como se muestraen el testde Tukey las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes, por lo tanto el tiempo de reposo para que se floculen las soluciones es a partir de 9

horas para este ensayo, ya que las medias de estos ensayos no tiene mayor variabilidad.
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3.3.2 Hidrolisis de Saponinas

Tabla 3-8. Obtencion de Sapogenina con Agua.

) Crudo )
Tiempo Temperatura ] Reposo | Sapogeninas
Saponina
(HRS) Q) (HRS) (@)*
@)*
7,9521
15
7,8945
(EA-1)
8,0019
7,6905
’ 7,5825
6 230 10, 0001 (EA-2) 2
7,7242
7,2453
3
6,9934
(EA-3)
7,0105

* representa la desviacion estandar del crudo de saponina+ 0,00
** representala desviacion estandar de sapogenina + 0,00
+ desviacion estandar

Realizado por: Sani Erica, 2019

Promedio de

Sapogenina

(o))

7,9495

7,6657

7,0831

%
Rendimiento

de Sapogeninas

79,50 +0,05

76,66 +0,07

70,83 +0,14

Se observo que el mejor rendimiento para la obtencion de sapogenina en este ensayo de hidrolisis,

fue EA-1conun 79,50% en untiempo de reposo de 15 horas. En el ensayo se observo que al estar

en reposo a partir de 15 horas en adelante, el extracto tiene una mayor floculacion, segin (Rivas-

Romero, Menés-Vueltay Rémulo-Rodriguez 2017) las particulas después de un proceso quimico se pueden

aglutinar y/o flocular dependiendo las caracteristicas que posean, en este caso las sapogeninas

poseen esta propiedad, que se floculan de tal modo que ayudan en el filtrado, teniendo una mayor

concentracion y consistencia de sapogenina.
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Rendimiento de sapogenina

Ensayo A: Obtencion de sapogeninas con agua

80,00%

78,00%

76,00%

74,00%

72,00%

70,00%

68,00%

66,00%

9

Tiempo de Reposo

Gréfico 3-3. Obtencion de Sapogeninas por hidrolisis

Realizado por: Sani Erica, 2019

Como se observa en el grafico 2-3 el rendimiento de sapogenina es mayor cuando el tiempo de
reposo es de 15 horas, el tiempo de reposo influye significativamente en la extraccion de
sapogenina, ya que la saponina expuesta al proceso quimico denominado reflujo, tiende a
flocularse o aglutinarse, este fendmeno solo se dara si el extracto esta frio y con 15 horas de

reposo, ya que si se filtra antes del tiempo, las sapogeninas estan libre en la solucion y no se

retiene en el papel filtro.

Tabla 3-9. ANOVA en la obtencion de sapogeninas en agua

15

Entre grupos 1,170730687 0,585365343 | 62,31 9,69E-05 514
Dentro de los 0,056362733 0,009393789

grupos

Total 1,22709342

Realizado por: Sani Erica, 2019
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En la tabla 16-3 se describe los valores obtenidos por el test de ANOVA, que demuestra que el
valor p es menor que el nivel de significancia es decir, menor de 0,05, entonces se rechaza la
hipGtesis nula con un valor de confiabilidad de 95%, concluyendo que el tiempo de reposo si
influye en la cantidad de sapogenina extraida en el ensayo de extraccion por hidrolisis. Y por lo
menos algun dato de todo el grupo de ensayos, tiene una variacion estadisticamente significativa

se realiza el test de Tukey.

Tabla 3-10. Test Tukey para el método la obtencion de Sapogenina con agua.

Test: Tukey Alfa= 0.05
Ensayos N Medias E.E Agrupacion
(EA-3) 3 7,08 0,06 A
(EA-2) 3 7,67 0,06 B
(EA-1) 3 7,95 0,06 C

Realizado por: Sani Erica, 2019

Como se muestraen eltestde Tukey las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes, por lo tanto el tiempo de reposo para que se floculen las soluciones pueden variar por

el tiempo de reposo, ya que las medias de estos ensayos tienen variabilidad entre si.
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3.4 ldentificacién de saponinas y sapogeninas

341 Cromatografia en capa fina TLC

Rf=0,22

Figura 3-1. TLC de muestras de sapogeninas
Fase estacionaria-placa de Silica gel; fase mdvil toluenoy Etil acetato 60:40; revelado con vainillina-H2S04

5%y en placaa 120°C
Realizado por: Sani Erica, 2019

El revelador utilizado de vainillina H,SO,5%, es un revelador general y ayuda en la identificacion
de triterpenos. En (Velazco 2003, p.22) menciona que las mejores condiciones de temperatura para
la placa cromatogréfica al ser sometida a calor es de 110 a 130°C, por un tiempo de 3 a 10
minutos, dependiendo lo que la placa requiera.

Los compuestos terpénicos tendrdn una coloracion azulada violacea, indicando asi que son
sapogeninas Yy los verificamos calculando los valores Rf, teniendo como resultado una primera
mancha violeta con un Rf de 0,22, segunda mancha violeta intensa con una Rf de 0,60 y por
altimo, una tercera mancha violacea casi invisible con un Rf de 0,68 correspondiente segun

bibliografia, a diferentes tipos de sapogenina o derivados de terpenos pentaciclicos. (Bonilla et al.
2019, p. 17)

En (Bonilla et al. 2019) que el Rfen las sapogeninas tienen un valor entre 0,20 hasta 0,70. Igualmente

indica que el factor de retencién dependera también del solvente utilizado como fase movil, en
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este caso, los valores estan referidos para TCL con fase estacionaria de Silica gel y fase mévil de
Etil acetato, como en nuestro caso.

34.2 Cromatografia TCL por hemolisis

La sangre es utilizada como revelador debido a que en este tipo de muestras, al estar en contacto
con la sapogenina se produce una ruptura o “lisis” de la membrana del eritrocito la cual provoca
la liberacion de la hemoglobina, de esta manera la placa de Silica gel al pasar 1 minuto después
de la atomizacion, empieza a parecer manchas blancas. Dependera del azlcar que el Rf esté
presente e la CCF. (Guzmany Carazo 2014, p. 9). Que Segun (Santos Y Sanchez 2009) son las rupturas de

los glébulos rojos, quedando espacios en blanco. Esta es especifica para saponinas y sapogeninas.

Rf=0.69

Rf=0,59

Rf=025

Figura 3-2. Cromatografia TLC por hemolisis

Fase estacionaria-placa de Silica gel; fase movil tolueno y Etil acetato 60:40; revelado con sangre 1.
Realizado por: Sani Erica, 2019

El resultado obtenido se corrobora con el revelado con vainillina- H,SO,5% y se determina el
valor Rf, en esta placa se obtuvo 3 marcas significativas, teniendo como resultados un primer Rf
de 0,25, el segundo Rf de 0,59 y un tercer Rf de 0,69 correspondiente a los diferentes tipos de
sapogenina.
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Se concluye que segun los resultados obtenidos por cromatografia TCL, existen varios tipos de
sapogeninas, debido a que después de pasar por el proceso quimicos reflujo, se evidenciaron
varias marcas de color violeta, que segun la bibliografia son sapogeninas, las cuales puede tener
un esqueleto como el acido oleandlico, acido serjanico o acido 33,23,30- trihidroxi olean-12-en-
28-oico, hederagenina y acido fitolacagénico. Estos compuestos podrian identificarse utilizando

un equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o espectrometria de Masas.

3.4.3 Analisis de espectroscopia IR

Las muestras analizadas por IR no son compuestos aislados, son compuestos obtenidos de la
esterificacion y la hidrolisis de saponina. Que segun TCL y por comparacion bibliografica son
sapogeninas de tipo triterpénicas.
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v Espectros de Esterificacion de Saponinas
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Gréfico 3-4. Espectro IR de EM y EE
Realizado por: Sani Erica, 2019

Los espectros de la esterificacion de saponinas muestran picos de absorcion comunes tanto para
EMy EE. Estas bandas caracteristicas corresponden a 3420 — 3250 cm (O — H del Carbohidrato)
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, 22990 — 2850 cm (C - H del - CHs, - CH,-, - CH — compuestos alifaticos de los anillos 1-4), a
1670 — 1690 cm™ (enlace doble: C = C, entre C;, — Ci3y Cy3), a 1445 — 1455 cm* (flexiéon C -
H de — CH;, -CH,-, - CH-),a 1380 — 1370 cm™ (flexion CH;presente en toda la estructura), a
1280 — 1150 cm? (estiramiento C—O—C del grupo éster: C,, — O — Ry 45), 645 — 575 cm? (flexion
C-O-C del ester del Cy5).

Gréfico 3-5. Estructura quimica de sapogeninas.
Realizado por: Sani Erica, 2019

v Espectro de la Hidrolisis de Saponinas
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Gréfico 3-6. Espectro IR de la hidrolisis
Realizado por: Sani Erica, 2019
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Los picos de absorcion correspondientes al espectro IR de la hidrolisis poseen las siguientes
bandas caracteristicas: a 3420 - 3250 cm* (estiramiento del O — H del C3), a 2850 — 2990 cm'*
(estiramientos del C - H del C3 — CHjs, - CH3, - CH,-, - CH -), a 1630 cm (enlace doble no
conjugado: C=C, entre C,3y Cy, —Cy3),a1465 — 1440 cm'* (flexion C —H de — CH3, compuesto
alifatico), a 1033 cm (flexion CH — OH del C3),a a 913 cm* (CH,=CH del C;, ), a 673 — 652
cm® ( Flexion de C — OH de C3y Cys).

Se compard los resultados obtenidos con diferentes bibliografias, parapoder verificar la presencia
de sapogenina es asi que los datos obtenidos coinciden satisfactoriamente con sapogeninas
extraidas por hidrolisis. (Galarraga 2014, p. 11)
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Gréfico 3-7. Espectro IR de EA (hidrolisis)
Realizado por: Sani Erica, 2019

El espectro IR de la saponina cruda tiene picos de absorcion caracteristicos de las siguientes
bandas: a 2924 cm-1 (estiramientos del C - H del C; — CH3, - CH3, - CH,-,- CH -), a 1630 cm?
(enlace doble no conjugado: C=C, entre C,3y Cy,—Cy3), 21020 cm™ (flexion CH — OH del
C;), a 1626 cm* (flexion de C=0 del C,3),a 666 cm™ (torcedura de C=0enel C,3)y a545 cm?
(flexion de C-C=0enel Cy,).
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Finalmente se compard el espectro IR de saponinas crudas, teniendo una coincidencia en los
valores de los picos de absorcion, que segun varias bibliografias se confirma el resultado
obtenido. (Jasso Cantuy Soliz 2017)

Gréfico 3-8. Estructura quimica de la Saponina Cruda
Realizado por: Sani Erica, 2019

De acuerdo a la literatura los picos de absorcion del espectro IR, estas bandas resultantes de los
cuatro espectros corresponden con la estructura de la hederagenina, segin la comparacién

con el espectro de Maldonado Garcia. (Maldonado Garcia et al. 2012, p. 32)

35 Tamizaje fitoquimico del crudo de saponina

Tabla 3-11. Resultados del tamizaje fitoquimico de Sapogenina y crudo de Saponina

Ensayo Metabolito Metanol = Etanol Agua Crudo
Liebermann Burchard Triterpenos y/o esteroides ++ ++ ++ ++
Fehling Azucares reductores - - + +4++
Espuma Saponina + + + +++
Sudan Compuestos grasos - - - +++
Lugol Almidon = - B, Y

Realizado por: Sani Erica, 2019
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Donde:
(+) Se obtiene una baja intensidad de reaccion presente en ese metabolito.
(++) Se obtiene una intensidad moderada de reaccion presente en ese metabolito.

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

Para el andlisis de tamizaje fitoquimico, se realizd con las muestras de sapogenina extraida por
reflujo y la saponina cruda, para tener una referencia de la intensidad de racién en cada ensayoy
ver diferencias significativas en los resultados. Como en la determinacién azucares reductores
para sapogeninas la reaccion es baja, mientras que en la saponina cruda la reaccion de Fehling es

muy intensa.

La reaccion de Liebermann Burchard se empled para diferencia si se tenia una estructura
esteroidal o triterpénica de esta manera se observo una coloracion que va desde rojo a verde y
parpura cuando la reaccién ya ha finalizado, se tiene como resultado un compuesto triterpénico,
resultado que es correcto y sustentado en bibliografia que cuya coloracién es representativa de
sapogeninas triterpénicas. (Arias 2010, p. 4-5)

Se concluye que después del reflujo, las sapogeninas pierden ciertos metabolitos debido a la
ruptura del enlace glucésido, Asimismo no se encontrd ningin tipo de metablitos no deseadcs.
Es asique la sapogenina aln conserva estructuras triterpénicas, el nivel de espuma a comparacién
del crudo de saponina, es casi imperceptible. La presencia de almidon y compuesto grasos no se
encuentran presentes en la sapogeninas, mientras que todos estos metabolitos mencionados tiene

una gran intensidad en el crudo de saponina.
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3.6 Analisis Quimico de muestras

3.6.1 indice de Yodo

Tabla 3-12: Resultados de indice de Yodo en las muestras.

Muestra de sapogenina

esterificada en metanol

Muestra de sapogenina

esterificada en etanol

Muestra de sapogenina

ext. por hidrolisis

Muestra de crudo de

saponina.

Realizado por: Sani Erica, 2019

indice de

Yodo

Nulo

Nulo

1,01
cg/100g

174,49
cg/100g

Interpretacion de Resultados

No se pudo calcular, debido a que nunca hubo viraje de color,

interpretandose que no existen dobles enlaces en la muestra.

No se pudo calcular, debido a que nunca hubo viraje de color,

interpretandose que no existen dobles enlaces en la muestra.

Se necesitan 1,01 centigramos de yodo absorbidos para saturar la

muestra, es decir que existen un nimero minimo de dobles enlaces.

Se necesitan 174,49 centigramos de yodo absorbidos para saturar la
muestra, es decir que existen un numero significativo de dobles

enlaces.

Se concluye que las muestras de saponinas esterificadas no presentan dobles enlaces, a excepcion

del crudo de saponina y de la saponina hidrolizada ya que estas necesitan una cantidad de yodo

para poder saturar las muestras.

3.6.2 Indice de Acidez

Tabla 3-13: Resultados de indice de Acidez en las muestras. (Continta)

Indice de
Acidez

Muestra de sapogenina
esterificada en metanol

Interpretacion de Resultados

No se pudo calcular, debido a que nunca hubo viraje de color,
interpretandose que no existen dobles enlaces en la muestra.
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Muestra de sapogenina No se pudo calcular, debido a que nunca hubo viraje de color,

Nulo
esterificada en etanol interpretandose que no existen dobles enlaces en la muestra.
_ Se necesitan 0,13 gramos de K(OH) para neutralizar los acidos grados
Muestra de sapogenina . . . i L
0.13 mg/g contenidos en la muestra, es decir que existen un nimero minimo de

ext. por hidrolisis ) )
acidos grasos libres.

Se necesitan 22,44 gramos de K(OH) para neutralizar los acidos grados
Muestra de crudo de ) i ) o
. 22,44 mg/g | contenidos en la muestra, es decir que existen un ndmero significativo
saponina.
P de &cidos grasos libres.

Realizado por: Sani Erica, 2019

Se concluye que las muestras de saponinas esterificadas no presentan acidos grasos libres, lo cual
se reafirma el resultado del tamizaje fitoquimico donde el ensayo de Sudan |11 para determinar
dicho metabolito nos da como resultado negativo, a excepcion del crudo de saponina y de la

saponina hidrolizada que al igual en el ensayo antes mencionado nos dio resultado positivo.

3.7 Analisis Descriptivo de las Emulsiones

Las sapogeninas estan constituidas por grandes moléculas organicas, como esteroides o
triterpenos, unidas a una o varias azlcares, por lo que contienen los elementos necesarios para
emulsionar la grasa: una parte lipofilica, que es el esteroide o triterpeno, por medio del cual se

unird ala grasa, y una parte hidrofilica, que es el azlcar, por medio de la cual se unira al agua.
(Santizo 2013, p. 67)

Para la obtencion de las emulsiones se tomd en cuenta la metodologia de las emulsiones de tipo
Pickering, la misma que fue modificada para obtener un mejor resultado. Se aplico el anlisis
descriptivo debido a que se describird la formacion de la emulsion en los 72 ensayos realizados,
de acuerdoa la concentracion de saponina y sapogeninas, Y los distintos volimenes de O:W. Se

definird mediante un rango propuesto a continuacion:
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. Nulo Bajo Medio . Alto

Gréfico 3-9. Rango de formacion de emulsiones.

Realizado por: Sin Erica, 2019

Donde:

0= nula formacion de emulsion

1= baja formacion de emulsion

2= media formacion de emulsion

3= media alta formacion de emulsion

4= formacion alta de emulsién

En las siguientes tablas se indica los resultados obtenidos de cada ensayo realizado, teniendo en
cuenta el rango establecido. Ademas se utilizd tablas de frecuencia para establecer los ensayos

con mejores resultado en la formacion de emulsiones.

3.7.1 Emulsiones obtenidas con Metanol

Tabla 3-14: Resultados de Emulsion en EM. (Contintia)

Concentracion .,
. Concentracion de o
de sapogenina volumen [O:W] Cadigo Resultado

[SCq] '
11 EMX-Al 4
Muestra del A) EM X-A2 4
Ensayo de 4% EMX-A3 4
esterificacion con (X) ] EMX-B1 0
Metanol 1505 EM X-B2 0
®) EMX-B3 0

60



0515 EMX-C1 2
' ( (':)’ EMX-C2 1
EMX-C3 2
1 EMY-AL 4
: EMY-A2 3
(A)
EMY-A3 4
7,5% 1,5:0,5 EMY-B1 0
(’Y)" ‘ (|.3), EMY-B2 0
EMY-B3 0
0515 EMY-C1 3
D EMY-C2 3
©
EMY-C3 2

Realizado por: Sani Erica, 2019

Para determinar el mejor resultado en la formacion de emulsiones se utilizd las tablas de

frecuencia en donde se indica los resultados desde 0 a 4. De acuerdo al rango establecido.

Tabla 3-15. Resultados de frecuencias.

Cadigo de Resultado de Frecuencias
experimento 0 1 2 3 4
e EMX-B1
° EM X-B2
° EMX-B3
e EMY-BL 6
e EMY-B2
e EMY-B3
e EMX-C2 1
e EMX-C1
e EMX-C3 3
. EMY-C3
e EMY-A2
e EMY-C1 3
e EMY-C2
e EMX-Al
° EMX-A2
e EMX-A3 5
e EMY-Al
e EMY-A3

Realizadopor: Sani Erica, 2019

Existen 6 ensayos que tuvieron una formacion nula de emulsion, con una concentracion de 4%y
7,5% de sapogenina y un volumen de (1,5:0,5) O: W, donde no se logré unir sus fases. Un ensayo
donde se formd una baja emulsion, es decir que sus fases se unieron, pero se separaron al dejar

de agitarlos, estoocurrié con 4% de concentracion de sapogenina y un volumen de (0,5:1,5) O:W.
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Hay 3 ensayos con una formacion media de emulsion, es decir que las fases se unieron, pero
formaron coalescencia a los 3 minutos de reposo. Tres ensayos con una formacion media alta de
emulsion, es decir que permanecieron homogenizados pero formaron coalescencia a 10 minutos

de reposo.

Se formaron 5 ensayos con una formacion de alta de emulsion, es decir que se mantuvieron
constantemente homogenizados. Se obtuvieron 3 emulsiones con una concentracion de 4%y 2
emulsiones con 7,5% de concentracion de sapogenina, en un volumen de 1:1 O:W. Nunca
formaron coalescencia.

Sin tomar en cuenta los valores nulos, se concluye, que el ensayo EM se obtuvo 5 emulsiones con
la mejor formacion de emulsion de acuerdo al rango propuesto. Teniendo como factor esencial el
volumen de 1:1 de agua y aceite, con 3 ensayos a una concentracion del 4% y 2 ensayos con 7,5%
de sapogenina, estos perduraron el tiempo de evaluacion de estabilidad y nunca formaron

coalescencia.

3.7.2 Emulsiones con obtenidas con Etanol
Tabla 3-16. Resultados de Emulsion en EE

Concentracion .,
Concentracion de

de sapogenina Caédigo Resultado
Pog volumen [O:W] g
[SCq]
. EEX-Al 3
L EEX-A2 3
(A)
EEX-A3 2
4% 1505 EEﬁE; 8
X) (B)
EEX-B3 0
0515 EEX-C1 1
Muestra del ! C ’ EEX-C2 1
Ensayo de &) EEX-C3 1
esterificacion con } EEY-Al 2
Etanol L1 EEY-A2 2
(A)
EEY-A3 1
7,5% 1,505 EEY-Bl 0
& Y)" ' (é)' EEY-B2 0
EEY-B3 0
0515 EEY-C1 2
- EEY-C2 2
©
EEY-C3 1

Realizado por: Sani Erica, 2019

62



Para determinar el mejor resultado en la formacion de emulsiones se utilizd las tablas de

frecuencia en donde se indica los resultados de acuerdo al rango establecido. (Hazbény Junca-Burgos
2011)

Tabla 3-17. Resultados de valores con frecuencia Cero

Cadigo de Resultado de Frecuencias
experimento 0 1 2 3 4
e EEX-Bl
e EEX-B2
e EEX-B3
e EEY-B1 6
e EEY-B2
e EEY-B3
e EEX-Cl
° EEX-C2
e EEX-C3 5
e EEY-A3
e EEY-C3
e EEX-A3
e EEY-Al 5
e EEY-A2
e EEY-C1
° EEY-C2
e EEX-Al
e EEX-A2 2

Realizadopor: Sani Erica, 2019

Existen 6 ensayos que tuvieron una formacion nula de emulsion, con una concentracion de 4%y
7,5% de sapogenina y un volumen de (1,5:0,5) O: W, no se logré unir sus fases. Cinco ensayos
donde se formd una baja emulsion, es decir que sus fases se unieron, pero se separaron al dejar
de agitarlos, esto ocurrio en 3 ensayos de 4% y 2 ensayos con 7,5% de concentracion de
sapogenina y un volumen de (0,5:1,5) O:W.

Hay 3 ensayos con una formacion media de emulsién, es decir que las fases se unieron, pero
formaron coalescencia a los 3 minutos de reposo y dos ensayos con una formacion media alta de
emulsion, es decir que permanecieron homogenizados pero formaron coalescencia a 10 minutos

de reposo.
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Se concluye, que el ensayo EE se obtuvo 2 emulsiones con el mejor indice de emulsion de acuerdo
al rango propuesto. Sin embargo con mayor incidencia tenemos emulsiones de baja y mediana

formacién. Dando como conclusion que la sapogenina en etanol no es un buen emulsificante.

3.7.3 Emulsiones obtenidas por Hidrolisis

Tabla 3-18. Resultados de Emulsion en Hidrolisis.

Concentracion .,
. Concentracion de L
de sapogenina volumen [O:W] Cadigo Resultado
[SCq] '
1 EAX-Al 3
( A) EAX-A2 3
EAX-A3 3
4% 1,5:0,5 mAXSl 0
N Dy EAX-B2 0
(X) (B)
EAX-B3 0
EAX-C1 3
0,5:1,5
Muestra de © EAX-C2 2
sapogenina EAX-C3 &
extraida por EAY-Al 4
. . 1:1

hidrolisis A EAY-A2 4
(A) EAY-A3 3

EAY-B1
7,5% 1,5:0,5 0
V) ®) EAY-B2 0
EAY-B3 0
0515 EAY-C1 2
‘ ( (':)’ EAY-C2 3
EAY-C3 2

Realizado por: Sani Erica, 2019

Para determinar el mejor resultado en la formacién de emulsiones se utilizd las tablas de

frecuencia en donde se indica los resultados de acuerdo al rango establecido.
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Tabla 3-19. Resultados de frecuencias.

Caédigo de Resultado de Frecuencias
experimento 0 1 2 3 4
e EAX-B1
e EAX-B2
e EAX-B3
e EAY-B1 6
e EAY-B2
e EAY-B3
S N B ——

e EAX-C2

e EAY-ClL 3

e EAY-C3

e EAX-AL

o EAX-A2 7
e EAX-A3

e EAX-C1

e EAX-C3

e EAY-A3

e EAY-C2

e EAY-AlL

e EAY-A2 2

Realizado por: Sani Erica, 2019

Existen 6 ensayos que tuvieron una formacion nula de emulsion, con una concentracion de 4%y
7,5% de sapogenina y un volumen de (1,5:0,5) O: W, no se logro unir sus fases. Tres ensayos con
una formacion media de emulsion, es decir que las fases se unierony permanecieron asi, pero sus
triplicados fueron diferentes, debido a que algunos se separarony otros se mantuvieron estables,
se obtuvieron con concentraciones de 4% y 7,5% de sapogeninas, con un volumen de 0,5:1,5
O/W.

Se obtuvieron 7 ensayos con una formacion media alta de emulsion, es decir que permanecieron
homogenizados pero formaron coalescencia a 10 minutos de reposo. Dos ensayos con una
formacion de alta de emulsion, es decir que se mantuvieron constantemente homogenizados. Se
obtuvieron 3 emulsiones con una concentracion de 4% y 2 emulsiones con 7,5% de concentracién

de sapogenina, en un volumen de 1:1 O:W. Nunca formaron coalescencia.

Sin tomar en cuenta los valores nulos, se concluye, que el ensayo EA se obtuvo 2 emulsiones con

nivel 4 en la formacién de emulsion de acuerdoal rango propuesto. Teniendo como factor esencial
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el volumen de 1:1 de agua y aceite. Y con una concentracion del 7,5% de sapogenina, estos

perduraron el tiempo de evaluacion de estabilidad y nunca formaron coalescencia.

3.74  Emulsiones con Crudo de Saponina

Tabla 3-20. Resultados de Emulsion en Crudo de saponina.

Concentracién .,
Concentracion de

de sapogenina Cadigo Resultado
volumen [O:
[SCq] [O:W]
11 CrX-Al 2
( A) CrX-A2 2
CrX-A3 1
4% 1,5:0,5 CrX-Bl 0
) ) Crx-B2 0
Crx-B3 0
0515 Crx-C1 2
Crx-C2 2
Muestra de (©) CrX-C3 1
Crudo de
saponina 1:1 Cry-Al 3
A) CrY-A2 2
CrY-A3 2
7,5% 1505 ays .
) ®) CrY-B3 0
Cry-C1 3
0’?'Cl)'5 crY-c2 3
Cry-Cc3 2

Realizado por: Sani Erica, 2019

Para determinar el mejor resultado en la formacién de emulsiones se utilizd las tablas de

frecuencia en donde se indica los resultados de acuerdo al rango establecido.

Tabla 3-21. Resultados de frecuencias. (Continta)

Cadigo de Resultado de Frecuencias
experimento 0 1 2 3 4
e Crx-Bl
e CrX-B2
e CrX-B3
e CrY-B1 6
e CrY-B2
e Crvy-B3
e CrX-A3 2
. CrX-C3
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e CrX-A2
e CrX-C1

e Crx-C2 7

e CrY-A2

e CrY-A3

e Cry-Cs

e CrY-Al

e CrY-Cl 3
e Cry-C2

Realizadopor: Sani Erica, 2019

Existen 6 ensayos que tuvieron una formacion nula de emulsién, con una concentracion de 4%y
7,5% de sapogenina y un volumen de (1,5:0,5) O: W, no se logré unir sus fases. Dos ensayos
donde se formo una baja emulsion, es decir que sus fases se unieron, pero se separaron al dejar
de agitarlos, esto ocurrié con 4% de concentracion de sapogenina.

Hubo 7 ensayos con una formacién media de emulsion, es decir que las fases se unieron, pero
formaron coalescencia a los 3 minutos de reposo. Tres ensayos con una formacion media alta de
emulsién, es decir que permanecieron homogenizados pero formaron coalescencia a 10 minutos

de reposo.

Sin tomar en cuenta los valores nulos, se concluye, que el ensayo Cr se obtuvo 3 emulsiones con
una formacién media alta de emulsion de acuerdo al rango propuesto. Teniendo como factor
esencial el volumen de 1:1 y 0,5:1,5 de agua y aceite. Y con una concentracion del 7,5% de

sapogenina.

Finalmente de acuerdo a los resultados obtenidos, las emulsiones formadas con sapogenina
esterificada con metanol, ya que se obtuvo 5 ensayos en nivel 4 en la formacion de emulsion,
donde 3 ensayos se tuvo con concentracion del 4% y una proporcion 1:1 de O/W'y 2 ensayos al

7,5% en proporcion 1:1 de O/W.

De igual manera la sapogenina resultante de la hidrolisis, también es una muy buena opcién para

la formacion de emulsion, ya que la sapogenina hidrolizada logré formar 2 emulsiones un nivel
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4, las cuales corresponden a concentraciones de 7,5% de sapogenina y una proporcion 1:1 de
O/W.

De este modo se pudo verificar que las condiciones éptimas para formar emulsiones son: una
concentracion de 7,5% y una proporcion de 1:1 de O/W, tanto para la sapogenina esterificada en
metanol como para la sapogenina hidrolizada. Las emulsiones obtenidas por metanol no se van a

poder utilizar la sapogenina extraida por este solvente, ya que es muy toxico
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CONCLUSIONES

e En las emulsiones obtenidas EM, EE, EA y Cr se encontrd que el ensayo EM es el mejor
emulsionante, con un nivel 4 que corresponde a la alta formacion considerando el rango
implementado en la experimentacion, en condiciones de 4% de concentracion de sapogenina
y en un volumen de 1:1 de agua y aceite.

e De acuerdo a la metodologia implementada por la investigacién se obtuvo un 32% de
rendimiento en la extraccion de saponina y un rendimiento de 79,50% en la hidrolisis acida
con HCl al 4 N con un tiempo de reposo de 15 horas.

e Los esteres de sapogenina fueron obtenidos en metanol, etanol, y agua, con un rendimiento
de 79,73%, 74,51 y 79,50% de sapogeninas respectivamente, y un tiempo de reposo 15, 9y15
horas de reposo.

e Al comparar la capacidad emulsionante de las diferentes emulsiones, se encontrd que la
sapogenina esterificada en metanol es el mejor emulsionante por tener un nivel 4 que
corresponde a una elevada formacion, en condiciones de volumen en proporcion 1:1 de agua
y aceite, con concentracion de 4% y 7,5% de sapogenina, ya que estos perduraron por 3 dias
de evaluacion de estabilidad y no formaron coalescencia.
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RECOMENDACIONES

v" Se recomienda realizar formulaciones farmacologicas con las muestras de sapogenina

extraidas.

v Experimentar la extraccion de sapogeninas en tiempo elevado a 6 horas de reflujo y mayor

tiempo de reposo, superando las 15 horas.

v" Serecomienda la identificacion de la estructura de la saponina y sapogeninas por Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) y Espectrometria de Masas (MS)

v" Andlisis toxicidad de los muestras esterificados e hidrolizadas
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GLOSARIO

TCL Cromatografia en capa fina

Fc Distribucion de frecuencias

IR Infrarrojo

SC Suma de cuadrados

GL Grados de libertad

CM Cuadrados medios

Rf factor de retencion

EM muestras de sapogenina extraida con metanol
EE muestras de sapogenina extraida con etanol
EA muestras de sapogenina extraida por hidrolisis
Cr crudo de saponina

SC: concentracion de sapogenina o saponina [4%]
SC, concentracién de sapogenina o saponina [7,5%]
REPT repeticiones

A volumen 1:1 de agua y aceite

B volumen 1,5:05 de agua y aceite

C volumen 0,5:1,5 de agua y aceite



Mojuelo: residuosélido que resulta del proceso de escarificacion de la quinua, considerado como

un desecho para las industrias.

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

nutricionales, cosméticas y farmacéuticas.

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

defensa de la planta por su sabor amargo.

Emulsiones Pickering: es un fendmeno de estabilizacion de emulsiones, donde se emplean

particulas solidad como agentes emulsificantes.

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

sustancias con caracter polar.

Reflujo: técnica experimental de laboratorio para el calentamiento de reacciones que transcurren
a temperatura superior a la ambiente y en las que conviene mantener un volumen de reaccion
constante.

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

Anexo A. Evidencia de extraccion de Saponinas

Pesar el mojuelo de quinua. Filtrar el agua de lavado

Calentar el agua de lavado. Saponina Cruda.




Anexo B. Evidencia de extraccion de Sapogeninas

Equipo de Refiujo Solucion de sapogeninas floculada

Secado de la sapogenina en estufa

5 WT




Anexo C. Evidencia de cromatografias TCL revelados con Vainillna y Ac Sulfurico 5%

Primera Cromatografia TCL Compuestos triterpénicas.

Anexo D: Evidencia de cromatografias TCL revelados con Sangre 1%




Anexo E. Evidencia del Tamizaje Fitoquimica.

Test de Fehling, Ensayo de Lugol

Nivel de espuma de Saponina




Ensayo de Sudan IV Ensayo Lieberman-Burchard

Anexo F. Analisis Qumicos — indice de Yodo

Preparacion de la muestra Primer Viraje de Color




Final del viraje de color.

Anexo G. Analisis Qumicos — indice de Acidez

Preparacion dela muestra

Primer viraje de color




Final del viraje

Anexo H. Evidencia de la formacion de emulsiones.

Proporciones O:W Emulsion con sapogenina hidrolizada




Emulsiones en proporcion 1:1 de O:W Proporcion 1,5:0,5 de W/O

Anexo |. Espectros IR

Equipo FT-IR Espectro ir
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Anexo J. Calculos de ANOVA y TUKEY en excel

ANOVA y TUKEY de la esterificacion con Metanol

Rendimientc Tiempo de reposo

70,83% 3 Ensayo A: Obtencion de sapogeninas con agua
76,66% 9 -
79,50% 15 y

E 78,00%

% 7600%

£ 7a,00%

EA-1(15)  EA-2(9) EA-3(3) ‘;
7,9521 7,6905 7,2453 B G
7,8045 7,5825 69934 £ 7000 | =
8,0019 7,7242 7,0105 & ss00%
66,00%

3 9
Tiempo de Reposo

Anélisis de varianza de un factor

15

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
EA-1(15) 3 23,8485 7,9495 0,00288876
EA-2(9) 3 22,9972 7,665733333 0,00547976
EA-3(3) 3 21,2492 7,083066667 0,01981284

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variacior

Suma de cuadradold Grados de liber

Promedio de los cuadradold

F B Pprobabilida®d Valor critico para 2

Entre grupos 1,170730687 0585365343 62,3140833  9,69043€-05 514325285
Dentro de los grupos 0,056362733 6 0,009393789
Total 1,22709342 8
TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05
group mean n ss df q-crit
EA-1(15) 7,9495 3 0,00577752
EA-2(9) 7,665733333 3 0,010959527
EA-3(3) 7,083066667 3 0,039625687
9 0,056362733 6 4,339
QTEST
group 1 group 2 ‘mean std err g-stat lower upper p-value __mean-crit__Cohend
EA-1(15) EA-2(9) 0,283766667 0,055957689 5,07109338  0,040966254 0, 525557079- 280041 2,92779713
EA-1(15) EA-3(3) 0,866433333 0055957689 15,4837226  0,623632921 1,100233746 280041  8,9395314
EA-2(9) EA-3(3) 0,582666667 0055957689 10,4126292  0,339866254 0,825467079 280041 6,01173427
ANOVA y TUKEY de la esterificaciobn con Metanol
EM-1(15) EM-2(9) EM-3(3) Andlisis de varianza de un factor
7,9695 7,7949 6,9882
8,0568 7,9861 7,108 RESUMEN
7,8938 7,8556 7,0593 Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
EM-1(15) 3 23,9201 7,973366667 0,00665346
EM-2(9) 3 23,6366 7,878866667 0,00954536
EM-3(3) 3 21,1555 7,051833333 0,00362982
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variacion Suma de cuadradt Grados de libert Promedio de los cuadmdoﬂ F Valor critico para I
Entre grupos 1,542138069 0,771069034 116,659838 1,57586E-05 5,14325285
Dentro de los grupos 0,0396573 6 0,00660955
Total 1,581795369 8
Rendimientc Tiempo de reposo
70,52% 3 Ensayo M: Obtencion de Sapogenina con Metanol
78,75% 9
79,73% 15 E200%
= 78,00%
§ 76,00%
& 74,00%
@
8 72,00%
2
5 70,00%
2
& 66,00%
64,00%
3 9 15
Tiempo de Reposo (Horas)
TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05
group mean n ss. df q-crit
EM-1(15) 7,97336667 3 0,013306927
EM-2(9) 7,87886667 3 0,019090727
EM-3(3) 7,05183333 3 0,007259647
9 0,0396573 6 4,339
QTEST
group1~| group2 -~ mean - stderr ~ g-stat - lower ~ upper ~ | p-value - mean-crit ~ Cohend -
EM-1(15) EM-2(9) 0,0945 0,04693808 2,013290711 -0,109164328 0,298164328 0,38809274 0,203664328 1,162373934
EM-1(15) EM-3(3) 0,92153333 0,04693808 19,63295767 0,717869005 1,125197661  2,1531E-05 0,203664328 11,33509339
EM-2(9) EM-3(3) 0,82703333 0, 17, 0,623369005 1,030697661 4,0392E-05 0, 10,17271946,




Anélisis de Tukey

Nivel de confianza de 95%

7,9734 7,8789 7,0518 7,3893 7,4451 7,0239 7,9495 7,6657 7,0831
7,6347 7,2861 7,5661
HSD (difrenc 0,226

Columnal|~ | METANOL - |ETANOL |~|AGUA |~
METANOL 0,3486 -0,2206
ETANOL -0,2800
AGUA

SI EXISTE DIFERECIA SIGNITIVA ENTRE LOS GRUPOS, Y en el etanol exisite

Anexo K. Tablas de frecuencias.

Frecuencias de Crudo de Saoninas

Cédigo | Resultado Resultado Etiquetas de fila| - | Cuenta de Resultado
Crx-AL 2 CrY-AL 1
Crx-A2 2 Media 1,38888889 Cry-C1 1
Crx-A3 1 Error tipico 0,26982067 Cry-C2 1
Crx-B1 0 Mediana 2 Total general 3
crx-B2 0 Moda 2
Crx-83 0 Desviacion estandar  1,14475216
Crx-C1 2 Varianza de lamuest 1,31045752
Crx-C2 2 Curtosis -1,4862221
crxc3 1 Coeficiente de asime -0,09040496 Resultado
crv-Al 3 Rango 3
crv-a2 2 Minimo 0 0
crv-a3 2 Méximo 3 1
crv-B1 0 Suma 25 2
Crv-B2 0 Cuenta 18 Resultado [4%]
crv-g3 0 B
Cry-C1 3 Media 1,66666667
Cry-C2 3 Error tipico 0,21081851
crv-c3 2 Mediana 2
Moda 2
Codigo  Resultado Desviacién estandar  0,51639778
Resultado CrX-AL 2 Varianza de lamuest 0,26666667
Cédigo | Resultado CrX-A2 2 Curtosis -1,875
Crx-Al 2 Media 2,08333333 Crx-A3 1 Coeficiente de asime -0,96824584
Crx-A2 2 Error tipico 0,19299605 Crx-C1 2 Rango 1
Crx-A3 1 Mediana 2 Crx-C2 2 Minimo 1
crx-c1 2 Moda 2 crx-c3 1 Méximo 2
Crx-C2 2 Desviacion estandar  0,66855792 Suma 10
Crx-C3 1 Varianza de lamuest  0,4469697 Cuenta 6
Cry-AL 3 Curtosis -0,18960069
Cry-A2 2 Coeficiente de asime -0,08619615
CrY-A3 2 Rango 2 Resultado [7,5%]
Cry-C1 3 Minimo 1
Cry-c2 3 Maximo 3 Codigo | Resultado Media 25
Cry-C3 2 Suma 25 Cry-Al 3 Error tipico 0,2236068
Cuenta 12 Cry-A2 2 Mediana 2,5
crv-A3 2 Moda 3
Cry-C1 3 Desviacién estandar  0,54772256
crv-c2 3 Varianza de la muest 03
Cry-C3 2 Curtosis -3,33333333
Coeficiente de asime 0
Rango 1
Minimo 2
Maximo 3
Suma 15

Cuenta 6



Frecuencias de la hidrolisis.

Cadigo
EAX-AL
EAX-A2
EAX-A3
EAX-BL
EAX-B2
EAX-B3
EAX-C1
EAX-C2
EAX-C3
EAY-AL
EAY-A2
EAY-A3
EAY-B1
EAY-B2
EAY-B3
EAY-C1
EAY-C2
EAY-C3

Cédigo
EAX-AL
EAX-A2
EAX-A3
EAX-C1
EAX-C2
EAX-C3
EAY-AL
EAY-A2
EAY-A3
EAY-C1
EAY-C2
EAY-C3

Resultado
3

mlw o oo wasweneooowe

Resultado
3

mlo v e s se e e

Resultado TOtAL

Media 1,944444444
Error tipico 0,356748408
Mediana 25
Moda 3
Desviacion estandar 1,513555309

Varianza de la muestra 2,290849673

Curtosis

-1,533421788

Coeficiente de asimetria -0,353203768

Rango 4
Minimo 0
Méximo 4
Suma 35
Cuenta 18
Resultado
Media 2,916666667
Error tipico 0,192996049
Mediana 3
Moda 3
Desviacion estandar 0,668557923
Varianza de lamuestra  0,446969697
Curtosis -0,189600689
Coeficiente de asimetria  0,086196149
Rango 2
Minimo 2
Maximo 4
Suma 35
Cuenta 12

Frecuencias de la esterificacion

Codigo
EEX-AL

EEY-B3

EEY-C2
EEY-C3

Codigo
EEX-AL
EEX-A2
EEX-A3
EEX-C1
EEX-C2
EEX-C3
EEY-AL
EEY-A2

Resultado

rlnvmo oo r MR R R OGS oON®®

Resultado
3

rlvinirv v e e RS ®

Curtosis -1,05551497
Coeficiente de as 0,33032927
Rango 3
Minimo [
Méximo 3
Suma 21
Cuenta 18

Resultado

Media 1,75

Error tipico 0,21759707

Mediana 2

Moda 2

Desviaciéne  0,753778361

Varianzade|  0,568181818

Curtosis -0,868266667

Coeficiente | 0,47759397

Rango 2

Minimo 1

Maximo 3

Suma 21

Cuenta 1

Resultado
Media 1,16666667
Error tipico 0,2458811
Mediana 1
Moda 0

Desviacion estanc 1,04318517
Varianza de lamu 1,08823529

Codigo ' Resultado

EAX-AL
EAX-A2
EAX-A3
EAX-C1
EAX-C2
EAX-C3

3

3
3
3
2
3

Codigo ' Resultado

EAY-AL
EAY-A2
EAY-A3
EAY-C1
EAY-C2
EAY-C3

Codigo

EEY-A2

4

4
3
2
3
2

Resultado
3

3
2
1
1
1

Resultado

2
2
1
2
2
1

Resultado

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacién esténdar
Varianza de la muestre
Curtosis

Coeficiente de asimet
Rango

Minimo

Méximo

Suma

Cuenta

Resultado

Media

Error tipico

Mediana

Moda

Desviacion estandar
Varianza de la muestre
Curtosis

Coeficiente de asimet
Rango

Minimo

Maximo

Suma

Cuenta

Etiquetas de fila | Cuenta de Resultado
EAY-AL 1
EAY-A2 1
Total general 2
Resultado

)

2

3

4

2,83333333
0,166666667
3
3
0,40824829
0,166666667
6
-2,449489743
1
2
3
17
6
3
0,365148372
3
4
0,894427191
08
-1,875
0
2
2
)
18
6
Etiquetas de fila| ~  Cuenta de Resultado
EEX-A1 1
EEX-A2 1
Total general 2
Resultado
0
1
2
3
Resultado [4%]
Media 1,83333333
Errortipico  0,40138649
Mediana 1,5
Moda 1
Desviacién e 0,98319208
Varianza de | 0,96666667
Curtosis -2,39001189
Coeficiente ( 0,45593925
Rango 2
Minimo 1
Méximo 3
Suma 11
Cuenta 6
Resultado [7,5%]
Media 1,66666667
Errortipico  0,21081851
Mediana 2
Moda 2
Desviaciéne 0,51639778
Varianzade | 0,26666667
Curtosis -1,875
Coeficiente ( -0,96824584
Rango 1
Minimo 1
Maximo 2
Suma 10
Cuenta 6



