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RESUMEN

La investigacion tuvo por objeto determinar el efecto del método de perlado de quinua sobre la
cantidad de saponinas, para lo cual se cuantifico la cantidad de saponinas mediante el método
espumoso y HPLC. La obtencion de las muestras de quinua sin procesar y perlada por dos
métodos se lo realizo visitando a las empresa procesadoras y a las cuales se las codifico de la
siguiente manera: T1 (Método de perlado combinado) y T2 (Método de perlado via himeda), a
las muestras se les realizo un andlisis previo (humedad y estereomicroscopia), luego se cuantifico
la cantidad de saponinas, en el método espumoso, la metodologia se basé en agitar la muestra de
quinua con agua en varias ocasiones finalmente se midi6 la altura de espuma; la metodologia
HPLC, se elabord una curva de calibracion con un estandar de saponaria Quillaja 33%, luego las
muestras fueron maceradas y filtradas, luego se inyecté en el equipo HPLC 70 pL leidas a 310
nm. EI método espumoso el T1 arrojo valores de 0.00% de saponina, mientras que el T2 dieron
valores entre 0.0055 a 0.0188%; en el método HPLC T1 y T2 tuvieron valores de 2.95 hasta
3.24%, y de 3.42 a 3.84% respectivamente. En el andlisis estadistico T Student en cuanto al
método de perlado establecié diferencias significativas. El analisis estadistico identificd que el
método de perlado combinado elimina mayor cantidad de saponina, pero ambos estuvieron dentro
del rango permitido; para el método HPLC resultados obtenidos no fueron efectivos. Por los antes

mencionado se recomienda realizar el método de perlado via himeda para disminuir costos.

Palabras claves: <QUINUA (Chenopodium quinoa Willd) >, <QUINUA PERLADA>,
<SAPONINAS>, < CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)>,
<METODO ESPUMOSO>, <QUILLAJA SAPONARIA SP>.

1836-DBRA-UTP-2022
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ABSTRAC

The objective of the research was to determine the effect of the quinoa pearling method on the
amount of saponins, for which the amount of saponins was quantified by the foaming method and
HPLC. Samples of unprocessed and pearled quinoa were obtained from the processing companies
and coded as follows: T1 (combined pearling method) and T2 (wet pearling method). The samples
underwent a previous analysis (humidity and stereomicroscopy), then the amount of saponins was
quantified. In the foaming method, the methodology was based on shaking the guinoa sample
with water on several occasions and finally the height of foam was measured. In the HPLC
methodology, a calibration curve was prepared with a Quillaja 33% saponaria standard, then the
samples were macerated and filtered, and then 70 pL were injected into the HPLC equipment and
read at 310 nm. The foam method T1 yielded values of 0.00% of saponin, while T2 gave values
between 0.0055 to 0.0188%. In the HPLC method T1 and T2 had values from 2.95 to 3.24%, and
from 3.42 to 3.84% respectively. The T-student statistical analysis for the pearling method
established significant differences. The statistical analysis identified that the combined pearling
method eliminated a greater amount of saponin, but both were within the permitted range; for the
HPLC method the results obtained were not effective. For the above mentioned, it is

recommended to use the wet pearlization method to reduce costs.

Keywords: <QUINOA (Chenopodium quinoa Willd.)>, <PEARLED QUINOA>,
<SAPONINS>, <HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)>, <HUMID
METHOD>, <SAPONARIAN QUINOA SP>.

1836-DBRA-UTP-2022

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco
Cl. 0602698904
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INTRODUCCION

La quinua es considerada un pseudocereal porque posee caracteristicas similares a los granos de
cereal y ademas por pertenecer a la familia “Chenopodium”. La quinua (Chenopodium quinoa
Wild) es uno de los productos alimenticios mas antiguo del &rea andina, su cultivo alcanza
reconocimiento desde la civilizacion Inca, tiene gran adaptabilidad tanto en zonas aridas y
semiaridas, cabe recalcar que por sus caracteristicas nutricionales tanto en contenido de proteina,
vitaminas y minerales, este producto es parte de la dieta del poblador altoandino, sin embargo la

cultura oriental también lo agrega en su base alimenticia (Meyhuay, 2013: pp. 1-2).

Los cultivos de quinua originalmente se localizaban en Bolivia, Pert, Colombia, Ecuador, Chile
y Argentina, cabe recalcar que la mayor diversidad de genotipos y progenitores silvestres de
quinua se encuentran en Bolivia y Per( (Candia,2016, p: 13), sin embargo en 1986 se liberan las
primeras variedades de quinua de origen ecuatoriano mejoradas, es importante indicar que luego
de la conquista espafiola se introdujo cereales como la cebada y el trigo, haciendo que el cultivo

de la quinua sea marginada Yy pase desapercibida por los pobladores urbanos.

Segun el Ministerio de Agriculturay Riego de Peru es el mayor productor de quinua con un 53.3%
del volumen mundial, seguido de Bolivia con un 44% y Ecuador con un 2.7%. De acuerdo con
las exportaciones de quinua Peru sigue siendo el lider ya que en el 2017 coloco en el mercado
internacional un 47.3% del volumen total exportado, Bolivia no se queda atrés ya que de igual
manera realiza grandes exportaciones con un 31.4 % de participacion, Estados Unidos con un
5.6% Yy Paises Bajos con un 3.6% (Saltos, 2020, pp: 11-12). La importancia de las semillas de quinua
se centra en que son ricas fuentes de aminoacidos esenciales asimilando a la caseina por su valor

biolégico, que por su variada composicion permite el desarrollo de alimentos funcionales.

Sin embargo, la quinua presenta también factores antinutricionales como saponinas, fitatos,
taninos o triterpenoides, dichos factores pueden acarrear diversos problemas en el organismo en
el caso de ser consumidas en exceso. La saponina es un claro ejemplo de, este componente no
solo le da un sabor amargo afectando las caracteristicas organolépticas de la quinua, sino que
también afecta al organismo con efectos adversos como dolor estomacal, nduseas, diarrea,
problemas de digestion, y el efecto mas peligroso es que puede producir la hemolisis de los
eritrocitos y afectar el nivel de colesterol en el higado y sangre, lo que acarrearia detrimento en
el crecimiento ya que no se podria absorber los nutrientes de manera correcta (Armada et al., 2012: p.
51) no obstante se sabe que la administracion de saponina por via endovenosa es altamente toxica
pero se afirma que por via oral se puede administrar en grandes dosis ya que esta sustancia no es

absorbida por las mucosas intestinales, pero hay que considerar que el sabor amargo si resulta un
1



problema para el consumo de quinua , este componente estad presente en la cascara de la quinua,
su contenido permite distinguir las variedades de quinua como dulces (<0,11% de saponinas) y
amargas (>0,11%) (Armada et al., 2012: p. 52) , por ende la eliminacion de saponina de la manera
adecuada es uno de los requisitos de para poder comercializar la quinua de forma inocua, la
eliminacion de saponina se realiza por diferentes métodos de perlado como es por via himeda o
lavado por agitacion, por via seca o por escarificado, método termo mecanico en seco, método
quimico y lavado y finalmente un método combinado entre los métodos secos y himedos (Meyhuay,
2013: p. 19), estos métodos son importantes ya que hacen que el contenido de saponina en la quinua
sea lo mas minimo posible o que al menos entren al limite maximo permitido segun la FAO (2020,
p.3) que es de 0.12%.

La quinua en Chimborazo es muy importante ya que ha proporcionado una estrategia de
supervivencia para los agricultores de esta provincia, COPROBICH y SUMAK LIFE son las
organizaciones encargadas del procesamiento de la mayor cantidad quinua, dichas empresas estan
comprometidas al trabajo mancomunado con los productores de quinua organica y estas realizan

los métodos de perlado por via himeda y seca, respectivamente.

Teniendo en cuenta que los métodos de perlado permiten disminuir la cantidad de saponina que
se encuentra en el grano se establece que la diferencia entre el método via hiumeda y via seca es
que el primero realiza un acondicionamiento que se trata de remojar por 30 minutos la quinua con
agua a temperatura ambiente, luego de eso se procede a realizar un lavado por agitacion, donde
los granos de quinua son sometidos a un proceso de friccion himeda, dicha friccién es intensa
entre los granos y las paredes del equipo, lo que permite la eliminacion de las cascaras y los
compuestos responsables del sabor amargo, otra operacion que la deferencia del método de via
seca es el deshidratado ya que al someter el grano a una hidratacion este producto gana humedad
lo que hace que sea susceptible al desarrollo microbiano; en cambio en el método perlado de via
himeda lo diferente es el escarificado o pulido que se trata de que, al usar un equipo de accién
combinada de tambores giratorios y tamiz estacionario, permite un constante raspado de los
granos de quinua contra las paredes de las mallas. El polvillo desprendido de los granos pasa a
través de la malla y es separado por gravedad o mediante uso de succionadores de aire. La
importancia de este trabajo experimental es identificar que método de perlado es mas eficiente en
la eliminacion de saponinas, para ello se procede a determinar la cantidad de saponinas en la
quinua de las dos organizaciones antes mencionadas por el método espumoso establecido por la
norma INEN (2013, pp. 1-2) Yy que es un protocolo basico que no requiere equipos o reactivos
costosos, sin embargo, no presenta la sensibilidad necesaria para asegurar que efectivamente
corresponde al valor real de saponinas. Por esta razon es importante usar un méetodo a nivel de
laboratorio que permita corroborar esos resultados y en este trabajo experimental el método es
2



mediante HPLC. Para poder llevar a cabo este trabajo experimental se pretende determinar el
efecto del método de perlado de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) sobre la cantidad de
saponinas. Y para ello se obtiene las muestras de quinua de 2 métodos de perlado provenientes de
organizaciones productoras de quinua en Chimborazo, posteriormente se cuantifica la cantidad de
saponinas mediante el método espumoso y el método de HPLC y finalmente se establece el mejor
método de perlado de acuerdo a los resultados obtenidos



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Quinua

1.1.1. Historia

La quinua, es conocida como una planta andina, tiene mayor distribucion de formas, diversidad
de genotipos y de progenitores silvestres, en los alrededores del lago Titicaca de Pert y Bolivia,
encontrandose la mayor diversidad entre Potosi - Bolivia y Sicuani — Perd (FAO, 2011, p. 1).

Existen escasas evidencias arqueoldgicas, linglisticas, etnograficas e histdricas sobre la quinua.
No obstante, existen evidencias claras de la distribucion de los parientes silvestres, botanicas y
citogenéticas, lo que demuestra que su domesticacion tomé mucho tiempo, hasta conseguir la

planta domesticada y cultivada a partir de la silvestre (Mujica et al., 2021, p.1).

La especie fue adaptada a diferentes condiciones agroclimaticas, edaficas y culturales, haciendo
que la planta presente una amplia adaptacion desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm y usos
diversos en las diferentes comunidades étnicas de acuerdo a sus necesidades alimentarias. La
quinua fue cultivada y utilizada por las civilizaciones prehispanicas, y reemplazada por los

cereales a la llegada de los espafioles (Mujica et al., 2021, p. 7).

La quinua en el pasado ha tenido amplia distribucion geografica, que abarcé en Sudamérica, desde
Narifio en Colombia hasta Tucuman en la Argentina y las Islas de Chiloé en Chile, también fue
cultivada por las culturas precolombinas, Aztecas y Mayas en los valles de México, pero usandola

como verdura de inflorescencia (Muijica et al., 2021, p. 22).

1.1.2. Descripcién de la planta quinua:

La quinua, es una planta herbacea anual, de amplia dispersién geografica, presenta caracteristicas
peculiares en su morfologia, coloracion y comportamiento en diferentes zonas agroecoldgicas
donde se la cultiva, se cultiva desde el nivel del mar hasta los 4000 msnm, desde zonas aridas,
hasta zonas himedas Yy tropicales, desde zonas frias hasta templadas y célidas; muy tolerante a los
factores abidticos adversos como son sequia, helada, salinidad de suelos y otros que afectan a las

plantas cultivadas.



Su periodo vegetativo varia desde los 90 hasta los 240 dias, crece con precipitaciones desde 200
a 2600 mm anuales, se adapta a suelos &cidos de pH 4.5 hasta alcalinos con pH de 9.0, se adapta
a diferentes tipos de suelos desde los arenosos hasta los arcillosos, la coloracion de la planta es
también variable con los genotipos y etapas fenoldgicas, desde el verde hasta el rojo, pasando por

el parpura oscuro, amarillento, anaranjado, granate y demas gamas que se pueden diferenciar
(Mujica et al., 2021, p. 7).

1.1.3. Planta

La planta, es erguida, alcanza alturas variables desde 30 a 300 cm, dependiendo del tipo de quinua,
de los genotipos, de las condiciones ambientales donde crece, de la fertilidad de los suelos; las de
valle tienen mayor altura que las que crecen por encima de los 4000 msnm y de zonas frias, en

zonas abrigadas y fértiles las plantas alcanzan las mayores alturas (Mujica et al., 2021, p. 7).

La quinua es una planta de la familia Chenopodiacea, género Chenopodium, seccién Chenopodia
y subseccion Cellulata. EI género Chenopodium es el principal dentro de la familia
Chenopodiacea y tiene amplia distribucion mundial, con cerca de 250 especies (Bojanic, 2011, p. 29).

1.1.3.1. Taxonomia de la planta de quinua:

Tabla 1.1.3-1: Taxonomia de la planta de quinua.

Reino Vegetal
Divisi6n Fenorégamas
Clase Dicotiledoneas
Sub clase Angiospermas
Orden Centrospermales
Familia Chenopodiaceas
Genero Chenopodium
Seccion Chenopodia
Subseccion Cellulata
Especie Chenopodium quinoa Willdenow

Fuente: (Mujica et al., 2021, p. 7).
Realizado por: Timbila, Ana, 2021

1.1.4. Definicion de la semilla de quinua

Constituye el fruto maduro sin el perigénio, es de forma lenticular, elipsoidal, conica o esferoidal,
presenta tres partes bien definidas que son: Episperma, embrion y perisperma.
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La episperma, esta constituida por cuatro capas: una externa de superficie rugosa, quebradiza, la
cual se desprende facilmente al frotarla, en ella se ubica la saponina que le da el sabor amargo al
grano y cuya adherencia a la semilla es variable con los genotipos, tiene células de forma alargada
con paredes rectas; la segunda capa es muy delgada y lisa, se observa sélo cuando la capa externa
es translucida; la tercera capa es de coloracion amarillenta, delgada y opaca y la cuarta capa,
transldcida, esta constituida por un solo estrato de células (Mujica et al., 2021, p. 11).

El embrion, esta formado por dos cotiledones y la radicula y constituye el 30% del volumen total
de la semilla el cual envuelve al perisperma como un anillo, con una curvatura de 320 grados, es
de color amarillento mide 3.54 mm de longitud y 0.36 mm de ancho, en forma excepcional a otras
semillas, en él se encuentra la mayor cantidad de proteina que alcanza del 35-40% (Mujica et al.,
2021, p. 11).

El perisperma es el principal tejido de almacenamiento y esta constituido mayormente por granos
de almiddn, es de color blanquecino y representa practicamente el 60% de la superficie de la
semilla, sus células son grandes, de forma poligonal con paredes delgadas, rectas y con grandes
agregados de almidon, estos agregados estdn compuestos por miles de granulos de almidon
individuales, de forma hexagonal en la mayoria de los casos. El perisperma solo del 6.3 al 8.3 %
de la proteina total del grano (Mujica et al., 2021, p. 12).

Figura 1-1. Seccion longitudinal media del grano de quinua

Fuente: (Mujica et al., 2021, p. 12).

La Figura 1-1. muestra la seccion longitudinal del grano de quinua donde (PE) simboliza el
pericarpio que cubre la semilla de la quinua, (H) el embrido tiene un eje de hipocotilradicula y
dos cotiledones (C), (EN) constituye la region micropilar se encuentra el endospermo, (SC)
representa la cubierta de la semilla, (SA) es el apice del meristemo, (R) represente a la radicula,

(P) es el perisperma, y (F) es el feniculo.



1.1.5. Propiedades nutricionales de la quinua

Las bondades del cultivo de la quinua estan dadas por su alto valor nutricional. El contenido de
proteina de la quinua es alto y varia entre 13,81 y 21,.9% dependiendo de la variedad o especie.
Debido al elevado contenido de aminoacidos esenciales de su proteina, la quinua es considerada
como el Gnico alimento del reino vegetal que provee todos los aminoacidos esenciales, que se
encuentran muy cerca de los estdndares de nutricion humana, el balance de los aminoacidos
esenciales de la proteina de la quinua es superior al trigo, cebada y soya, comparandose

favorablemente con la proteina de la leche (Bojanic, 2011, p. 14).

En los siguientes cuadros se va a especificar la composicion nutricional de la quinua.

Tabla 2-1: Contenido de macronutrientes en la quinua, por 100 g de peso.

Macronutrientes Cantidad
Energia (kcal) 399
Proteina (g) 16.5
Grasa (g) 6.3
Carbohidratos (g) 69.0

Fuente: FAO 2013
Realizado por: Timbila, Ana, 2021

Cabe recalcar que en cuanto a la proteina que posee la quinua esta compuesta de una variedad de
aminoacidos de los cuales 8 son considerados como esenciales y son: isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina, es por ello que este producto es muy

recomendado en la dieta diaria especialmente de nifios (FAO, 2013)

Tabla 3-1: Contenido de minerales en la quinua, por 100 g de peso en seco

Minerales Cantidad (mg)
Calcio 148.7
Hierro 13.2
Magnesio 249.6
Fosforo 383.7
Potasio 926.7
Zinc 4.4

Fuente: FAO, 2013
Realizado por: Timbila, Ana, 2021



La quinua es fuente principalmente de hierro, magnesio y zinc. La deficiencia de hierro suele ser
uno de los problemas nutricionales mas habituales. Hay que tomar en cuenta que la quinua, del
mismo modo que todos los alimentos vegetales, contiene algunos componentes no nutritivos que
pueden reducir el contenido y la absorcion de sustancias minerales. Las mas notables son sus
saponinas, que se encuentran en la capa exterior de la semilla de la quinua y normalmente se
extraen durante su procesado para eliminar el sabor amargo. La quinua también tiene un alto
contenido en el compuesto de oxalato, que se puede unir a minerales como el calcio y el magnesio

y reducir su absorcion en el cuerpo (FAO, 2013).

Tabla 4-1: Contenido de vitaminas en la quinua, en mg/100 g en peso seco

Minerales Cantidad
Tiamina 0.2-04
Riboflavina 0.2-0.3
Acido Félico 0.0781
Niacina 0.5-0.7

Fuente: FAO 2013
Realizado por: Timbila, Ana, 2021

La quinua es una buena fuente de las vitaminas B2 y acido félico en comparacién con otros granos,
mientras que su contenido en tiamina es similar al de otros granos y el de niacina es en promedio
inferior. Tiene cantidades considerables de vitamina E, pero no se considera ya que esta cantidad

suele disminuir después de procesarse y cocinarse (FAO, 2013).

1.1.6. Produccion de la quinua en Ecuador:

Hace algunos afios atras, las exportaciones de quinua eran netamente andinas, pero a partir del
2012 se ha registrado que 51 paises producen y exportan quinua al mundo, esto se puede originar
debido a su destacada importancia que brinda la FAO a la quinua por su alto valor nutricional.
Por ello la produccién ha dejado de ser solamente para el autoconsumo de poblaciones indigenas

andinas y ahora forma parte de los habitos de consumo de muchas familias del mundo entero
(Valenzuela, 2016, p.9).

La produccidn de quinua de la region Andina va alrededor de 70.000 toneladas, con casi 40.000
toneladas producidas por el Pert, 28.000 toneladas por Bolivia 'y 746 toneladas por Ecuador. Los
principales paises productores de quinua en la region Andina y en el mundo son Pert y Bolivia,
ambos paises lograron hasta el afio 2008 una produccion que representa el 90% de la quinua
producida en el mundo. Detras de ellos estan Estados Unidos, Ecuador y Canada que alcanzan

una produccion del 10% de los volimenes globales de produccion (Bojanic, 2011, p. 9).



Bolivia es el primer exportador de quinua a nivel mundial seguido por Per( y Ecuador. EI 2008
Ecuador muestra niveles de exportacion similares: 304 TM equivalentes a US$ 557 mil. Los
consumidores de Norte América y Europa presentan una tendencia de mayor interés hacia el
cuidado de la salud, el ambiente y la equidad social. En este sentido los nichos del mercado
organico y del comercio justo ofrecen interesantes alternativas y mejores precios al productor, por
lo que el precio de la quinua orgénica en el 2010 fue de US$ 3,1/Kg (Bojanic, 2011, p. 9).

En el siguiente cuadro se aprecia cual es la produccién anual de quinua en Ecuador:

Tabla 5-1: Produccién anual de quinua en Ecuador afios 2005-2015

Afio 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Toneladas
) 652 660 690 741 800 897 816 1270 1812 7641 16000
producidas

Fuente: Valenzuela, 2016, p.33
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

1.1.7. Produccidén de quinua en Chimborazo en relacion a otras provincias

La quinua puede producirse en varias zonas del pais generalmente en la serrania, sin embargo,
segun (MAG, 2019, p.4) las mayores producciones se registran en: Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura,
Carchi y Pichincha. En el siguiente cuadro se presenta la estructura productiva provincial, donde
Chimborazo reflejé una participacion del 58 % en superficie cosechada y 44 % en produccion, a

continuacion, se indica las producciones de quinua en el afio 2019:

Tabla 6-1: Superficie y Produccion de Quinua afio 2019

o Superficie Sembrada Superficie Cosechada .
Provincia Produccion (toneladas)
(ha) (ha)

Chimborazo 1,549.92 1,474,87 1,968,59
Cotopaxi 634.17 634.17 1,778.18
Imbabura 669.40 345.90 551.27

Carchi 68.60 68.60 197.25
Pichincha 35.00 35.00 9.55
Produccién total 2,957.10 2,558.55 4,504.83

Fuente: MAG, 2019, p. 4
Realizado por: Timbila, Ana, 2022



1.1.8. Variedad de quinua en Ecuador
En Ecuador las variedades de quinua segun (Guilcapi, 2019, p.27) se catalogan en dulces y amargas,
esto debido a la cantidad de saponina que poseen, a continuacion se detallan las variedades de

quinua y alguna de sus caracteristicas:

Tabla 7-1: Variedad de Quinua en Ecuador

Caracteristicas de la

Altitud optima de

Variedad Caracteristicas del grano N
planta produccién (mm)
Tiene una alturade 150 cm,  El grano de esta variedad es
es de color purpura y estd de color blanco y es
Tunkahuan lista para ser cosechada a clasificada como quinua 2600-3200
los 180 dias luego de ser dulce por su bajo contenido
sembrada. de saponina.
Tiene una altura de 70 cm, )
. El grano de este tipo es de
es de color rosado y esta .
. color crema y es clasificada
Pata de Venado lista para ser cosechada a . 3000-3600
. como quinua dulce por su
los 150 dias luego de ser . ) .
bajo contenido de saponina.
sembrada.
_ El grano de este tipo es de
Tiene una altura de 85 cm,
_color blanco opaco y es
es de color purpura y esta )
) ] catalogada como quinua
Ingapirca lista para ser cosechada a 3000-3600
. dulce-amarga por tener un
los 190 dias luego de ser . .
valor intermedio respecto a
sembrada. ) ]
su contenido de saponina.
_ El grano de este tipo es de
Tiene una altura de 140 cm,
o color blanco opaco y es
es de color verde y esta lista )
Imbaya catalogada como quinua 2600-3200
para ser cosechada a los 180
i amarga por tener alto
dias luego de ser sembrada. . )
contenido de saponina.
. El grano de este tipo es de
Tiene una altura de 110 cm,
. color blanco opaco y es
es de color verde con axilas )
) o catalogada como quinua
Cochasqui moradas y est lista para ser 3000-3600

cosechada a los 220 dias

luego de ser sembrada.

dulce-amarga por tener un
valor intermedio respecto a

su contenido de saponina.

Fuente: Guilcapi, 2019, p. 27

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

1.1.9. Operaciones de postcosecha:

El procesamiento de la quinua tiene diferentes operaciones a realizarse de acuerdo al método de
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perlado que se emplee:

1.1.9.1. Método de lavado por agitacion y turbulencia

Rece(s)gilr?ﬂade la — Limpieza — Acondicionamiento
V2
Lavado por agitacion > Deshidratado > Tamizado
V2
Empacado —  Almacenamiento

Gréfico 1-1. Obtencion de quinua por el método de lavado en seco

Fuente: Meyhuay, 2013, p. 19

¢ Recepcién de la quinua:

Se adquiera la materia prima, llevando un inventario de la cantidad que ingresa a la empresa y el

proveedor que la entrega.

e Limpieza:

Utilizando zarandas o mallas metalicas accionadas manual o mecanicamente se retienen las

impurezas (pajas, tierra, residuos vegetales, etc.) (Meyhuay, 2013, p. 19).

e Acondicionamiento:

Se acondiciona la quinua remojandola por 30 minutos a temperatura ambiente con el fin de
facilitar la desaponificacion, pues al contacto con el agua los cristales de saponina se disuelven,

eliminandose posteriormente en el lavado (Meyhuay, 2013, p. 19).

e Lavado por agitacion:

11



El lavado se realiza en un equipo que posee una camisa de calentamiento a vapor y un agitador
tipo turbina de ldmina plana, el mismo es accionado por un motor eléctrico. Los granos de quinua
son expuestos a un proceso de friccion himeda, debido a la gran descarga turbulenta de agua
caliente que se logra en el equipo. Se produce friccion entre los granos y las paredes, lo que

permite la eliminacion del pericarpio o cascara y los compuestos responsables del sabor amargo
(Meyhuay, 2013, p. 19).

e Deshidratado:

El proceso de deshidratado es importante debido a que en el acondicionamiento y el lavado este
producto adquiere humedad y es mas susceptible a que tenga crecimiento microbiano, por ende,
se le hace este proceso para que el producto tenga la humedad adecuada es decir menor al 13. 5%

segun la norma INEN (2013, p.2).

e Tamizado:

Se lo hace través de la malla y es separado por gravedad o mediante uso de succionadores de aire
(Meyhuay, 2013, p. 19).

e Empacado y embalaje

Realizar un empaque y embalaje correcto va a contribuir a la disminucion de pérdidas debidas a

factores fisicos, quimicos, bioldgicos y humanos (Meyhuay, 2013, p.21).

Las principales funciones del embalaje son las siguientes:

v' Facilita la manipulacién (manual o mecanica)

v Reduce las pérdidas por hurto o robo

v" Protege al producto contra ataques de agentes exteriores (humedad, insectos, etc.)

En cuanto a los granos, se utilizan esencialmente sacos tejidos con fibras vegetales (yute, algodon)

o fibras artificiales (polipropileno).

e Almacenamiento

Los granos se deben conservar en las condiciones apropiadas para garantizar la calidad sanitaria
y organoléptica (Meyhuay, 2013, p.21). La degradacion de los granos se ve afectada por la
combinacion de tres factores ambientales:

v Temperatura
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v" Humedad

v" Contenido de oxigeno

Adicionalmente los granos almacenados son afectados por microorganismos, insectos, aves y
roedores. Las formas de almacenamiento de los granos son basicamente dos: en sacos, al aire libre
0 en almacenes, y a granel, en granos silos de diversa capacidad (Meyhuay, 2013, p.21).

1.1.9.2. Método en seco por rozamiento o Escarificado

Recepcion de la quinua F——4 Limpieza — Escarificado o pulido

\l/

Tamizado

\l/

Empacado = Almacenamiento

Gréfico 2-1. Obtencion de quinua perlada por el método en seco

Fuente: Meyhuay, 2013, p.19

La diferencia de este método de perlado con el primero es que en este método no se realiza el
acondicionamiento ni el deshidratado debido a que la eliminacion de la saponina se va a dar por
un proceso de pulido o escarificado que se trata de la separacion del episperma(descascarado) y
segmentos secundarios del grano de quinua, donde se concentra el mayor contenido de saponina,
que le confiere el sabor amargo y astringente, impropio para poder ser aprovechado en la
alimentacion; el pulido pretende producir una quinua de superior calidad, cuyo efecto consiste en
remover las Ultimas particulas de céscara y darle al grano un aspecto mas liso y limpio, que viene

a ser la quinua perlada (Meyhuay, 2013, p.19).

Esta fase se realiza a través de medios mecéanicos abrasivos, utilizdndose equipos de

caracteristicas técnicas semejantes tales como:

v Accién combinada de paletas o tambores giratorios y tamiz estacionario, que permite un

constante raspado de los granos de quinua contra las paredes de las mallas.

13



1.1.9.3. Método termo mecénico en seco:

Recepcion de la quinua |F——X Limpieza —> Descascarado Termomagnético
Tamizado —— Empacado —— Almacenamiento

Gréfico 3-1. Obtencion de quinua perlada por método termo mecéanico en seco.

Fuente: Meyhuay, 2013, p.20

La unica diferencia entre este método y el método de escarificado es que en este método se
someten a calor seco (80 a 90 °C) los granos de quinua por 10 minutos para luego extraer la

cascara por friccion en seco. Se obtiene un grano con bajo contenido de saponinas. Luego se

tamiza y empaca (Meyhuay, 2013, p.20).

1.1.9.4. Método Combinado:

Receé)lj:ilr?ﬂade la —> Limpieza —> Escarificado y Pulido
|
Lavado por agitacion Deshidratado Tamizadado

V

Empacado —> Almacenado

Gréfico 4-1. Obtencion de quinua perlada por el método combinado

Fuente: Meyhuay, 2013, p.19.
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En este método se somete a los granos de quinua a medios mecéanicos abrasivos (maquinas
peladoras y pulidoras en seco), luego se lava los granos para extraer la saponina residual, luego
se seca los granos hiumedos de guinua, se tamiza y empaca (Meyhuay, 2013, p.20).

1.1.9.5. Método quimico y lavado:

Recepcioén de la _— .
quinua Limpieza Pelado quimico
|
Lavado Deshidratado Tamizado
I
\4
Empacado —> Almacenamiento

Gréfico 5-1. Obtencidn de quinua perlada por el método quimico y lavado

Fuente: Meyhuay, 2013, p.20

Lo que lo diferencia de los demas métodos es que para la eliminacidn de saponina los granos de
guinua son sometidos a una solucién de hidréxido de sodio al 10% a 100 ° C por 1.5 minutos, para

luego lavar y secar (Meyhuay, 2013, p.20).

1.2.  Saponinas

1.2.1. Definiciény estructura:

Son glucoésidos vegetales compuestos por los glucdsidos triterpenoides de reaccién ligeramente
acida y por los esteroides derivados del perhidro 1,2 ciclopentanofenantreno. Tienen como
propiedad la de formar una abundante espuma en solucién acuosa y son también solubles en

alcohol absoluto y otros solventes organicos (Armada et al., 2012: pp. 51-52).

La quinua tiene tanto saponinas como acidos neutros. Por la caracteristica espumante, las

saponinas se emplean en la fabricacion de cerveza, en la preparacion de compuestos para
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extinguidores de incendios y en la industria fotogréfica, cosmética y farmacéutica. Se usa también
para la elaboracion sintética de hormonas. Igualmente es aprovechada por los campesinos
andinos, especialmente las mujeres, quienes enjuagan sus cabellos con el agua que queda del
lavado de quinua o la utilizan para lavar tejidos (Meyhuay, 2013, p.15).

Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de compuestos
estructuralmente constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos como aglicona o
sapogenina, sustituidos por oligosacaridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un

caracter anfifilico (Ahumada et al., 2016: p. 441).

Aglicona

Carbohidraros

OH COOH

HO O
HO

Enlace glucosidico

Gréfico 6-1. Estructura general de una saponina de quinua

Fuente: Ahumada et al., 2016: p. 441

En el grafico 6-1. se indica el enlace glucosidicos entre la aglicona y un glucésido.
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OH
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Gréfico 7-1. Estructura de saponina monoglicosilada: acido 3-O-f-D-glucopiranosil oleandlico

Fuente: Ahumada et al., 2016: p. 442
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Gréfico 8-1. Estructura de saponinas de la corteza de Quillaja Saponaria

Fuente: Cartagena, Carlos, 2010, p. 2

1.2.2. Impacto a la salud:

El principal efecto de la saponina es producir la hemolisis de los eritrocitos y afectar el nivel de
colesterol en el higado y la sangre, con lo que puede producirse un detrimento en el crecimiento,

a través de la accién sobre la absorcion de nutrientes (Meyhuay, 2013, p.15).

Cabe recalcar que la administracion de saponina por via endovenosa es altamente toxica, mientras
que su efecto por via oral no es tan peligroso. Se afirma que los medicamentos a base de saponina
pueden ser administrados en grandes dosis por via oral, ya que no son absorbidos por las mucosas
intestinales y ademas se desdoblan bajo la accion de los alcalis y fermentos intestinales.

Tomando en consideracion estos aspectos no se considera un problema en el organismo en
consumo de saponina via oral ya que no hay estudios corroborando este problema, pero la

saponina hace que la quinua sea amarga y que no tenga las caracteristicas organolépticas
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aceptables, lo que limita su comercializacion y consumo (Meyhuay, 2013, p.15).

1.2.3. Requisito para la comercializacion de quinua:

Todo producto alimenticio debe regirse a las diferentes legislaciones estipuladas, con el fin de
hacer que estos sean inocuos es decir aptos para el consumo humano, la quinua considera un
alimento completo no es la excepcion, por ende segin la FAO (2020, p.3) la quinua lista para

comercializar debe cumplir con los siguientes requisitos:

Tabla 8-1: Requisitos para la comercializacion de quinua

Requisitos Limites
- Defecto del grano Contenido méaximo %
Grano quebrados 3
Granos dafiados 25
Granos germinados 0.5
Granos cubiertos 0.3
Granos inmaduros 0.9
- Contenido de proteina Contenido minimo %
Proteina 10 en base seca
- Contenido de saponina Contenido maximo %
Saponina 0.12

Fuente: FAO (2020, p.3)
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

Tabla 9-1: Requisitos Bromatol6gicos de la quinua

Requisitos _ Valores, % |
Minimo Maéaximo
Humedad - o
Proteina 10.00 )
Cenizas i is
Grasa 4.00 _
Fibra cruda 3.00 )
Carbohidratos 65.00 )

Fuente: INEN (2013, p.4)
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

1.3. Microscopia de quinua

La microscopia de la quinua segun (Escalera et al, 2011, p.32. ), permite identificar de manera visual

si el pericarpio esta adherido 0 no a la quinua, por consiguiente establecer si hay contenido de
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saponina ya que es en el pericarpio donde se encuentra este compuesto, a continuacion se presenta

micrografias tanto de la materia prima como de la quinua perlada:

Figura 2-1. Micrografia de quinua sin procesar

Fuente: Escalera et al, 2011, p.32.

Figura 3-1. Micrografia de quinua procesada

Fuente: Escalera et al, 2011, p.32.

Figura 4-1. Micrografia de evolucion de la remocidn del pericarpio de quinua

Fuente: Escalera et al, 2011, p.32
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El presente proyecto fue desarrollado en los laboratorios de Bromatologia de la Facultad de
Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, ubicada en la Panamericana Sur km 1 ¥ en la ciudad de
Riobamba, provincia de Chimborazo, Ecuador. El trabajo experimental tuvo una duracion de

aproximadamente 8 semanas.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas del canton Riobamba

Variable Meteoroldgica Valor Unidad
Precipitacion Promedio 223 mm/afio
Temperatura 4-14 °C promedio anual
Humedad relativa 85 %

Fuente: Weather Atlas (2022)
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

2.2.  Unidades experimentales

El tamafio de la unidad experimental que se consideraron para el presente trabajo de investigacion
fue de 100 g de quinua por cada repeticion, donde se analizaron mediante dos métodos de perlado
en dos organizaciones con 5 repeticiones en cada uno, ademas se analiz6 la materia prima de cada
organizacion, y en el que se determind el contenido de saponinas en porcentaje (%) por el método
espumoso y por el método HPLC, utilizando un total de 30 unidades experimentales y en las

cuales se determind el contenido de saponinas.

2.3.  Materiales, equipos, reactivos, material vegetal y estandar

En la realizacion de este trabajo experimental se emple6 lo siguiente:

2.3.1. Materiales

e Piseta
e Perade goma
o Pipetas volumétricas (0.5, 1,2,5,10,15,20 y 25 mL)
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e Balones de aforo (10, 25,50,100 mL)

e Tubos de ensayo con tapones de rosca; L = 160 mm, @ = 16 mm, SUL 15.
o Papel filtro 125 mm de didmetro

e Gradilla

¢ Vaso de precipitacion

e Matraces de 25y 100 ml

e Filtro de mezcla éster celulosa (0.45 pm)
e Jeringa

e Jabon de mano

e Toalla absorbente de cocina

e Guantes

e Cofia

e Crisoles

e Mascarilla

2.3.2. Equipos

e Crondémetro (reloj)

¢ Balanza sensible al 0,01 g

e Equipo HPLC Agilent 1100 series
e Columna RPCys

e Calibrador

e Estufa

e Estereomicroscopio Motic SMZ-171

2.3.3. Reactivos

e Agua purificada

e Agua destilada

e Agua ultra pura

e Acetonitrilo grado HPLC
e Acido Férmico HPLC

¢ Etanol grado pureza 99.9%

2.3.4. Material Vegetal
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e 2 kg de quinua perlada (1 kg de quinua perlada en seco y 1 kg de quinua perlada en himedo)

o 1 kg de quinua sin perlar (0.5 kg de gquinua sin perlar organizacién uno y 0.5 kg de quinua sin

perlar organizacién dos)

2.3.5. Estandar

¢ Quillaja saponaria (33%)

2.4.  Tratamiento y disefio experimental

Para la evaluacion de la eliminacion de saponinas de la quinua se utilizaron dos (2) tratamientos

experimentales, que consisten en el método de perlado combinado y el método de perlado en

hamedo.

Tabla 2-2: Tratamiento para analisis de método de perlado

Método de deteccion del contenido de saponinas
Método espumoso Método HPLC
Tratamiento
Repeticiones

L1 L2 L3 L4 LS L1 L2 L3 L4

L5

Método de perlado combinado(T1)

Método de perlado en humedo (T2)

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

2.4.1. Disefio experimental:

Se aplicd un disefio completamente al azar con cinco repeticiones
Variable independiente:

Tratamiento de perlado

- Tratamiento en seco

- Tratamiento en himedo

Variable dependiente:

- Contenido de saponina
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2.5.  Mediciones experimentales

Las variables experimentales que se consideraron en la investigacion fueron:
e Altura de espuma
e Area de estandares

e Area de los extractos de las muestras inyectadas en el equipo

2.6.  Analisis estadisticos y pruebas de significancia

Se aplico la prueba de t’student con un nivel de significancia del 0.05, para determinar si hubo
diferencia entre los tratamientos de perlado en relacion a la cantidad de saponinas. Asi como para
establecer la relacién entre la cantidad de saponinas medidas por el método espumoso y el método

HPLC.

Tabla 3-2: Analisis de T'student

N (namero de tratamientos totales) X (media) 6 (desviacién estandar)  t(0.05)  Significancia

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

2.7.  Procedimiento experimental
Para poder realizar las mediciones del contenido de saponina en la quinua perlada, primero se
adquirid la quinua procesada de las dos diferentes organizaciones, luego se hizo la extraccién de

la saponina para finalmente hacer el andlisis del contenido de saponinas:

2.7.1. Obtencion, andlisis de humedad y estereomicroscopia en quinua

2.7.1.1. Obtenci6n de muestras de quinua

Se transporto a las diferentes organizaciones, luego se empaco 100 gramos de quinua perlada de
5 lotes para cuantificar la saponina, ademas se adquirié 100 gramos de quinua como materia prima
para poder identificar diferencia alguna entre la quinua como materia prima y la quinua perlada

mediante estereomicroscopia.

2.7.1.2. Andlisis de humedad en muestras de quinua
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En el andlisis de humedad se considero la técnica gravitacional por desecacion acoplada a la
técnica AOAC, para lo cual se sigui6 los siguientes pasos:

e Setaro el crisol en la estufa de 65°C por 2 horas, posteriormente se retird los crisoles y se dejo
enfriar en un desecador por 30 minutos, luego de este tiempo se registro el peso del crisol.

o Posteriormente se pes6 aproximadamente 10 g muestra y se colocé dentro del crisol pesado,
luego se procedié a meter los crisoles con las muestras en la estufa a 105°C por 16 horas
aproximadamente

e Luego se peso nuevamente el crisol con la muestra y se registro.

2.7.1.3. Andlisis de estereomicroscopia

Para la realizar este analisis se us6 un estereomicroscopio SMZ-171, donde se ubicd en el sistema
Optico de zoom Greenough aproximadamente 1 gramo de muestras de materia prima de quinua 'y

quinua perlada y finalmente se enfoc hasta conseguir una imagen nitida de las muestras.

2.7.2. Curva de calibracion

2.7.2.1. Preparacion de patrones estandar de saponina

Se preparé una solucion madre de 3300 ppm pesando aproximadamente 1 g del patron de
saponina, se llevo a 100 mL de acetonitrilo y agua (70 acetonitrilo 99.9% de pureza: 30 agua ultra
pura), posteriormente se elabor6 los patrones para la calibracion mediante diluciones de la muestra
madre en la fase movil (acetonitrilo 70 %: agua 30%), que se muestran a continuacién:

Se calculd los volumenes de las diluciones de concentracion madre de acuerdo a la concentracion

valorada, mediante la siguiente formula.

_v2xC2
T

Ec.1.2 V1

Donde:

C1= Concentracion de la solucion madre del estandar de saponina (2000 ppm)
vi=?

C2=

V2= 100mL
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Tabla 4-2: Concentraciones para la calibracion

N° de muestra V1: Volumen (mL) de V2: Volumen (mL) de Concentracién (ppm)
muestra madre acetonitrilo 70%
1 (muestra madre) - 100 3300
2 20 5 2640
3 15 10 1980
4 10 15 1320
5 5 20 660

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

Para poder realizar las diluciones se preparé 250 mL de acetonitrilo al 70 %, donde en un bal6n
de aforo de 250 se procedié a poner 175 mL de acetonitrilo y se lo aford con agua ultra pura de
etanol al 100%, posteriormente en los balones de aforo de 25 mL se procedi6 a poner el volumen
de la muestra madre y el volumen del acetonitrilo al 70% de acuerdo a la concentracidn que se

requiere.

2.7.2.2. Lectura de diluciones de la concentracién madre

¢ Se determind la absorbancia de las soluciones patrones de saponina que se muestran en la tabla

4-2, con una longitud de onda de 310 nm.

2.7.3. Determinacion de saponina por Cromatografia Liquida de alta Resolucién

2.7.3.1. Extraccion de saponina de las muestras

Se pes6 aproximadamente 1 g de muestra de quinua en un Erlenmeyer y se le afiadio 10 mL del
solvente de extraccion, el solvente de extraccion usado es el etanol al 50%. Esta mezcla se queda
en maceracion a temperatura ambiente durante 72 horas. Posteriormente se filtra sobre papel filtro
(125 mm de didmetro), y del extracto filtrado se hace una dilucién con una relacion 5:25 con
acetonitrilo al 70% y esa dilucion se pasa por filtros de membrana de celulosa de 0.45 y se agrego

las muestras en los viales HPLC aproximadamente 1.5 mL de muestra diluida.

2.7.3.2. Cuantificacion de saponina por HPLC

Para el anlisis de saponinas por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion se siguio la

metodologia empleada por (Usifia, 2017, pp. 25-26), la cuantificacidn de saponinas se realiz6 por

HPLC, empleando un equipo Ultimate 3000 Dionex, que cuenta con un detector de diodo, en
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donde se tuvo las siguientes condiciones:

e Cantidad que se inyectd 70uL de extracto de muestras.

e Método: Isocratico donde la fase movil fue: Acetonitrilo: agua ultrapura: (70:30)
e Tiempo: 3.5 min

e Flujo: 0,6mL/min

e Columna: Macherey-Nagel C18 (4,6 x 150mm, 3um)

e A:310nm

e Estandar: S452 Quillaja saponaria

2.7.4. Determinacién de saponina por método espumoso

Este método fisico se basa en las propiedades tensas activas de las saponinas. Cuando se disuelven
en agua y se agitan, las saponinas dan una espuma estable, cuya altura puede correlacionarse con
el contenido de saponinas en los granos, es de acuerdo a la normativa INEN (2013, pp. 1-2), a

continuacion se detalla el procedimiento:

e Colocar 0.50 + 0.02 g de granos de quinua en un tubo de ensayo.

e Afadir 5.0 cm® de agua destilada y tapar el tubo. Poner en marcha el crondmetro y sacudir
fuertemente el tubo durante 30 segundos.

o Dejar el tubo en reposo durante 30 minutos, luego sacudirlo otra vez durante 30 segundos.

e Dejar el tubo en reposo durante 30 minutos 0 més, luego sacudir otra vez durante 30 segundos.
Dar al tubo una dltima sacudida fuerte.

o Dejar el tubo en reposo durante 5 minutos, luego medir la altura de espuma con aproximacién

al 0,1 cm.

2.8.  Metodologia de evaluacion:

2.8.1. Determinacién de Humedad:

Para la cuantificacion de humedad en las muestras de quinua se sigui la siguiente formula:

100x(Pf—Pv)
Pm

Ec. 3.2 % Humedad = 100 — % Materia Secad

Ec. 2.2 %Materia Seca =

Donde:
Pf: Peso final del crisol conteniendo la muestra desecada
Pv: Peso del crisol vacio

Pm: Cantidad de la muestra pesada en el ensayo
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2.8.2. Método espumoso:

Para la determinacién del contenido de saponinas en porcentaje mediante este método se aplicar

la siguiente ecuacion:

__ (0.646 x h)—0.104
- mx10

Ec. 4.2 PS

En donde:
PS: el contenido de saponinas de la quinua, en porcentaje en masa;
h: altura de espuma, en cm.

m: masa de la muestra, en g.
2.8.3. Método HPLC:

Para la cuantificacion de saponinas por este método se realiz6 mediante una comparacion de areas
totales de la muestra respecto con el estandar de saponinas donde se realizd una curva de
calibracion considerando que este tiene una pureza del 33 %. Es asi que se emple6 primero la
ecuacion de la recta que se muestran a continuacién con la que se determinara la concentracion
de la muestra:
Ec.5.2 Y=AX+B
Y-B

Ec. 6.2 X=—
A

Donde:

X = Es la concentracion de saponinas en muestras (ppm o mL/L) variable independiente

A = Pendiente de la ecuacion, valores fijos arrojados por la recta

B = Valores fijos arrojados por la recta (intercepcion de la recta con el eje y)

Y = Area de pico de las muestras

Para obtener el % de saponinas sobre materia seca mediante el método HPLC, teniendo en cuenta

las diluciones se uso la siguiente formula:

Ec.7.2 % Saponina = X (mTL) X

1L x25mLx10mL 19
1000mL" 5mL ~ m(g) 1000mg

x100

Donde:
X: Es la concentracion de saponinas en muestras (ppm o mL/L) (variable independiente calculada
mediante la curva de calibracién).

m: muestra de quinua en g macerada.
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2.9. Método estadistico

Los datos obtenidos fueron organizados y analizados mediante el programa Microsoft Excel 2016,
donde se realizaron los calculos para determinar los porcentajes de saponina tanto para el método
espumoso como para el método HPLC, ademas se realizaron la curva de calibracion del estandar
de saponina (Quillaja saponaria 33%) por los métodos antes mencionados.

Para la prueba t’ student se uso InfoStat-Statistical Software para inferencia basada en dos

muestras
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CAPITULO Il

3. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Muestras analizadas

Tabla 1-2.8.3: Analisis de humedad y microscopia en quinua organizacion 1.

Cédigo de Humedad
g0 o Lote Materia prima Quinua perlada quinua
laboratorio
perlada, %
A 1 10.85
B 2 11.09
C 3 11.10
D 4 11.03
E 5 10.56

Realizado por: Timbila, Ana, 2022
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En la organizacion N° 1 el contenido de humedad vari6 entre 10.56 y 11.10%, este valor es sercano
al valor determinado por (Cerrén, 2013 .p73) que es de 11.84%, en cuanto a la normativa vigente
para la comercializacion los valores obtenidos se encuentran dentro del rango especificado
(méximo 13.5%) segun INEN (2013, p.4).

Tabla 2-3: Analisis de humedad y microscopia en quinua de organizacion 2.

o Humedad
Cadigo de o . .
. Lote Materia prima Quinua perlada quinua
laboratorio
perlada %
F 1 10.36
G 2 11.33
H 3 11.63
| 4 11.05
J 5 11.80

Realizado por: Timbila, Ana, 2022
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En la organizacion N° 2 el contenido de humedad vario entre 10.36 y 11.80%, cuyos valores son
similares al valor establecido por (Cerron, Francis, 2013, p.73) que es de 11.84%, en cuanto a la
normativa vigente para la comercializacion los valores obtenidos se encuentran dentro del rango
especificado en cuanto a humedad ya que este valor debe ser maximo 13.50% segun INEN (2013,
p.4).

La estereomicroscopia de quinua en la tabla 1-3 y 2-3 se puede observar que la materia prima
posee el pericarpio (donde se encuentra la saponina) adherido a la semilla de la quinua, mientras
que en la quinua perlada ya no se evidencia el pericarpio, en la figura 2-1, 3-1 y 4-1 creadas por
(Escaleraetal, 2011, p.32) se observa algo similar la quinua sin procesar posee ain pericarpio mientras
que la quinua procesada ya no, lo que quiere decir que los métodos de perlado de la organizacion

1y 2 si eliminan la saponina segun este analisis.

3.2.  Contenido de saponinas

El contenido de saponinas se determind por dos métodos, en este espacio se presentan los
resultados del analisis de las muestras denominadas materia prima, que se refiere a la quinua que
los proveedores entregan a las plantas procesadoras (organizacion), y quinua perlada, granos de
quinua que recibieron tratamiento de remocion de saponinas en las plantas procesadoras. Los
datos se organizan en Tablas 3-3, 4-3 en funcion del método de ensayo y corresponden al
promedio y desviacion estandar del contenido de saponinas para cada muestra analizada (A-J).
Para la cuantificacion de saponinas mediante la metodologia HPLC se realiz6 una curva de

calibracion (Anexo D - Tabla N° 3) para poder obtener los resultados en la quinua.

3.2.1. Caracterizacion de materia prima

Tabla 3-3: Cuantificacion de saponina en quinua sin procesar

) Desviacion ) )
Método Media Minimo Maximo
estandar
Espumoso 0.630 + 0.0575 0.540 0.719
HPLC 3.261 + 0.2760 2.942 3.657
General 1.946 + 1.3634

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

En latabla 3-3, se muestran los resultados obtenidos en la cuantificacion de saponina en la materia
prima con los diferentes métodos de cuantificacion y en general. Segun el método espumoso la
materia prima posee una media de 0.630 % de saponinas con una desviacion de 0.0575, teniendo

un valor minimo de 0.540 % y el maximo de 0.719 en cuanto al porcentaje (%) de saponinas.
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Mientras que mediante el método HPLC este refleja un valor medio de 3.261 en cuanto al
porcentaje (%) de saponinas con una desviacién estandar de 0.2760, obteniendo un valor minimo
de 2.942 % y un valor méximo de 3.657. Los valores de saponina obtenidos con el método
espumoso para quinua sin perlar (materia prima) son similares a los reportados por (Escalera et al,
2011, p. 27) que emplearon una metodologia similar. En dicha investigacion la materia prima tiene
un contenido de saponina que va desde 0,27 a 0,84% mientras que en los valores que se alcanzaron
en cuanto a la quinua sin procesar en este trabajo van de 0,540 a 0,719%. Otra investigacion (Nickel
et al., 2016: pp. 140-142) obtuvo valores similares a los obtenidos en la metodologia HPLC mediante
espectrofotometria, en quinua sin procesar obtuvo un valor de 3.33% similar al valor promedio
obtenido de la materia prima de las dos organizaciones de estudio (2.94 — 3.66%) es necesario
resaltar que la metodologia de extraccion de saponinas es similar a la seguida en esta
investigacion. La cuantificacién de saponinas mediante cromatografia de gases segln la
investigacion hecha por (Gomez et al., 2014: pp. 175-176) en la materia prima (quinua sin procesar) dio
un valor de 0.2443 % (244.30 mg/100 g de peso seco) cuyo valor poco cercano al obtenido
mediante el método espumoso, pero difiere en gran cantidad al valor establecido con la
metodologia HPLC. De la misma forma en la investigacion ejecutada por (Burga & Sangay, 2018, p.
55) en quinua dulce sin ningin proceso de desaponificacion utilizaron un método
espectrofotométrico y obtuvieron un valor promedio de 0.55 % de saponina, cuyo valor esta
dentro del rango de los obtenidos por el método espumoso pero muy diferente al obtenido

mediante la metodologia HPLC.

3.2.2. Cuantificacion de saponinas en quinua perlada

Tabla 4-3: Resultados de cuantificacion de saponinas en quinua perlada

Método de deteccion del contenido de saponinas

Método espumoso Método HPLC
Tratamiento
Repeticiones

R1 R2 R3 R4 R5 R1 R2 R3 R4 R5

Meétodo de perlado en
combinado (T1)
Método de perlado en
himedo (T2)
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2948 3.100 3.005 3.018 3.242

0.018 0.019 0.006 0.012 0.018 3.756 3.649 3.838 3.630 3.422

La determinacién del contenido de saponinas por el método de la espuma, es rapido, facil y
econdmico, sin embargo, tiene las limitaciones en cuanto al rango en el que puede dar resultados
confiables. En cuanto a la quinua perlada dentro de este trabajo los valores van desde 0,00 a
0,019% mientras que los valores obtenidos por (Escalera et al, 2011, p.31) van desde 0,006 a 0,133 %,

cabe recalcar que el método de desaponificacion empleado por el autor antes mencionado no es
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el mismo que los métodos empleados por las organizaciones de estudio ya que estas emplean
métodos de perlado via himeda y mixta mientras que (Escalera et al, 2011, p 13) usa un metodo de
perlado en seco, del mismo modo los datos obtenidos por (Gémez et al., 2014: pp. 175-176) en quinua
perlada mediante abrasion o pulido dando un valor de 0.1298 % (129.8 mg/100 g de peso seco)
este Ultimo no entra en lo maximo permitido (FAO, 2020, p. 3). Los datos determinados por este
método (espumoso) estan dentro de los establecido por (FAO, 2020, p. 3), los mismos no deben
superar el 0,12%, lo que quiere decir que es apto para consumo humano segun el método de

cuantificacion espumoso.

Para los valores obtenidos en la materia prima mediante el analisis HPLC (2.97%-3.68%), son
muy diferentes a los obtenidos por el método espumoso (0.54%-0.72), de igual manera para las
muestras de quinua perlada, donde con el método espumoso se obtuvo 0% y 0.02%, mientras que
con el método HPLC el valor méas bajo fue de 2.95% y el mas alto 3.84%, reflejando una gran
diferencia en las cantidades a los alcanzados mediante el método espumoso. Cabe recalcar que el
tratamiento en las muestras para la extraccion de saponina para la cuantificacion fue la misma
para ambos métodos de ensayo, pudiendo entonces deberse al protocolo de ensayo la gran
diferencia.

En cuanto al producto perlado segin (Nickel et al., 2016: pp. 140-142) para la quinua procesada
mediante lavado el contenido de saponina fue de 2.75% cuyo proceso de perlado es similar al
realizado por la organizaciéon 2, donde mediante el método HPLC arroja valores entre 3.42 y
3.84% de saponinas (Tabla 4-1), para la quinua procesada mediante coccion a presion atmosférica
y tostada los valores en cuanto al contenido de saponina estuvieron entre 2.48 y 2.69 %. Sin
embargo, al realizar un tratamiento de lavado y posterior hidratado los valores obtenidos en esta
investigacion fue de 3.63% de saponinas, esto se debe a que el agua penetro mas en los granos de
quinua permitiendo la liberacion de mas saponinas. En cuanto a los valores arrojados en la
investigacion hecha por (Gomez et al., 2014: pp. 175-176) la quinua perlada por abrasion da un valor
de 0.1298 % (129.8 mg/100 g de peso seco) este valor difiere en gran cantidad al obtenido por la
metodologia HPLC tanto para la organizacion 1 como para la organizacién 2. Manzaneda (2018,
pp. 106-110) menciona que la quinua perlada mediante escarificado tiene un contenido de saponina
que va entre 0.04 a 0.25%, mientras que la quinua perlada mediante escarificado combinado tiene
un porcentaje de saponina de 0.06 a 0.12 % cabe recalcar que este método de perlado es el mismo
elaborado por la organizacion 1, sin embargo, mediante la metodologia de cuantificacion HPLC

los valores no se encuentran dentro del rango (Tabla 4-1)

Por lo anterior es necesario analizar el porqué de esta variacion y cual es el valor mas cercano a
la realidad. Los resultados obtenidos por el método de HPLC pudieron verse afectados debido a
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que se tomo6 como base de célculo a la ecuacion de la recta de la curva de calibracién del estandar
Quillaja Saponaria sp (S4521-256) que segun el certificado (ANEXO C) de anélisis del mismo
solicitado por (Usifia,Khaterine, 2017, p. 99) arroja un valor de sapogenitas del 32%, lo que puede
afectar a los resultados del area generada por la identificacion de otros metabolitos y no
saponinas, ya que este estandar no es totalmente purificado y ademas las saponinas identificadas
no provienen de la quinua sino que del arbol Quillaja Saponaria y sus estructuras son diferentes
segun los gréficos 4-1 y 6-1 creados por (Ahumada et al., 2016: pp. 441-442) Y (Cartagena, 2010, p. 2).

3.3.  Efectividad del método de perlado

La efectividad del método de perlado es analizada en funcién del cumplimiento del contenido de
saponina permitido para quinua perlada por la normativa (méaximo 0,12%) y el nimero de etapas
en el procesamiento. En la organizacion uno utiliza pulido, lavado y secado; mientras que en la
dos usan lavado y secado, una etapa menos. A los datos presentados en la Tabla 4-3 se aplic una
prueba estadistica para determinar si existe diferencia entre estos dos métodos de pulido.

En la tabla 5-3 se muestra los valores promedios con la desviacidn estandar del porcentaje de
saponina medido por los métodos espumoso y HPLC en muestras de quinua perlada bajo dos
tratamientos: método combinado (n= 5) y el método himedo (n=5). Para determinar si existe
diferencia estadistica entre estos dos métodos de perlado se aplicé la prueba t student para los
datos de los dos métodos de ensayo espumo y HPLC por separado. Previamente se realizé el
analisis de normalidad de los datos a través de la prueba Kolmogorov-Smirnov, como se muestra

en el Anexo B, con el que se determiné que los datos siguen una distribucién normal.

Tabla 5-3: Analisis estadistico (t student) de los dos métodos de perlado

Método de perlado n Media Desv,|aC|on tcal Probabilidad
Estandar
Humedo 10 1838 4+ 1.925

P<0.05: Existen diferencias significativas.
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

En cuanto al analisis estadistico, se determind que los datos obtenidos de acuerdo a los dos
métodos de perlado, estos tienen diferencias altamente significativas ya que el t calculado es de
2.262, siendo mayor al nivel de significancia (0.05), en cuanto a la probabilidad, esta establece
diferencias significativas demostrando que el método de perlado combinado es el més eficiente
ya que se muestra que la quinua perlada mediante este método posee menor cantidad de saponinas

que el método de perlado en humedo.
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Para evitar que la materia prima sea causante de que haya menor 0 mayor cantidad de saponina
en la quinua procesada con los métodos de perlados que realizan en las diferentes organizaciones,
también se realiz6 una prueba t” student que se observa en el Anexo A, demostrado que la materia
prima no tiene diferencia significativa en cuanto a las dos organizaciones que posteriormente
procesan la materia prima con diferentes métodos de perlado. Lo que se traduce en que la quinua
sin procesar de la organizacion 1y de la organizacién 2 poseen cantidad estadisticamente iguales

de saponina.

3.4.  Efectividad del método de cuantificacion de saponinas

Tabla 6-3: Analisis estadistico (t student) de los dos métodos de cuantificacion de saponinas

Método de ) Desviacion N
o n Media tcal Probabilidad
cuantificacion Estandar
Espumoso 10 0.007 + 0.008 -31.038 0.0000**
HPLC 10 3.353 0.347

P<0.01: Existen diferencias altamente significativas.
Realizado por: Timbila, Ana, 2022

El andlisis estadistico establece que existen diferencias altamente significativas en cuantos a los
valores de los dos métodos de cuantificacion de saponinas. Lo que se traduce en que los métodos
de cuantificacion no se relacionan por lo que se debe establecer que método es mas cercano a la

realidad.
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CONCLUSIONES

e Se obtuvieron muestras de materia prima y de producto perlado, en la organizacion 1 se
obtuvieron 5 muestras de materia primay 5 quinua perlada esta organizacion realiza un método
de perlado combinado; en la organizacion 2 de la misma manera se adquirieron 5 muestras de
quinua sin procesar y 5 muestras de quinua perlada cabe recalcar que dicha empresa realiza un
método de perlado via himeda. En cuanto al analisis de humedad realizado a las muestras de
quinua los valores obtenidos estan en un rango de 10.3549 a 11.8019 %, mientras que en el
analisis esteomicroscépico se evidencio que el pericarpio que posee la quinua sin procesar ya

no aparece en la quinua perlada tanto en la organizacion 1 como en la 2.

e En la cuantificacion de saponina mediante el método espumoso en quinua perlada de la
organizacion 1 que realiza un método de perlado combinado se obtuvieron valores de 0.000%
de saponina, mientras que para la organizacién 2 que ejecuta un método de perlado via himeda
alcanzaron valores dentro de un rango de 0.0055 a 0.0188 % de saponinas. La valoracién de
saponinas mediante el método HPLC para la organizacién 1 dieron valores que van desde 2.95
hasta 3.24%, en cuanto a la organizacién 2 los valores obtenidos estuvieron en un rango de
3.42 a 3.84%, los valores obtenidos mediante el método HPLC se cree que tuvieron algan error
causados por motivos explicados anteriormente en el presente trabajo, es por ello que difieren

en gran cantidad a los obtenidos mediante el método espumoso.

o El desarrollo del analisis estadistico t ‘student realizado al contenido de saponina los dos
métodos de perlado permitié identificar que hay diferencias significativas entre el método de
perlado combinado y el método de perlado humedo, siendo la probabilidad menor a 0.05,
reflejando que el método de perlado combinado elimina mayor cantidad de saponina , es decir
que el método de perlado combinado es mas eficaz, sin embargo, mediante el método
espumoso ambos tratamientos cumplen la normativa para que el producto sea expendido de
manera segura en relacion a la saponina, mientras que con el ensayo HPLC la quinua perlada

tanto en la organizacion 1 como en la 2 no es apta para el consumo.

e El andlisis estadistico t” student aplicado al contenido de saponina de acuerdo a los métodos
de cuantificacién arrojan que existe diferencias altamente significativas ya que la probabilidad
es menor a 0.01. Lo que quiere decir que los valores establecidos mediante el método
espumoso difieren a los encontrados con el método HPLC, por lo tanto, es necesario establecer

otro protocolo para cada método para poder tener similitud y certeza en los resultados.
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Mediante el analisis HPLC, los resultados obtenidos no tienen una correlacién adecuada con
los valores logrados mediante el método espumoso, y mediante el analisis de otras

investigaciones se puede determinar que la metodologia aplicada para el analisis HPLC no es

confiable.
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RECOMENDACIONES

e Desarrollar analisis mas confiables como espectrofotometria y cromatografia de alta
resolucién (HPLC) para la cuantificacion de saponina en quinua perlada que permitan realizar
con mas exactitud los analisis de este tipo a las organizaciones que se encargan de la

distribucion de la misma garantizando la inocuidad del producto.

e Para realizar la cuantificacion de saponinas usando curvas de calibracidn, usar estandares
purificados y si es posible del mismo origen para evitar interferencias de otros metabolitos y

por consiguiente una cualificacion exacta.
e Validar el método de cuantificacion de saponinas por HPLC en las semillas de quinua tanto a
la materia prima como al producto perlado para lograr una mejor valoracion del analito sin

dificultades

o Realizar el método de perlado via himeda, ya que cumple con la normativa establecida por

el Codex alimentario y no se emplea muchos recursos
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ANEXOS
ANEXO A: T’ STUDENT DE LA QUINUA SIN PROCESAR

Organizacion n Media Desviacion Estandar t cal (0.05) Pro?gl gg;dad
1 (Combinado) 10 194024 =+ 1.40628157 2.101 ** 0.4932"
2 ( Hamedo) 10 1.95097 + 1.39513664

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

ANEXO B: ANALISIS DE NORMALIDAD DE LOS DATOS A TRAVES DE LA PRUEBA
KOLMOGOROV-SMIRNOV

Prueba de Normalidad -Método Espumoso

ks statistic TES D 0.30132
# datos 10 Los datos presentan
Medi una distribucion
edia .
! 0.0072 normal ks critical Value 0.40925
Desviacion
estandar 0.0085
; ; ; ; ; o o IP(Zi)-p(i-  Ks Statistic test (D) < Ks critical
| -pil
i xi pi zi p(zi) p(zi)-pi I Value
1 0 0.1 -0.8464 0.1987 0.0987 0.1987 Xi=N (n, 6°2)
2 0 0.2 -0.8464  0.1987 0.0013 0.0987
3 0 0.3 -0.8464 0.1987 0.1013 0.0013
4 0 0.4 -0.8464 0.1987 0.2013 0.1013
5 0 05 -0.8464  0.1987 0.3013 0.2013

6 0.0055 0.6 -0.1962  0.4222 0.1778 0.0778

7  0.0115 0.7 05130 0.6960 0.0040 0.0960

8 0.0179 0.8 12695 0.8979 0.0979 0.1979

9 0.0179 09 1.2695 0.8979 0.0021 0.0979

10  0.0188 1 13759 0.9156 0.0844 0.0156

Realizado por: Timbila, Ana, 2022



Prueba de Normalidad -Método HPLC

# datos

Media

Desviacion
estandar

9

10

xi

2.9536

2.9537

3.0159

3.0961

3.2111

3.4369

3.6270

3.6419

3.7586

3.8396

10

3.3534

0.3473

pi

0.10
0.20
0.30
0.40
0.50
0.60
0.70
0.80
0.90

1.00

zi

-1.1513

-1.1510

-0.9719

-0.7410

-0.4098

0.2403

0.7877

0.8306

1.1666

1.3998

Los datos presentan
una distribucién

p(zi)
0.1248
0.1249
0.1656
0.2294
0.3410
0.5950
0.7846
0.7969
0.8783

0.9192

normal

I p(zi)-pil IP(Zi)-p(i-1)!

0.0248

0.0751

0.1344

0.1706

0.1590

0.0050

0.0846

0.0031

0.0217

0.0808

0.1248

0.0249

0.0344

0.0706

0.0590

0.0950

0.1846

0.0969

0.0783

0.0192

ks statistic TES D 0.1846

ks critical Value 0.4093

Ks Statistic test (D) < Ks critical Value

Xi=N (u, 6°2)

Realizado por: Timbila, Ana, 2022



ANEXO C: CERTIFICADO DE ANALISIS A SAPONARIA QUILLAJA

SIGMA-ALDRICH o

300 Spruce Street, Saist Lous. NO 63103, USA
Website: www.sgmasidrh.com

Emal USK:  lechasrvBul com

Oulside USA:  eurtechsarvisial com

Pt Certificate of Analysis

Saponin from qulllefa bark - Sapogenin content 20-35 %

Product Number: S5

Batch Number SLEOTISV
Bl SIGMA

CAS Namber 8047-152

MOL Number NFCDO0081981
Qualty Reease Date 11 DEC 2012

Recommarded Reles! Date:  DEC 2016

Test Spacification Resux
Appearanca (Cokr} Fairt Baige to Brown Light Brown
Appearanca (Form) Powder Powde
Infared spectium Carforms to Structure Conforms
Sapogenin Content 0W-35% %
Rusidue or ignion (Ash) <10% 1%
Rosnay Burbach, Manager

Analytical Sarvkes

St Louts, Missourt US



ANEXO D: RESULTADOS OBTENIDOS EN EL LABORATORIO DE TRABAJO

HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS

1 Descripcion de la muestra 1

Fisico-Quimicos

Parametros
Cadigo A-E
Muestra Quinua Sin Procesar y Perlada (Organizacion 1)

Nombre de la muestra

Fecha de inicio de los analisis

Analisis Solicitado

Normativa
Autor

Perlado combinado

01/02/2022

% Humedad
Estereomicroscopia de quinua
Cuantificacion de Saponinas en HPLC
Cuantificacion de Saponinas método espumoso

NTE INEN 1672:2013 (Método Espumoso)
(Belen 2014; Guasgua 2017) (Método HPLC)

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

2 Descripcion de la muestra 2

Fisico-Quimicos

Parametros
Cadigo F-J
Muestra Quinua Sin Procesar y Perlada (Organizacion 2)

Nombre de la muestra

Fecha de inicio de los analisis

Analisis Solicitado

Normativa
Autor

Perlada en humedo

01/02/2022

% Humedad
Estereomicroscopia de quinua
Cuantificacion de Saponinas en HPLC
Cuantificacion de Saponinas método espumoso
NTE INEN 1672:2013 (Método Espumoso)

(Belen 2014; Guasgua 2017) (Método HPLC)

Realizado por: Timbila, Ana, 2022



3 Descripcion de estandar de saponina

Fisico-Quimicos

Parametros
Cédigo P(1-5)
Muestra Patrén Quillaja saponaria 33%

Fecha de inicio de los analisis

Analisis Solicitado

Normativa
Autor

01/02/2022

% Humedad
Estereomicroscopia de quinua
Cuantificacion de Saponinas en HPLC
Cuantificacion de Saponinas método espumoso
NTE INEN 1672:2013 (Método Espumoso)

(Belen 2014; Guasgua 2017) (Método HPLC)

Realizado por: Timbila, Ana, 2022

4. Resultados del % humedad en quinua

Tabla N° 1.- Resultado del analisis de humedad en quinua

Determinacion de Humedad Quinua, %

Cbdigo  Repeticién  Peso Crisol ~ Peso Muestra

1 35.1574 10.0010

A 2 20.4873 10.1990
1 31.1574 10.9047

B 2 26.1617 10.2232
1 36.6596 10.3217

o 2 31.2644 10.0354
1 29.1209 10.0059

D 2 19.0984 10.0010
1 23.1254 10.3201

E 2 22.6578 10.0024
1 37.8901 10.0001

F 2 20.5478 10.0245
1 22.5190 10.0896

G 2 30.1487 10.0982
1 22.1068 10.3210

H 2 19.6436 10.0051
1 31.2900 10.0064

| 2 36.7894 10.0023

1 26.5491 10.0120

J 2 27.1286 10.0248

Peso
crisol + . .
%Materia Seca  %Humedad Media

muestra
desecada
44,0879 89.2961 10.7039

10.8535
29.5641 88.9970 11.0030
40.8450 88.8388 11.1612

11.0892
35.2586 88.9829 11.0171
45.8564 89.1016 10.8984

11.0987
40.1659 88.7010 11.2990
38.0268 89.0065 10.9935

11.0317
27.9923 88.9301 11.0699
32.3224 89.1174 10.8826

10.5641
31.6354 89.7545 10.2455
46.8204 89.3016 10.6984

10.3549
29.5687 89.9886 10.0114
31.4689 88.7042 11.2958

11.3256
39.1002 88.6445 11.3555
31.2248 88.3442 11.6558

11.6310
28.4875 88.3939 11.6061
40.1987 89.0300 10.9700

11.0522
45.6780 88.8656 11.1344
35.3604 88.0074 11.9926

11.8019
35.9894 88.3888 11.6112
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5 Resultados del analisis de estereomicroscopia en quinua

Tabla N° 2.- Estereomicroscopia de la quinua

Iactfglig?o??o Lote Materia prima Quinua perlada
A 1
B 2
C 3
D 4
E 5




H 3
| 4
J 5

REALIZADO POR: Ana Lucia Timbila Vélez
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6. Resultados de la curva de calibracién método HPLC

Tabla N° 3.- Resultado del analisis de la Curva de Calibracion

CURVA DE CALIBRACION HPLC

Muestra

P1
P2
P3
P4
P5

Concentracion

3300
2640
1980
1320

660

Tiempo
3.603
3.037
3.613
3.583
3.610

Area
98.275
71.498
54.145
30.198

0.563
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Gréfico N° 1. Curva de calibracién estandar de saponina metodo HPLC
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7. Resultados de la determinacion de % saponina en muestras de quinua perladas con el

método combinado y el himedo por el método HPLC

Féormula:
Y = 0.0359X — 20.081

_ Y +20.081
~0.0359

Y= Area del pico (mV.min)

X= Concentracién en ppm

Para obtener el % de saponinas sobre materia seca mediante el método HPLC, teniendo en cuenta
las diluciones se uso la siguiente formula:

ml) 1L 25ml 10ml lg

mi 100
L) *1000ml”* 5mi *m (g) * 1000 mg ™

% Saponina = X(

Donde:
X: Es la concentracion de saponinas en muestras (ppm o ml/L) (variable independiente calculada
mediante la curva de calibracion).

m: muestra de quinua en g macerada.



Tabla N° 4.- Resultado del analisis de las muestras de quinua sin procesar por el método HPLC

CUANTIFICACION SAPONINAS-HPLC-MATERIA PRIMA

Pesode  Dilucion

# o Horas Extracto la (mlsol.  Tiempo . Concentracion Concentracion Media % o
Empresa Repeticiones y . Area . Desviacion Estandar
muestra maceracion mL muestra  mac /F. (min) ppm % saponina
(9) movil)
1 48 10 1 5/25 3.63 5.40 709.86 3.55
1 3.5465 0.0039
2 48 10 1 5/25 3.63 5.36 708.75 3.54
1 48 10 1.005 5/25 3.64 6.19 731.64 3.64
2 3.6414 0.0019
— 2 48 10 1 5/25 3.64 6.07 728.55 3.64
c
2 1 48 10 1.002 5/25 3.63 2.20 620.61 3.10
s 3 3.1062 0.0131
= 2 48 10 1 5/25 3.63 2.29 623.09 3.12
= 1 48 10 1 5/25 3.60 1.61 604.12 3.02
4 3.0286 0.0112
2 48 10 1 5/25 3.60 1.72 607.30 3.04
1 48 10 1 5/25 3.60 1.16 591.59 2.96
5 2.9721 0.0201
2 48 10 1 5/25 3.60 1.36 597.27 2.99
1 48 10 1 5/25 3.64 1.07 589.14 2.95
6 2.9423 0.0047
2 48 10 1 5/25 3.64 1.02 587.80 2.94
1 48 10 1 5/25 3.62 1.98 614.55 3.07
7 3.0811 0.0118
o~ 2 48 10 1 5/25 3.62 2.10 617.88 3.09
c
2 1 48 10 1 5/25 3.63 3.88 667.38 3.34
& 8 3.3386 0.0024
= 2 48 10 1 5/25 3.63 3.90 668.05 3.34
g 1 48 10 1 5/25 3.60 3.62 660.09 3.30
9 3.2956 0.0068
2 48 10 1 5/25 3.60 3.55 658.16 3.29
1 48 10 1 5/25 3.66 6.26 733.65 3.67
10 3.6569 0.0161
2 48 10 1.004 5/25 3.66 6.20 732.01 3.65
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Tabla N° 5.- Resultado del analisis de las muestras de quinua perlada por el método HPLC

CUANTIFICACION SAPONINAS-HPLC-PERLADA

o Horas
Empresa # muestra Repeticiones »
maceracion
1 48
1
2 48
1 48
2
— 2 48
S
'S 1 48
kN 3
= 2 48
2
o 1 48
4
2 48
1 48
5
2 48
1 48
6
2 48
1 48
7
~ 2 48
&
S 8 1 48
N
= 2 48
[+
g 1 48
© 9
2 48
1 48
10
2 48

Extracto

mL

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Peso de la

muestra

)

1.001
1.01
1
1.004
1.03
1.001
1.005

1.005

1.003
1.005
1.005
1.003

1.006

1.001

1.002
1.006

Dilucién
(ml sol. mac

/F. movil)

5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25
5/25

Tiempo

(min)

3.63
3.63
3.64
3.64
3.62
3.62
3.60
3.60
3.60
3.63
3.64
3.63
3.62
3.62
3.63
3.63
3.60
3.60
3.63
3.66

Area

1.15
1.25
2.15
2.29
1.76
1.89
1.68
161
3.21
3.30
6.99
7.00
6.20
6.25
7.65
7.47
5.99
6.01
4.60
4.86

Concentracion

ppm

591.33
594.21
619.22
623.06
608.44
612.03
606.19
604.07
648.64
651.39
753.98
754.37
732.02
733.31
772.53
767.41
726.13
726.77
687.38
694.85

Concentracion
%

2.95
2.94
3.10
3.10
2.95
3.06
3.02
3.02
3.23
3.26
3.76
3.75
3.64
3.66
3.86
3.81
3.63
3.63
3.43
3.45

Media %

saponina

2.9477

3.0995

3.0054

3.0181

3.2420

3.7559

3.6487

3.8384

3.6304

3.4418

Desviacion Estandar

0.0085

0.0048

0.0732

0.0032

0.0212

0.0039

0.0097

0.0343

0.0003

0.0166

REALIZADO POR: Ana Lucia Timbila Vélez

FUENTE: Laboratorio De Bromatologia y Nutricién Animal

DIRIGIDO POR: BgF. Alicia Zavala



8 Resultados de la determinacién de % saponina en muestras de quinua sin procesar y perlada
método espumoso
Formula:

= (0.646 x h) — 0.104
B mx10

En donde:
PS = el contenido de saponinas de la quinua, en porcentaje en masa;
h = altura de espuma, en cm.

m = masa de la muestra, en g.

Tabla N° 6.- Resultados de la Cuantificacion de saponina en quinua sin procesar por método

€Spumaoso
Cuantificacion de Saponina -Método Espumoso
Empresa Muestra  Repeticiones m. muestra (g) h. espuma % Saponina MEDIA_ % (desviacion
Saponia estandar)
1 0.500 551 0.6911
A 2 0.500 5.24 0.6562 0.6549 0.0368
3 0.500 4.94 0.6174
1 0.501 5.89 0.7387
B 2 0.501 5.57 0.6974 0.7091 0.0259
; 3 0.501 5.52 0.6910
8 1 0.507 4.87 0.6000
f, Cc 2 0.504 5.32 0.6613 0.6497 0.0450
<2,: 3 0.509 5.58 0.6878
% 1 0.502 4.54 0.5635
D 2 0.501 4.57 0.5685 0.5539 0.0210
3 0.501 4.27 0.5298
1 0.503 4.23 0.5226
E 2 0.504 4.53 0.5600 0.5400 0.0188
3 0.506 4.37 0.5374
1 0.501 4.8 0.5982
F 2 0.501 5.08 0.6343 0.6145 0.0183
N 3 0.501 4.9 0.6111
% 1 0.500 5.15 0.6446
2 G 2 0.500 4.92 0.6149 0.6295 0.0149
s 3 0.500 5.03 0.6291
5 1 0.502 5.65 0.7064
% H 2 0.502 6.65 0.8350 0.7192 0.1099
3 0.502 4.95 0.6163
| 1 0.502 4.85 0.6034 0.6167 0.0129



2 0.501 5.04 0.6291
3 0.500 4.94 0.6174
1 0.500 4.74 0.5916
J 2 0.502 5.24 0.6536 0.6153 0.0334
3 0.502 4.83 0.6008

REALIZADO POR: Ana Lucia Timbila Vélez
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Tabla N° 7.- Resultados de la Cuantificacion de saponina en quinua perlada por método espumoso

Cuantificacion de Saponina -Método Espumoso

MEDIA
Empresa  Muestra  Repeticiones m. muestra (g) h.espuma % Saponina % G(de,SViaCién
Saponia estandar)
1 0.500 0.1 0.0000
A 2 0.500 0.03 0.0000  0.0000 0
3 0.500 0.02 0.0000
1 0.501 0.11 0.0000
B 2 0.502 0.03 0.0000  0.0000 0
! 3 0.499 0.05 0.0000
5 1 0.500 0.01 0.0000
% Cc 2 0.504 0.03 0.0000  0.0000 0
<EE 3 0.501 0.03 0.0000
% 1 0.501 0.07 0.0000
D 2 0.499 0.12 0.0000  0.0000 0
3 0.501 0.08 0.0000
1 0.499 0.05 0.0000
E 2 0.502 0.003 0.0000  0.0000 0
3 0.501 0.024 0.0000
1 0.503 0.46 0.0384
F 2 0.503 0.28 0.0153  0.0179 0.0193
3 0.500 0.09 0.0000
~ 1 0.501 0.38 0.0282
% G 2 0.500 0.1 0.0000 0.0188 0.0163
g‘): 3 0.503 0.38 0.0281
% 1 0.500 0.25 0.0115
é H 2 0.500 0.08 0.0000  0.0055 0.0058
% 3 0.500 0.2 0.0050
1 0.502 0.41 0.0320
| 2 0.502 0.1 0.0000  0.0115 0.0178
3 0.503 0.18 0.0024



1 0.503 0.18 0.0024
J 2 0.502 0.52 0.0462  0.0179 0.0246
3 0.504 0.2 0.0050
REALIZADO POR: Ana Lucia Timbila Vélez

FUENTE: Laboratorio De Bromatologia y Nutricién Animal
DIRIGIDO POR: BgF. Alicia Zavala
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ANEXO E: RESUMEN DE RESULTADOS DE CUANTIFICACION DE SAPONINAS

Tabla 1. Resumen cuantificacion de saponinas método espumoso

Cuantificacion de Saponina, Método Espumoso (%)

Empresa Muestra Quinua sin procesar Quinua Perlada
- o A 0.655 % 0.037 0+0.00
S é B 0.709 £ 0.026 0+0.00
§ S C 0.650 + 0.045 0+0.00
ST D 0.554 % 0.021 0+0.00
oo E 0.540 +0.019 0+0.00
~ 8 F 0.615 +0.018 0.018 +£0.019
;§ § G 0.630 £ 0.015 0.019 +0.016
S5 H 0.719+0.110 0.006 = 0.006
53 | 0617 £0.013 0012 £0.018
S J 0.615 +0.033 0.018 +0.025
Tabla 2. Resumen cuantificacion de saponinas método HPLC
Cuantificacion de Saponinas - Método HPLC
Empresa Muestra Quinua sin procesar Quinua perlada
“ o A 3.547 +0.004 2.948 + 0.009
;§ é B 3.641 +0.002 3.100 + 0.005
g % C 3.106 +0.013 3.005 +0.073
ST D 3.029 £0.011 3.018 £ 0.003
o E 2.972 +0.020 3.242 +0.021
~ S F 2.942 +0.005 3.756 + 0.004
S § G 3.081 +0.012 3.649 +0.001
§ T H 3.339 +0.002 3.838 £ 0.034
§Z§ I 3.296 + 0.007 3.630 + 0.000
°g J 3.657 +0.016 3.442 +0.017

Tabla 2. Resumen cuantificacion de saponinas quinua perlada y sin perlar

Método de deteccion del contenido de saponinas

Método espumoso Método HPLC
Tratamiento

Repeticiones

R1 R2 R3 R4 R5 R1 R2 R3 R4 R5

Quinua sin procesar

LT 0.655 0.709 0.650 0.554 0.540 3.547 3.641 3.106 3.029 2.972
(organizacion 1)
Método de perlado en mixto
(1) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2948 3.100 3.005 3.018 3.242
Quinuasin procesar 0615 0630 0719 0617 0615 2942 3081 3.339 3.296 3.657
(organizacion 2)
Método de perlado en himedo
0.018 0.019 0.006 0.012 0.018 3.756 3.649 3.838 3.630 3.422

(T2)




ANEXO F: FOTOGRAFIAS DEL DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

2. Muestras de quinua organizacion 1y
2, materia prima y quinua perlada

3. Pesaje de estdndar de saponina para la
curva de calibracion

5. Diluciones para curva de calibracién

6. Filtrado de diluciones estandar para
corrida en HPLC




!

11. Ensayo método espumoso quinua
perlada

12. Filtracion de
maceradas

muestras de quinua




15. Muestras de quinua maceradas y 16. Corrida de muestras de saponina de
filtradas quinua

SE Tk

17. Determinacion de Humedad en 18. Andlisis de estereomicroscopia en
muestras de quinua quinua




19. Quinua sin perlar

20. Quinua Perlada




Direccion de Bibliotecas y

£
I~ ESPOCh‘ Recursos del Aprendizaje
—

UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y
DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 16 / 09/ 2022

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Ana Lucia Timbila Vélez
INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias Pecuarias

Carrera: Agroindustria

Titulo a optar: Ingeniera Agroindustrial

f. responsable: Ing. Cristhian Fernando Castillo Ruiz

1836-DBRA-UTP-2022



