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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION.-

La quinua (Chenopodium Quinoa Willd) es un grano originario de la zona del altiplano de la
Cordillera de Los Andes. Tradicionalmente crece en tierras aridas y semiaridas, con una
amplia variabilidad genética y con una capacidad de adaptabilidad a las adversidades
climaticas y diversos pisos ecolégicos..Se adaptaa. climas desde desérticos hasta calurosos
y secos, puede crecer con humedades relativas desde 40 % hasta 88%, y soporta
temperaturas desde -4°C hasta l0s_38°C; es una planta que usa eficientemente el agua,

siendo tolerante y resistente a lafalta de humedad delsuelo. ']

Actualmente, Bolivia es uno de'los principales exportadores de quinua (Figura 1) aunque en
los dos ultimos afios los niveles 'de exportacion han bajado principalmente por la produccion
de quinua en otros paises del-mundo como Peru. Los lugares con una mayor cantidad de
superficie cultivada de este grano son: el departamento de La Paz, Oruro, Potosi, y con un

area menor de cultivo, los departamentos de Chuguisaca y ' Cochabamba.

La quinua representa un alimento para contribuir a la seguridad alimentaria de la humanidad,
pues su calidad nutritiva esta representada por su composicion en aminoacidos esenciales,
oligoelementos y vitaminas, en calidad como:en cantidad, constituyéndose en un alimento
funcional e ideal para el organismo. B! Ademas de ser una gran fuente nutritiva, la quinua
tiene como componentes a las saponinas, que son sustancias de sabor amargo que deben

ser eliminadas antes del consumo humano.

Pagina
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BOLIVIA: EXPORTACIONES DE QUINUA
PERIODO 2004 - 2013 Y AVANCE AL MES DE AGOSTO DEL 2014
(Expresado en millones de délares americanos y toneladas)
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- En el periodo 2004-2013 las exportaciones de quinua sumaron un total de 441 millones de ddlares, por la venta de 149.273 toneladas.

- Al mes de agosto del 2014 Bolivia ha exportado 20.841 toneladas de quinua por un valor de casi 140 millones de doélares, ocupando el “Grano de Oro
Andino” |a tercera posicion dentro de la oferta exportable no tradicional del pais, ascendiendo una posicion en relacién al 2013.

Figura 1. Exportaciones de quinua de Bolivia periodo2004 a 2014 131

Las saponinas se encuentran’ principalmente en el’ epispermo del grano, y para su
eliminacion las empresas expori_adoras de quinua, desarrollaron un proceso de “beneficiado”
donde se separa el epispermo!del grano mediante dos-procesos: El primero se basa en la
friccién entre granos por accion mecanica (escarificado); que desprende las capas externas y
genera un sub-producto rico en saponinas llamado. “Mojuelo”, el segundo es un proceso de
lavado con agua para eliminar el episperfno restante. ™ El contenido de saponina en quinua
es variable de acuerdo al ecotipo.

=

Las saponinas de la Quinua, que se obtiéﬁé";de residuos del escarificado del grano de
Quinua, tiene un rendimiento de alrededor.de 4,5 % respecto al grano, por lo que cada afio
se generan toneladas de estos residuos en. Bolivia. Las saponinas son un grupo de
compuestos de gran interés para la industria agricola, farmacéutica, cosmética y de
detergentes, por sus diferentes propiedades biolégicas y fisicoquimicas. Asi, se determiné un
efecto inhibitorio de hongos, actividad antiviral y molusquicida, por lo que se propuso su uso
en la agricultura como biopesticida. Por sus efectos reductores de colesterol y sus
propiedades hemoliticas tienen interés para la industria Farmacéutica, y por su capacidad
surfactante y emulsificante, tiene interés en la industria cosmética y de detergentes. Es asi
que estudios sobre la obtencion de extractos y cuantificacion de saponinas de quinua son

importantes para el desarrollo de potenciales productos de interés econémico. &

Pagina
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1.2 ANTECEDENTES.-

CHENOPODIUM QUINOA (QUINUA)

La variedad que tiene actualmente %ang,a ;ﬁl mundo, es la Quinua real que se da
Unicamente en el altiplano Sur de Bolle eb| gue esta perfectamente adaptada a sus

caracteristicas extremas, un clima frio y seco (entre 200 y 400 mm de lluvia anual), suelos
salinos y elevadas altitudes (entre 3700 y 4200 m sobre el nivel del mar). Estas condiciones
permiten la produccién de un grano de mayor tamafio con caracteristicas organolépticas
particulares y un mayor valor nutricional, pues es el Unico grano que contiene todos los
aminoacidos esenciales necesarios para el desarrollo del cuerpo humano, conteniendo a la

vez cantidades significativas de varios minerales."!
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a) SAPONINAS DE QUINUA

El grano de quinua tiene sus limitaciones antes de ser consumido, es preciso extraer cierta
cantidad de compuestos glucdsidos llamados SAPONINAS, los cuales se encuentran en el

epicarpio de esta especie y son los que le confieren un sabor amargo al grano. ©

Las rugosidades que se asemejan a celdas de un panal (Figura 3), albergan a una sustancia
blanca, opaca y amarga, se asume que son las saponinas. Su contenido y adherencia en los

granos es muy variable. ™

Cotdedones PE Pencarpio
Perisperma H Radiculs
C: Cotledones
Episperms EN- Endospermo
- Region de union F. Fumculo
; P: Perisperma
R: Radicula

SA: Punta del brote

Figura 3. Morfologia de la erda) y un corte en la seccién

o

Las saponinas de quinua, qu Mal- ente son compues erpenicos que se encuentran en

media longitudinal (derech

las hojas, flores, tallos y en ¢
cadena de hidratos de carbono, (hidroftlica : aglicona o sapogenina triterpenica
(lipofilica) (Figura 4), donde los
carbono 28. [

"Whis [
o AR,
Aglicona R1 R2
Oleanolico CHy CHy
Hederageninn CH,OH CH;
Ac. Fitolacagenico CH,OH COOCH,
Ac. Serjanico CHjy COOCH,

Figura 4. Sapogeninas de quinua
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De acuerdo al numero de cadenas de azlcares unidas a la aglicona o sapogenina, se
dividen en: saponinas monodesmosidicas que poseen una cadena simple de azlcar,
normalmente enlazada en el C-3. Saponinas bidesmosidicas que poseen dos cadenas de
azucares unidas a través de un enlace tipo éter en el C3 y otra unién tipo éster en el C-28
(Figura 5), y las saponinas tridesmosidicas que poseen tres cadenas de azlcares y son

raramente encontradas.

[AlMenodesmosidica

[BlBidesmeosidica

Figura 5. Saponinas monodesmosidicas y bidesmosidi¢as de quinua '

La parte glucosidica puede ser lineal o ramificada, ‘eon 11 como numero maximo de
monosacaridos presentes €n.'una saponina tienden 'a tener cadenas azucaradas
relativamente cortas, con 2 a*5' residues<de monosacaridos, los mas comunmente
encontrados son: D-glucosa, D-galactosa, d-acido glucoronico, D-acido galacturonico, L-

rhamnosa, L-arabinosa, D-xilosa'y D-fucosa. ™

b) PROPIEDADES DE LAS SAPONINAS

Las saponinas tienen normalmente ‘una coloracion blanco amarillenta y una apariencia de

polvo fino, algo irritante para las fosas nasales (Figura 6). ™
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Saponina obtenida por la
técnica de Secado por Aspersié

Entre algunas de las propiedac portantes de las sa
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wn
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capacidad de romper eritrocitos de la
membrana celular, cuyo resultac la ruptura de la membrana causando un

incremento en la permeabilidad y u e hemoglobina.

Adicionalmente, una de las principal ‘propiedades que cumplen las saponinas en las
plantas es la proteccién contra el ataque de hongos. Un estudio recientemente realizado
Bl demuestra que cuando las plantas con saponinas son invadidas por hongos, las
saponinas monodesmosidicas, por reacciones enzimaticas, se van transformando en

bidesmosidicas inhibiendo el crecimiento fingico.
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c) INVESTIGACIONES EN SAPONINAS DE QUINUA

Se han realizado varios estudios sobre la separacion y aislamiento de saponinas en quinua,
por lo cual fueron desarrollados varios métodos de cuantificacién utilizando técnicas
cromatogréficas como ser: Cromatografia en Capa fina (TLC en Fase Reversa),
Cromatografia Liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC-RP), método semi-
cuantitativo de Espuma que consiste en la medida de la altura de la espuma. La capacidad
de las saponinas para formar complejos con los esteroles de los eritrocitos de la sangre, se
constituye en un ensayo hemolitico para la cuantificacion de saponinas en granos. Esta

técnica se basa en la determinacion espéctrofotométrica de liberaciéon de hemoglobina. ™ !

En los ultimos afios se fue desarrollando un méetodoe Colorimétrico cuantitativo, que consiste
en adicionar reactivos cromofaros - (Reactivo de Liebermann-Burchard) donde el color se le
atribuye a la formacién del catiéon polieno, permitiendo ‘que las saponinas puedan absorber
en la regién del visible del espectro (entre 400 y 528 nm), esta reaccion también fue aplicada

para la determinacion cuantitativa de saponinas en granos-de quinua.

Asimismo, en el Instituto de'lnvestigaciones Quimicas- (IQ-FCPN-UMSA), se realizaron
varios estudios para el aislamiento de saponinas de residuos de Escarificado de Quinua.
Entre ellos, se pueden mencionar, el trabajorealizado acerca de la cuantificacion de
saponinas™ que cuantifica sapofhinas en residuos de quinua real (Chenopodium Quinoa
Willd), que son generados por empresas exportadoras de quinua de los departamentos de,
La Paz, Oruro y Potosi; ™ [ habiendo optimizado un método de extraccién de saponinas por
maceracion con mezclas hidroalcohdlicas, considerando los siguientes pardmetros: Relacion
masal/volumen de extraccion; tiempo: de extraccion y relacion porcentual EtOH/H20 (v/v),
determinandose que la mejor relacion m/v de extraccion es 1:9. El tiempo de extraccion
Optimo es de 72 h y la mejor mezcla de extraccion es con 50/50 EtOH/H20. El porcentaje de
saponinas se determiné utilizando los métedos de Espuma, Espectrofotométrico UV y por
cromatografia HPLC, observdndose que no hay grandes diferencias entre los 3 métodos.
Ademas, es muy importante mencionar la utilizacion como muestra de referencia un estandar

de saponinas de quinua en todos los métodos. [

Asimismo, se realizaron otros estudios sobre separacion de sapogeninas presentes en los
residuos de escarificado de la quinua real de Bolivia, determindndose que el principal
constituyente es el acido oleanolico,’! y que estas sustancias presentan propiedades

antiinflamatorias.™!
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d) INSTITUCIONES CON UN INTERES EN LA IMPLEMENTACION DE ANALISIS DE
SAPONINAS EN QUINUA.

Existen Instituciones que prestan servicios de analisis para la cuantificacién de saponinas en
granos de quinua a varias empresas productoras y exportadoras de este grano, que para su
exportacion y comercializacion debe cumplir con la Norma Boliviana que exige niveles
menores a 120 mg de saponinas por 100 g de quinua. Asimismo, es importante considerar la
generacién de subproductos de los residuos de quinua por la presencia de saponinas,

siendo necesario conocer la cantidad de estos compuestos.

Entre las instituciones interesadas en la implementacion de analisis de saponinas de quinua

entre sus servicios ofrecidos estan:

e) LABSER S.R.L. SERVICIOS ESPECIALIZADOS

LABSER (Laboratorio de Servieios Especializados) surge'ante la demanda de contar con
servicios de un laboratorio acreditado en Bolivia que ofrezca analisis especializados en el
rubro de alimentos, brindand@’ resultados confiables ' y“oportunos, generando empleo, y

contribuyendo al desarrollo del pais.

Hoy en dia, la salud del consumidor es un tema crucial, donde factores como
contaminaciones microbioldgicas® y toxicologicas en alimentos organicos esta tomando
fuerza, por ello las entidades internacionales de regulacion, definen limites maximos

permisibles de contaminantes en alimentos.

LABSER S.R.L., es un Laboratorio que presta servicios de analisis de alimentos y aguas, con
una amplia gama de ensayos fisicoquimicos, toxicologicos, nutricionales y microbioldgicos,
atendiendo las necesidades de los clientes, autoridades reguladoras y otros actores de la

cadena alimentaria, en el marco del control de la inocuidad y calidad de los alimentos.

Entre estos servicios se consideran los andlisis de saponinas en granos de quinua, para
garantizar que los productos de quinua que se encuentran en el mercado estén dentro de la

Norma Boliviana de Quinua.

Con el respaldo y compromiso de la direccion, personal calificado y tecnologia moderna para

una buena préactica profesional brinda confiabilidad y calidad de sus resultados analiticos

Pagina

17



bajo el cumplimiento del sistema de gestién internacional ISO/IEC 17025 y normas legales
vigentes. La formacién y especializacion del personal aseguran el cumplimiento obligatorio
de las politicas y procedimientos documentados en el trabajo rutinario y mejora continua del

sistema de gestion y las actividades de ensayos.
f) LABORATORIO DE SERVICIO DE ANALISIS DEL IIQ - UMSA

El Instituto de Investigaciones Quimicas (1IQ) es una Unidad de investigacion dependiente de
la Carrera de Ciencias Quimicas de la Facultad de Ciencias Puras y Naturales, perteneciente
a la Universidad Mayor de San Andrés. Fundado_en febrero de 1973, en sus mas de 35 afos
de existencia ha venido generando investigacion.cientifica en el area de la Quimica, tanto a
nivel basico como aplicado, con unasfuerte identidad-de servicio en beneficio de la poblacion.
Por consiguiente, ha participado en importantes procesos en el campo de la investigacion

cientifica a nivel regional, departamental, nacional e internacional.

El Laboratorio de Servicio de Analisis del 1IQ es la unidad de servicios correspondiente al I1Q,
gue tiene ingresos por fondds propios, compuesta principalmente por los asistentes o
técnicos de investigacion, quienes son responsables—de equipos y prestan servicios
especializados en Quimica. Entre los servicios que se-presentan, estan los analisis en la
matriz agua, aire, de alimentos y de productos naiurales, determinando componentes
importantes y contaminantes’ a~nivel de trazas; .gracias al excelente equipamiento
implementado en la institucion mediante proyectos de colaboracion nacional e internacional:

RMN, IR, AA con horno de grafito y generador de hidruros, GC/MS y HPLC entre otros.

Asi, el instituto de Investigaciones Quimicas, que presta servicios de analisis en beneficio de
la poblacion. También realiza andlisis de/saponinas en Quinuas por cromatografia HPLC,
con los métodos implementados en los proyectos de investigacion desarrollados en residuos

de quinua, con garantia en los resultados obtenidos de los analisis.
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1.3 MARCO TEORICO.-

En este apartado se dan las bases tedricas para los métodos utilizados
a) SECADO POR ASPERSION

El secado por atomizacion o secado en “spray” se utiliza desde principios del siglo XX.
Aungue existen patentes para el SA de huevos y de leche desde 1850, la atomizacién
industrial de alimentos apareci6 en 1913 en un proceso desarrollado para la leche por Gray y
Jensen en 1913. El primer equipo rotativo lo desarrollé el aleman Kraus (1912) pero,
comercialmente gracias al danés Nyre (1933).  Elprincipio del sistema es la obtencion de un
producto en polvo a partir de un:material liquido .coneentrado que se pulveriza finamente
formando una niebla que entra en’€ontacto con una/ corriente de aire caliente, que actia

como medio calefactor y fluido/dé“transporte. %

Por definicion, el secado por aspersion corresponde a'la-transformacion de un fluido en un
material solido, atomizandolo “en forma de gotas mindsculas en un medio de secado en

caliente.

b) PRINCIPIOS DEL METODO DE SECADO POR ASPERSION

El secado por aspersién es la praduccion de un polvo seco por medio de la atomizacion de
un extracto liquido en una corriente'de aire caliente en una camara de secado. El agua se
evapora instantaneamente, siendo entonces la técnica para la obtencion de extractos secos
sensibles al calor, ya que el tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto (5 a
30 segundos).

A continuacion en la siguiente imagen se mostrara un diagrama de un equipo de secado por

aspersion:
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Tiempo de
Soplado de
La muestra

Velocidad de la Bomba
peristéltica

Ciclon de
aire
Muestra de extracto
Acuoso de saponinas
Saponina
Seca

Secado del extracto de saponinas

Figura 7. Equipo para el s Aicto acuoso de saponinas de

quinua

Fuente: elaboracién propia

Primeramente, el extracto o mezcla que esta‘en el tanque de alimentacion fluye a través de
la bomba peristaltica hasta la boquilla d?;gseféfié{l donde se dispersa a través de gotas. El
aire caliente, llega hasta el secador '_orlafs!gé@ixdk_‘ﬁ' qe: 4 e la parte de arriba, por lo tanto tiene
contacto con la mezcla a secar, atafﬁj'_z‘ﬁ\n\\ fpﬁ’ha de gotas minusculas, el agua que
contiene el extracto se evapora al in-éian@","él extracto liquido se pulveriza finamente
formando una niebla que entra en contacto con la corriente de aire caliente (entre 200 y 300
°C para alimentos), esta corriente de aire ademas de actuar como medio calefactor también
es el fluido de transporte de la mezcla ya seca, que se transporta al ciclon para luego ser

descargada en el recipiente de recoleccién.®

La camara de secado mas comun es de tipo cilindrico con un cono inferior que hace un
angulo con la vertical entre 40 y 60 ° para que pueda ser retirado de alli el polvo por

gravedad. El aire utilizado en la operacion tiene temperaturas de entrada entre 100 y 330°C.
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para alimentos termoestables como el café pueden usarse hasta 250 °C mientras para
materiales, delicados como leche o huevos pueden manejarse a 100 ° C o menos. Las
temperaturas de salida del aire oscilan entre 50° y 100°C. YE| calentamiento del aire se hace
por métodos indirectos (vapor, gas o aceite como medios calefactores) o directo (gas o

electricidad).™™

c) VENTAJAS DEL PROCESO DE SECADO POR ASPERSION

v' La evaporacion de agua enfria.el contenide. de las particulas permitiendo usar varias
temperaturas de aire de secado Sin‘aféctarilas cualidades del producto.

Proceso continuo y constantemente controlado:

Homogeneidad de productos.

Tiempos cortos de secado:

Secado de materiales termo sensibles, exponiéndoles a tiempos cortos.

Solamente se requiere Ser operado-por-una persona:

Alto rendimiento y velocidad en el proceso.

DN N N N N R

El producto final es un pelvo fluido y soluble. ¢

d) ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS

La espectrofotometria UV-Visible es una iéecnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién, la espectroscopia se debe a la capacidad de las
moléculas para absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-
visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la
eficiencia con la que se absorben dependen.de la estructura atdbmica y de las condiciones del
medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica

constituye un valioso instrumento para la determinacién y caracterizacién de biomoléculas. ©

En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano,
de 195-400 nm) y el visible (400-780 nm).
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Longitud de onda (metros)
107" 1R

Rayos gama Rayos X ultravioleta infrarrojo microondas

10712

La region UV se define como e a de 195 a 400 nm. Es una region

de energia muy alta. Pro omo quemadura comuan. Los
compuestos con dobles e enlaces peptidicos, sistemas
aromaticos, grupos carbonilgs 0 heter _ tienen su maxima absorbancia en la
region UV, por lo que ésta es nuy importante | de inacion cualitativa y cuantitativa
centracion de sal y el disolvente-

gue alteran la carga de las molécula pvocan desplazamientos de los espectros UV.

5
En la region visible apreciamos el COIﬁ sible de una solucion y que corresponde a las
longitudes de onda de luz que traps '

.
Por tanto, para realizar mediciones de absorcién es necesario utilizar la longitud de onda en

la que absorbe luz la solucién coloreada.

La fuente de radiacion visible suele ser una lampara de tungsteno y no proporciona suficiente
energia por debajo de 320 nm.
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longitud de onda color de luz que se color de luz que se

aproximada absorbe refleja o ve
390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435-490 Azul Amarillo

490 - 580 Verde Rojo

580 - 595 Amarillo Azul

595 - 650 Naranja Azul verdoso
650 - 780 Rojo Verde azulado

Tabla 1. Color de luz absorbida o reflejadaien'funcion de la longitud de onda. [®

e) LEY DE BEER

De acuerdo con la ley de Beer, la absorbancia esta relacionada linealmente con la

concentracion de la especie absorbente, ¢, y con la longitud de la trayectoria de la radiacion

en el medio absorbente o camino

Donde: a es una constante-.de proporcionalidad
concentracion ¢ se expresa ‘en“moles por litto, ¥ b en centimetros, la constante de
proporcionalidad se denomina absertividad molar, y se designa por el simbolo &, y, puesto

que la absorbancia es una magnitud adimensional, tendra unidades de L cm™ mol™. En este

caso, la ley de Beer adquiere la fo

optico, b. Estoes:

A = abc

rma:

A = sbhc

f) TRANSMITANCIA Y ABSORBANCIA

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad lo incide
perpendicularmente sobre una disolucién de un compuesto quimico que absorbe luz o

cromoforo, el compuesto absorbera una parte de la radiacion incidente (l1,) y dejara pasar el

resto (ly), de forma que se cumple:
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Iy=1I,+1,

La transmitancia (T) de una sustancia en soluciéon es la relacion entre la cantidad de luz
transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, |, y la cantidad de luz

gue incidié sobre ella, |, y se representa normalmente en tanto por ciento:

It

0 -t
AT = 5+ 100)

La transmitancia nos da una medida fisica de la relacion de intensidad incidente y transmitida
al pasar por la muestra. La relacion entre %T yila concentracion no es lineal, pero asume

una relacién logaritmica inversa.

La absorbancia (A) es un concepto-mas relacionado con la muestra puesto que nos indica la
cantidad de luz absorbida per:a misma, y se define como el logaritmo de 1/T, en
consecuencia:

log1 —logl;
A= = —log T =— g
T % J

Cuando la intensidad incidente'y transmitida son iguales (I, = I;), la transmitancia es del
100% e indica que la muestraino‘absorbe a una determinada longitud de onda, y entonces A

vale log 1 =0.

La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que atraviesa la luz a través de la

solucion del croméforo y de la concentracion de éste. *°!

1.4 MARCO NORMATIVO

En el contexto de la globalizacion y la apertura de mercados internacionales, se exige que
todo el pais cuente con Normas de Calidad para la presentacion de sus productos
alimenticios. En este sentido se hace necesario determinar parametros de calidad del
producto de quinua y productos procesados en base a este grano andino, por lo que

podemos mencionar en la siguiente tabla las Normas Andinas Aprobadas:
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TABLA 2. RELACION DE NORMAS ANDINAS APROBADAS- SECTOR GRANOS
ANDINOS

Norma | Cédigo Titulo

NB/NA [ 0032-2007 | Granos Andinos-Pseudo cereales-Quinua
en grano-Definiciones

NB/NA [ 0038-2007 | Granos Andinos-Pseudo cereales-Quinua
en grano-Clasificacién y Requisitos
NB/NA | 0039-2007 | Granos Andinos-Pseudo cereales-
Hojuelas de quinua-Requisitos

NB/NA | 18004- Granos Andines-Pseudo cereales-Harina

2009 de quinua-Requisitos

Todas pueden ser solicitadas en‘la Normateca del IBNORCA o consultar en el siguiente sitio

Web: ww.ibnorca.org.

En esta norma se encuentra todos los requisitos que debe tener el grano de quinua, entre
ellos encontramos los requisitesibromatolégicos de los granos de quinua entre los cuales se
encuentra los valores méaximas~del contenido.de.saponina en quinua como producto final y

para exportacion los cuales se presentan en la tabla 3.

TABLA 3. REQUISITOS BROMATOLOGICOS DE LOS GRANOS DE QUINUA

Requisitos Unidad | Valores Método de ensayo
Min Max
Humedad % 13,5 AOAC 945.15
Proteinas % 10 AOAC 992.23
Cenizas % 3,5 AOAC 32.1.05
Grasa % 4,0 AOAC 945.38 — 920.39C
Fibra cruda % 3,0 AOAC 945.38 - 962.09 E
Carbohidratos | % 65 Determinacion indirecta por
diferencia
Saponinas mg/100g 120 Método de la espuma
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En esta norma nos indica que el limite o valor maximo de contenido de saponina en los

granos de quinua que es 120 mg por cada 100 g de producto final.

Este mismo dato lo podemos encontrar en la Norma Boliviana NB 683, que esta reconocida
por IBNORCA. En ambos casos se realiz6 la determinacion de saponinas por el método de

espuma.

1.5 JUSTIFICACION.-

Hoy en dia Bolivia es uno de los mayores productares y exportadores de quinua real
organica a nivel mundial. La /quinua es utilizada como un alimento de alto valor proteico,
ademas de sus componentes nutricionales, la quinua tiene.saponinas, que son sustancias de
sabor amargo localizadas principalmente en el epispermo del grano, que deben ser
eliminadas para ser consumibles. La quinua, al ser el cultivo m4s importante en la region
occidental de Bolivia y al ser un producto de exportacion, produce grandes voliumenes de
residuos de escarificado del grano, ricos.en saponinas, que son utilizados para el forraje de
los animales o son desechados y-en otros casos;incinerados. Las saponinas son sustancias
beneficiosas en los campos de la.eosmetica, salud, agricultura como pesticidas y otros. En
los ultimos afios se han desarrollado en el pais varios proyectos cientificos sobre los
beneficios de las saponinas, que suponen una alternativa viable frente a la valorizacion de
residuos agroindustriales como sustratos, y la posibilidad de darle un valor agregado. Por
ello, en el presente trabajo se obtuvo saponina en polvo a partir de la determinacion de los
pardmetros de secado por aspersion de extractos acuosos de saponinas de la cascarilla de

quinua, producto del beneficiado (escarificado).

Ademas se realizé la adaptacion del método de cuantificacién de saponinas en Quinua Real,
de consumo local y de exportaciéon, por la técnica de espectrofotometria UV-Visible (mas
econOmica que la cromatografia HPLC), para determinar si estos productos alimenticios se
encuentran dentro limite permisible de contenido de saponinas o para futuros productos en

base a saponinas de quinua.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
» Determinar los parametros de secado para la obtencién de saponina en polvo y su

cuantificacion por el método de espectrofotometria UV-Visible.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

aspersion determinado.

» Obtener un estandar de e )0 de quinua mediante métodos de

> Adaptar un métode :a: : is para la cuantificacion de
método descrito

—
> Cuantificar las sapc HE totales de extractos ¢ 5 estras de quinua, por la técnica
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CAPITULO 3

3.1 PARTE EXPERIMENTAL
3.1.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Los equipos, Materiales y Reactivos utilizados durante el desarrollo de la investigacion son
los que se presentan en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Equipos utilizados dura e lainvestigacion
Equipo Ubicacion
Espectrofotémetro UV-Visib LABSER-SRL
Balanza digital LABSER-SRL
Vortex LABSER-SRL
Rotaevaporador 1Q-UMSA
HPLC 11Q-UMSA
Bioreactor 11Q-UMSA
Agitador magnético IQ-UMSA
Estufa 11Q-UMSA
Equipo de Secado por 11Q-UMSA
aspersion
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Tabla 5. Reactivos utilizados durante el desarrollo de la investigacion

Solvente Pureza Aplicacion

Etanol Comercial 96 GL Obtencion de extractos
Acetonitrilo Grado HPLC Fase mévil RP-HPLC
Agua Ultra purificada Fase mévil RP-HPLC

Acido Formico

Para analisis 100 %

Condiciones de la columna
HPLC

Anhidrido Acético

Para analisis 98%

Cuantificacion
espectrofotométrica UV-Vis.

De saponinas.

Acido Sulfarico

Para analisis al 96 %

Cuantificacion de
espectrofotométrica UV-Vis.

De saponinas.

Acido Clorhidrico

Para analisis al 38 %

Precipitacion Isoeléctrica de

proteinas.

Eter de Petréleo

Fraccién 40-60

Extraccién de Grasas

3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE SECADO POR ASPERSION DE
EXTRACTOS ACUOSOS DE SAPONINAS

Para la determinacion de los parametros de secado por aspersion de extractos acuosos de

saponinas, se realiz0 lo siguiente:

a) Filtrado

Se filtra el extracto acuoso de saponinas que se obtuvo por el método de maceracion

descrito por Lozano 2010, ™ el extracto filtrado se lleva al equipo de secado por Aspersién

(Spry Dry).
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b) Parametro de secado para extracto de una muestra de referencia

Tomando como referencia los parAmetros de secado para una muestra de café de cebada,
los cuales son: temperatura de entrada de 180°C, tiempo de inyeccién de la muestra de 5 s,

velocidad de la bomba peristaltica de 10 rpm y ciclones de soplado de 25 Hz. ©°!
c) Evaluacion de pardmetros de secado para extractos acuosos de saponinas

Para el secado de extractos de saponinas, se fueron variando los parametros de temperatura
de entrada (Tg) y salida (Ts) del producto, tiempo de inyeccion, velocidad de la bomba

peristéltica y ciclones de soplado de lasmuestra, dates que se presentan en la tabla 6:

Tabla 6. Datos de las pruebas! yavariacion de.parametros realizados en el equipo de

secado por Aspersion

N° de | Te/Ts (°C) Tiempo de | Velocidad de la | Ciclones de

Prueba inyeccion de la | Bomba Soplado de la
Muestra Peristaltica Muestra  Seca
(s) (rpm) (Hz)

1 90/20 b 10 30

2 90/20 10 30 20

3 100/25 10 20 30

4 115/27 10 20 10

5 120/30 5 10 30

6 130/35-40 5 20 30

7 150/55-65 10 10 20

8 150/55-65 5 4 30

9 175/70 10 15 40

10 180/75 10 15 40

De las pruebas realizadas se observd, que los pardmetros de secado en los cuales se
muestra un secado adecuado de los extractos de saponinas son los que se presentan en la
tabla 7:
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Tabla 7. Parametros de secado de extractos acuosos de saponinas por Spry Dry:

TelTs [°C] Tiempo de Inyeccién | Velocidad de la | Ciclones de
de la Muestra [s] Bomba Peristéltica | Soplado de la
[rpm] Muestra Seca [Hz]

150/55-65 4 6-9 40

Con estos parametros finales se realiz6 el secado de extractos acuosos de saponinas.

3.2.2 SECADO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE SAPONINAS POR EL METODO DE
SECADO POR ASPERSION ADECUADO:

Una vez que se ha determinado’los parametros. de secado. Se realizé la extraccion de
saponinas por el método de maceracion mencionado-anteriormente, para ello se realizé las

siguientes actividades:

a) Evaluacion de las propiedades organolépticas de las muestras de cascarilla

de quinua.
Se puede mencionar que la clasificacion de ecotipos de quinua se basa en la coloracion del
pericarpio del grano, y la coloracion variada muestras una composicion diferente en
saponinas. La muestra tenia un-aspecto de polvo de color rosado, ya que se trataba de una

mezcla de las diferentes variedades.
b) Obtencién de un extracto rico en saponinas:

Para la obtencién de un extracto de sapeninas en la cascarilla de quinua, se eligi6 la técnica
de maceracién a temperatura ambiente y sin agitacion ™, en la cual se utilizaron los
siguientes parametros: Tiempo de maceracion, ‘relacion solvente extractor H,O/ EtOH en
porcentaje v/v vy la relacion masa de mojuelo /volumen de solvente extractor descrita en la
tabla 8:

Tabla 8. Pardmetros de extraccion hidroalcoholica de saponinas.

Parametros Muestra

Tiempo de maceracion (h) 72

Mezcla agua/etanol (%) 50

Relacién masa de mojuelo /volumen (g/mL) 1.9
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C) Recuperacion de etanol del extracto hidroalcoholico y secado del extracto

acuoso obtenido.

Con los parametros indicados en la tabla 8. Se realizé varias extracciones. Y para la
recuperacion del solvente utilizado se sigui6 el siguiente procedimiento; pasado el tiempo de
maceracion se separd por filtracion a vacio. Luego el extracto fue concentrado a presion
reducida hasta evaporacion completa del etanol (recuperacion), en el equipo Bioreactor de
10 L de capacidad a temperatura externa de 55 °C y una temperatura Interna entre 45 y 50
°C, con una velocidad de agitacion de 130 rpm. Posteriormente se filtra nuevamente el
extracto acuoso de saponinas y se transfiere a frascos de vidrio, y son llevados al equipo de
secado por aspersion. Y con/los. parametros. determinados de secado obtenidos

anteriormente se secan los extractos.acuosos de saponinas.

3.2.3 OBTENCION DEL ESTANDAR EXTRACTO DE SAPONINAS DE QUINUA
MEDIANTE METODOS DE SEPARACION Y TECNICAS'DE ANALISIS DE PUREZA.

A partir del polvo de saponinas obtenido por el secaderpor aspersién, de acuerdo a los
antecedentes, el extracto seco obtenido puede contener minerales, acidos grasos, proteinas,
colorantes, azlcares libres 'yrsaponinas. M Bl © pgrsig que inicialmente se realizé la
separacion de 4cidos grasos mediante una extraccion Sexhlet utilizando como solvente Eter
de Petrdleo la fraccion 40-60;  posteriormente se "separaron las proteinas, mediante
precipitacion isoeléctrica a pH='4:5, para ello se preparé una disolucién al 10% wi/v del
extracto seco en agua destilada desionizada, a la cual se le adiciona gradualmente HCI 1N
hasta alcanzar un pH de 4.3- 4.5. En _este punto se observa la formacion de un
enturbiamiento o precipitado blanco muy fino, que para su separacion se deja bajo
refrigeracion por 30 min, luego se separa el precipitado por centrifugacion a 20000 rpm
durante 15 min a 10°C ™. El filtrade se lléva a sequedad nuevamente al equipo de secado
por aspersion, obteniéndose un extracto secolibre de proteinas. Finalmente para eliminar o
realizar la separacion de las saponinas de los colorantes, oligosacaridos y demas
constituyentes de menor peso molecular, se empleé la técnica de la cromatografia de
exclusién molecular, para lo cual se utilizé6 600 mg del extracto libre de proteinas y se hizo
pasar por una columna de sephadex G-25 de 100 cm de alto * 2 cm de didmetro, 20-80 ym
de tamafio de particula, se obtuvo 15 fracciones, las cuales fueron analizadas por
cromatografia en capa fina (TLC) de Silicagel 60F254 empleando como sistema eluyente

una mezcla conformada por (nPrOH/HOAc/H20) 50/20/30 viviv reagrupandose en cinco
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fracciones (FQ-1, FQ2, FQ3, FQ4 y FQ5), nuevamente se realizd un analisis TLC, esta vez

en fase reversa, obteniendo el siguiente cromatograma:

tra Columna 2da columna

figura 9 se puede observar

de saponinas.

a) Determinacion de sé

HPLC:
Una vez obtenidas cada muestra pruebas de HPLC de las fracciones
obtenidas, las cuales se realizaron por triplic 0,-para ello se utiliz6 la metodologia descrita

continuacion:
S

La separaciones se realizaron en u '_ [
mm d.i., 5 um a 20 °C y 210nm. Se

mL de extracto de saponinas de mojuelo de quinua.

Para la separacion se emplea como fase movil agua al 0.1% v/v en Acido férmico como
solvente A y Acetonitrilo 100% como solvente B. para la elucién se trabaj6é con una gradiente
lineal de 75% de Solvente A con un flujo constante de 0.7 mL/min durante 15 min. Luego
65% de A con cambio de flujo de 0.7 a 1.0 mL/min en 20 min.

b) Preparacién de la muestra de saponina seca para lainyeccion a HPLC:
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Se peso6 15 mg de muestra en tubos Eppendorf de 2 mL, se disolvié con 1,5 mL de agua

destilada ultrapurificada y se llevé a agitacion en Vortex durante 1 min. Cada muestra.

Luego se tomd con una jeringa de 5 ml cada muestra disuelta y se filtr6 a los viales para
HPLC, con un filtro de mezcla éster celulosa, y se llevé al equipo de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion HPLC.

Se tom6 en cuenta el tiempo de retencion de cada muestra, ya que las saponinas se

obtienen a partir de los 11 a 28 min.

3.2.4 ADAPTACION DEL METODRO DE CUANTIFICACION POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS4PARA LA CUANTIFICACION DE SAPONINAS EN
QUINUA.

En el extracto se puede determinar el contenido de saponinas de diversas formas (método
de espuma, cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, espectrofotometria UV-Vis, etc.).
El método que se aplicO en~este trabajo es el de| espectrofotometria UV-Vis para la
cuantificacion de saponina tatal.en el extracto, mediante lasreaccion de Libermann- Burchard
1B que ayuda a dar coloracién a la solucion de saponina total extraida éste reactivo es
una mezcla de anhidrido aceética y écido sulfurico en una proporcion del:5 (16,7 %). La

proporcion de la muestra con elreactivo-de color 1:3,5 (22,23%).

a) Barrido de la muestra de saponina purificada:

Antes de realizar la construccion de la curva de calibracion se necesita obtener la longitud de
onda méaxima a la cual absorbe la muestra purificada que se obtuvo, para ello se debe hacer

un barrido de la muestra de saponina, para lo cual:

e Se pesa 1l mg de saponina y se disuelve con 1 mL de agua destilada ultrapurificada.
Se agita la solucién de saponina durante 30 s a 1500 rpm.

e Se transfiere la solucion a un tubo de ensayo con tapa rosca, posteriormente se le
agrega 3,5 mL del reactivo de Liebermann-Burchard, se agita nuevamente durante 30
s a 1500 Rev/Min, y se deja reposar por 30 min a temperatura ambiente.

e Se realiza el barrido de la muestra entre 200 y 600 nm, a una velocidad de 1 nm/s. y
se identifica el maximo de la longitud de Onda, obteniendo una longitud de 528,2 nm

que concuerda con la longitud de onda maxima Bibliografica.™ &
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b)

Protocolo para la elaboracién de la curva de calibracion:

Preparacion de la solucién madre: Se prepara una solucién madre de 1000 ppm,
para este caso se pesa 25 mg de la saponina purificada (patrén) y se disuelve en
agua destilada ultrapurificada, posteriormente se transfiere la solucién a un matraz
aforado de 25 mL y se afora con agua ultrapurificada.

Preparacion del Reactivo de Liebermann-Burchard: El reactivo se prepara con
acido sulfarico y anhidrido acétied en proporcion 5:1, ™ Bl para el cual inicialmente se
mide el Volumen de acido sulfarice necesario y. se refrigera para soportar la adicién
de anhidrido acético que;produce una reaccion.exoetérmica.

Curva de calibracion: Aspartir de la solucion madre se realizan diluciones de 0, 100,
200, 300, 400, 500 y 600.ppm.

Se transfiere 1 mL de eada dilucion a tubos de ensayo con tapa rosca, y se agrega
3,5 mL del reactivo de Liebermann-Burchard.

Se agita durante 30 s en'un.vortex.

Se deja en reposo a temperatura ambiente, en un intervalo de 30-40 min hasta la
formacion del color rosado.

Se realiza la lectura de'las‘absorbancias a una‘longitud de onda de 528,2 nm; de las
muestras preparadas anteriormente, con los datos de absorbancia se construye la
recta de calibracion la cual se empleara para la determinacion de saponinas en

extractos de quinua.
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Curva de Calibracion para la determinacién de
Saponinas en Quinua Real
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Figura 10. Curva de calibracién parala determinacion de saponinas en quinua.

Fuente: Elaboracion Propia

3.2.5 CUANTIFICACION DE SAPONINAS'TOTALES EN EXTRACTOS ACUOSOS DE
QUINUA
a) Protocolo para la extraccion de saponinas en muestras de quinua, y lectura de
Absorbancias de los extractos obtenidos.
% Se pesa 5 g de granos de quinuaen un vaso de precipitados, se agrega 50 mL de
Agua destilada. Se agita por el lapso de 30 min a 500 rpm, en un agitador magnético.
« Se filtra el extracto obtenido.
% Se toma una alicuota de 1 mL del extracto de saponinas de los granos de quinua, y
se transfiere a los tubos con tapa rosca. Se agrega a cada uno de los tubos 3,5 mL
del reactivo de Liebermann-Burchard.
% Se agita en un vortex a 1500 rpm, durante 30 s y se deja en incubacién a temperatura
ambiente por 30 min.
+»+ Posteriormente, realizar la lectura de la absorbancia de las muestras.

El procedimiento se realiza por triplicado.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE SECADO POR ASPERSION DE
EXTRACTOS ACUOSOS DE SAPONINAS.

Antes de evaluar los parametros para el secado del extracto de saponina, se tom6 como
referencia los pardmetros de secado.para una muestra de café de cebada, los cuales son:
temperatura de entrada de 180°C,tiempo de inyeccion.de la muestra de 5 s, velocidad de la
bomba peristaltica de 10 R/min y cielones de soplado de 25 Hz. ©° Se realizaron pruebas con
estos parametros pero se observo quemaduras en-el secador por aspersion por la
temperatura de 180 °C y debido a una velocidad mayor de la bomba peristaltica, que
ocasion6 que la muestra no se‘secara por completo, quedando la muestra himeda que se
gueda en las paredes del secador por aspersion'y se va guemando; ademas los ciclones del
soplado no son lo suficientemente fuertes para llevar la muestra seca al frasco de

recoleccién del producto.

Por lo cual se fueron variando los-parametros de-secado, que se presentan en la tabla 9:

Tabla 9. Variacion de pardmetros realizados en el'equipo de secado por Aspersion

N° de | Te/Ts de la| Tiempo de |"Velocidad de la | Ciclones de

Prueba | Muestra (°C) inyeccion de la | Bomba Soplado de la
Muestra Peristaltica Muestra  Seca
(s) (rpm) (Hz)

1 90/20 5 10 30

2 90/20 10 30 20

3 100/25 10 20 30

4 115/27 10 20 10

5 120/30 5 10 30

6 130/35-40 5 20 30

7 150/55-65 10 10 20

8 150/55-65 5 4 30

9 175/70 10 15 40

10 180/75 10 15 40
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En las pruebas de secado entre las temperaturas de entrada de 90 a 130 °C, no se produce

un buen secado, quedandose una parte de la muestra hUmeda en el secador. En las pruebas

gue se realizaron a temperaturas de entrada mayores a 150 °C, se observé que la muestra

se quema, excediendo también la temperatura de salida que provoca la degradacién de las

moléculas de saponinas, que son termolabiles.

Respecto a la velocidad de la bomba peristaltica, que nos indica la velocidad de entrada de

la muestra al equipo de secado por aspersion, se lo realiza a 6 rpm, durante 10 min;

posteriormente la velocidad se aumenta gradualmente hasta las 9 rpm; si la velocidad se

incrementa a un valor mayor ocasiona el taponamiento del inyector.

Todos estos pardmetros fueron ‘evaluados, para ‘€lrsecado de saponinas de quinua,

habiéndose obtenido mejor rendimiento con los datos que se muestran en la tabla 10:

Tabla 10. Pardmetros de secado de saponinas.

Te/Ts de la Muestra | Tiempo De | Velocidad-. De La | Ciclones De Soplado
(°C) Soplade’ De lLa|Bomba' ."Peristaltica | De La Muestra Seca
Muestra (rpm) (Hz)
(s)
150/55-65 4 6-9 40

4.2 SECADO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE SAPONINAS POR EL METODO DE

SECADO POR ASPERSION DETERMINADO.

Se realizé el secado de los extractos acuesos de saponinas, con los parametros descrito en

la tabla 6. Y se obtuvo el siguiente rendimiento, empleando la siguiente ecuacion:

Dénde:

%R = % ¥ 100 [Ec. 3]

- m,: masa de extracto obtenido después del secado.

- my: masa de mojuelo utilizado inicialmente en la extraccion.

38
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%R = o209 100 = 71,02 %
= * =
" T 4444 g e

El rendimiento que se obtuvo con estos pardmetros es del 71,0 % m/m; observandose un
incremento del rendimiento, en comparacion a los métodos de extracciéon por liofilizacion

que tiene 36,0 % hasta 39,4 % m/m en rendimiento. ' ©!

Ademds, cabe mencionar que se optimiza también el tiempo de extraccién, ya que por la
técnica de secado por aspersion se emplea de 1 a 2 horas y en la técnica de liofilizacion se

emplea 72 horas para su secado.

4.3 OBTENCION DEL ESTANDAR EXTRACTO'DE SAPONINAS DE QUINUA MEDIANTE
METODOS DE SEPARACION Y. TECNICAS DE ANALISIS DE PUREZA.

Como ya se menciond anteriormente el extracto seco \obtenido puede contener minerales,

acidos grasos, proteinas, colorantes, azucares libres y saponinas. '

a) Eliminacién de grasas‘y acidos grasos. Para.la eliminacion de grasas y éacidos
grasos se peso 40 g del extracto seco de saponina‘y se realizé el desengrasado por
la técnica de Soxhlet utilizando como solvente extractor Eter de Petréleo fraccion 40-
60, terminada la extraccion se llevé a secar nuevamente el extracto desengrasado a
45 °C, en una estufa por 24 Hrs hasta la evaporacion completa del éter de petrdleo y
se vuelve a pesar obteniendo un peso de 38,675 g, y con estos datos podemos

calcular el porcentaje de acidos grasos eliminados con la ecuacion [3]:

ny
R=—%100%

m
Donde:
- m,: masa de extracto obtenido después del desengrasado.

- m;; masa del extracto seco utilizado inicialmente en la extraccion.

Por lo que tenemos finalmente:

38,675
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El porcentaje total del extracto seco desengrasado es el 96,69 %. Y el porcentaje de &cidos

grasos eliminados en el proceso de desengrasado es del 3,31 %.

b) Eliminacion de proteinas. La eliminacion de proteinas se realiz6 mediante su
precipitacién isoeléctrica cambiando el pH de la muestra. También se realiz6 un
célculo del porcentaje eliminado en la precipitacién isoeléctrica de proteinas

utilizando la Ec. 3:

my
R =—*100%
me

Dénde:

- m,: masa del precipitado.

- m; masa del extracto seco-utilizado inicialmente enila extraccion.
Por lo que tenemos finalmente:

0,948 g
Wi = 5agp g * 100% =245 %

Y el porcentaje de proteinas eliminadas por precipitacion isoeléctrica es de 2,45 %.

¢) Eliminacion de colorantes, micronutrientes y otros componentes de menor peso
molecular: Finalmente, para eliminar 0 realizar la separacién de las saponinas de los
colorantes, oligosacaridos y demas constituyentes de menor peso molecular, se empleé la
técnica de la cromatografia de exclusion molecular Sephadex G-25 realizando un control por
CCF, como se mencion6 en el apartado 3.2.3, La técnica de fraccionamiento se realizé por
quintuplicado obteniendo 5 columnas, donde se observa que en la fraccion n° 2 (figura 9), es
donde se obtiene mayor cantidad de saponinas. Por lo que de las 5 columnas se obtuvieron
5 fracciones con mayor cantidad de saponinas a continuacion se muestra algunas de las
placas cromatogréaficas, que se realizaron en placas de silica gel de fase reversa de las

fracciones N°2 de las placas anteriores (figura 9):
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La fraccion se llevé a analisis por

cromatograma se observa en la figura 1

I DAD1 E. Sig=210,10 Rata20. 100 (SAPONINA S TVSILVIADOO010.0)
may |
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Figura 12. Cromatograma del extracto purificado de Saponinas

Elaboracién Propia

Se realiza la comparacion con un cromatograma de un extracto al 80 % de pureza, figura 12:

DADTE, Sig=210,16 Ref=450,100 (C:\CHEM321\DATAISAPONINAS STIS00000004.0)
mAU )
] 9 b &
Ann ’ g
TART A LA
] ¢ @ 07’ 0 Y A’
1000 ) of 3 5 ¢
-: : 4 )
- A e J_.gf_ﬂu.--_ ?f?‘&
B00- 8
400
0
L A T R T TR T
0 5 10 15 2 25 Kl min
Figura 13. Cromatograma d de Pureza
se puede observar una similitu por lo que podemos asumir que el
extracto obtenido es aproximada
4.4 ADAPTACION DEL METODO L ION POR ESPECTROFOTOMETRIA

def% .
e\\l.,:"(@l”q_&d dato Bibliografico " ¥ E[ barrido de la

Se realizo el Barrido de la muestra pyrl
méxima de 528.21 nm, que corresp

muestra se realiz6 por triplicado:
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Figura 14. Espectro de barrido del estandar de sa inas, obtencion de la longitud

maxima de Onda.
Fuente: Elaboracién Propié

Para realizar la construccion
de onda de 528,2 nm.

De la solucion madre de 1000 ppm alicuotas y se aforaron con agua
destilada en matraces de 5

concentraciones:

Tabla 11. Diluciones para la cons '-‘1..' la curva de calibracién, para la

cuantificacion de saponinas en Qui

N° olumen de Dilucion 5 mL
[Ppm]

1 0 0

2 100 0,5

3 200 1,0

4 300 1,5

5 400 2,0

6 500 2,5

7 600 3,0
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Como se tomd 1 ml de estas diluciones para posteriormente agregar 3,5 mL del reactivo de
Liebermann-Burchard y realizar la lectura de las absorbancias se tiene la siguiente ecuacién

gue sera el factor de dilucion:

m

Dénde:

FD: Factor de Dilucion

Las concentraciones seran: L

Tabla 12. Concentraciones reales y les multiplicadas por el factor de

dilucién:

acion [ppm] multiplicados por
2 Dilucién 0,222

N° Concentracion
[Ppm]

0

100

200

300 66,6
400 88,8
500 111
600 133,2

~N| O O | W N
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Con estas concentraciones se realiz6 las lecturas de absorbancias de las diluciones, el
procedimiento se realiz6 por triplicado los resultados obtenidos se muestran en la siguiente
tabla:

Tabla 13. Absorbancias obtenidas en las muestras por triplicado:

N° Concentracion | Abs 1. Abs 2. | Abs 3. | Promedio Desviacion
[ppm] Estandar
1 0 0,0539 0,0533 | 0,051 0,05273 0,001530
2 22,2 0,146 0,1443 | 0,1438 0,002437
3 44.4 0,2 - 2427 | 0,2495 0,006521
4 66,6 0 0,36 15 | 0,3619 0,009009
5 88,8 , 0,4755 0,4961 0,01881
6 111 16 0,6184 0,6037 0,01377
7 133,2 47 0,7436 | O, 0,7178 0,02237
4 g -
Tabla 14. Datos de la P 'én_xﬂ_[:__)_[_o_m. las absorbancias para la
T - ’ =)

construccion de la curva d

N° C LA dio de Abs.
[op ’

1|0 ) 5273

2 222 = 10,1438

3 (444 | ~ 02455

4

5

6

7
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Curva de Calibracion para Cuantificacion de
Saponinas en Quinua Real
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Figura 15. Curva de Calibracién para la determinacién de saponinas en Quinua.
Fuente: Elaboracion Propia

Como se puede observar en la €urva de Calibraeion; los resultados muestran una linealidad
con un coeficiente de correlacion#R igual a 0,998. Por lo que podemos mencionar que se

cumple la Ley de Beer.

Con respecto a la curva de calibracion citada en la referencia [1], realizada desde los 0,0;
22,2; 33,3; 44,4, 55,5; 66,6; hasta 77,7 ppm, se modificaron las concentraciones de las
diluciones de la muestra de saponinas. En el presente trabajo se prepararon las diluciones
desde los 0,0; 22,2; 44,4; 66,6; 88,8; 111,0; hasta los 133,2 ppm de concentracion de

saponinas.

4.5 CUANTIFICACION DE SAPONINAS TOTALES EN EXTRACTOS ACUOSOS DE
QUINUA
Se realizé la cuantificacion de saponinas en 3 muestras de quinua, los resultados obtenidos

se observan en la tabla 15:
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Tabla 15. Datos de absorbancias obtenidas del andlisis de saponinas por

espectrofotometria UV/Vis, en muestras de quinua.

Codigo | Abs 1 Abs2 Abs3 Promedio de Abs. | Desviacion
Estandar
QB1 0,3300 0,3280 | 0,3310 0,3297 0,001527
QB2 0,4330 0,3940 | 0,3950 0,4073 0,02223
QB3 0,3060 0,3000 | 0,3020 0,3027 0,003055

Para el célculo de la concentracion de saponinas,de las muestras descritas en la tabla 13. Se

utiliza la Ec. 5, que se obtuvo de la curva de Calibracion:

y =0,0051x + 0,0364 [Ec. 5]
Despejando x tenemos:
__ y-0,0364
~ 0,0051 [E:G]

Donde:
x: Es la concentracion de saponinas en 1 mL de extracto expresado en [ppm].
y: Es la absorbancia de la lectura‘de la muestra.

Tabla 16. Concentracién de saponinas en muestras de quinua.

Cddigo Promedio | x [ppm] Cimg/ml] | C;Jmg Sap/5g | Csimg Sap./100g
de Abs. Quinua] Quinua]

QB1 0,3297 57,5037 0,2588 12,9382 258,7647

QB2 0,4073 72,7320 0,3273 16,3647 327,2941

QB3 0,3027 52,2092 0,2349 11,7471 234,9412

Aplicando la Norma Boliviana y Norma Andina, para Quinua que nos indica que el limite
maximo de saponinas es de 120 mg de Saponina/100 g de Quinua. Podemos mencionar que

las muestras que fueron evaluadas, sobrepasan el limite permitido.
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También se debe mencionar que para la extraccion de saponinas se utiliza como solvente
extractor agua destilada ¥ por el hecho de que las saponinas son muy solubles en ella
pero se pueden extraer algunos compuestos mas que talvez también reacciones con el
reactivo empleado.

En la literatura ™ B! citan como solventes extractivos principalmente mezclas de agua y
etanol o metanol, pero debido a los granos de quinua tienen como componentes a los

flavonoides y antioxidantes, que son solubles en estos alcoholes, se utiliz6 como solvente

extractor agua destilada, que también puede extraer azlcares, proteinas y otros elementos
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

v

Los parametros 6ptimos de secado por aspersion de extractos acuosos de saponinas
son temperatura de entrada 150 °C, temperatura de salida 55-65 °C, tiempo de
soplado de la muestra de 4 s, velocidad de la bomba peristéltica 6-9 rpm y ciclones

de soplado de la muestra seca 40 Hz.

El rendimiento de extracto seco de saponinas_obtenido con estos parametros fue el
mejor de todas las pruebas realizadas, que tiene'un valor de 71% en masa, con un
tiempo de secado de 1.@a2 horas. Al comparar este resultado con el obtenido por la

técnica de liofilizacién, se-mejora el rendimiento y.eltiempo de extraccion.

La pureza del extracto' de saponinas obtenida“por medio de las técnicas de
separacion, es aproximadamente del 80 % de pureza, realizando la comparacion con

la cromatografia de referencia:

El extracto purificado de saponinas se utilizd como estandar para la obtencion de la

longitud mé&xima de onda y la construccion de la Curva de calibracion.

Se realiz6 la adaptacion del método de Cuantificacion de Saponinas en muestras de
quinua, obteniendo una ecuacioén lineal gque cumple con la ley de Beer-Lambert, con
una pendiente igual a 0,0051, intercepto igual a 0,0364 y con un coeficiente de

correlacién R=0,998.

Habiéndose realizado el analisis de tres muestras de Quinua, se observo que las
muestras analizadas no cumplen con la Norma Boliviana NB-657, que indica que el
limite maximo permisible es de 120 mg de saponina/100g de Quinua. Situacién que

obliga a realizar un tratamiento de eliminacion de saponinas antes de su consumo.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES

Durante el proceso de secado por aspersion se recomienda filtrar los extractos a secar, ya
gue cualquier solido en suspensién ocasiona el taponamiento de la boquilla de aspersion.
También se recomienda observar la temperatura de salida de la muestra, puesto que las

saponinas se degradan a temperaturassmayores ailos 90 °C M ¥

Se recomienda realizar un analisis cromatografico.de’colorantes en el extracto seco obtenido
por la técnica de secado porjaspersion, ya que lgs 'posibles colorantes que contiene el
extracto acuoso de saponinas, gque son las betainas ™ 'se degradan a los 60 °C. Y durante el
secado por aspersion se llega a temperaturas de salida de.55 a 65 °C, y del extracto acuoso
de color rojo se obtiene un extra€to seco de color amarillezblanquecino, al finalizar el secado,
(Ver anexo 1. a,b,c,d) por lo cualpodrian los colorantes que €existiria en el extracto se habrian

degradado.

En el preparado del Reactivo de_Liebermann-Burchard,-se debe medir el volumen necesario
de acido sulfurico y refrigerar. por-lo. menos 10 min, debido a que cuando se realiza el
agregado de Anhidrido acético lareaccion es fuertemente exotérmica y también se debe
realizar bajo campana, pues al realizar la mezcla de ambos reactivos desprende vapores que
son irritantes para el tracto respiratorio  oeasionando dolores de garganta, hipoxemia,

broncoespasmos, neumonitis y también edema pulmonar. ¢ #7]

Al preparar la solucibn madre y diluciones para' la' curva de calibracion se recomienda
realizarlo cuidadosamente, primero disolver la masa necesaria de estdndar de saponina en
un vaso de precipitados y posteriormente transferir al matraz erlenmeyer por las paredes del
matraz, de manera que no exista espuma antes de realizar el aforado con agua destilada, ya
que arrastraria errores al momento de realizar la lectura de las absorbancias, y al realizar la
adicion del reactivo de Libermann-Burchard realizarlo con mucho cuidado, pues la reaccion

es muy exotérmica !

Antes de desechar el agua de lavado de materiales utilizados para la construccion de la
curva de calibracion es decir, vasos tubos celdas de vidrio, y otros. Se recomienda

neutralizar el pH de las aguas de lavado antes de desecharlas, y evitar contaminacion.
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Se recomienda realizar un lavado de la Quinua antes de ser consumido, ya que como se
pudo observar en los resultados de las muestras de quinua, en todos los casos sobrepasan
el limite permisible de saponinas. Las saponinas son téxicas si se ingieren en grandes dosis.
%81 Segun la FAO (Organizacién de Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura), el
principal efecto de las saponinas es afectar el nivel de colesterol en el higado y la sangre,
con lo que puede producirse un problema en la absorcién de nutrientes. % su capacidad

tensoactiva hace que se alteren las membranas celulares aumentando su permeabilidad. =
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Capitulo 7
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Anexos

Anexo |. Extraccién de saponinas

' MACERACION | : | RECUPERADO DE ETANOL

Tiempo de
Soplado de
La muestra

Ciclon de
aire

Saponina
Seca

Secado del extracto de saponinas

Velocidad de la Bomba
peristaltica

Muestra de extracto
Acuoso de saponinas
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(e) Cascarilla de Quinua, obtenida por el proceso de Escarificado
(f) Extracto Acuoso de saponinas.

Fuente: Elaboracion Propia

(g) Extracto seco de Saponinas obtenido por el método de Secado Por Aspersién.
(h) Extracto Acuoso, preparado a partir del extracto seco de saponinas obtenido

por Secado por aspersion.

© ()

Fuente: elaboracion Propia
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Anexo Il. Obtencién de Saponina Estandar, Desengrasado, Fraccionamiento de
Muestras, y Placas TLC en fase reversa de Muestras purificadas de saponinas de

Quinua.

a) Desengrasado de la muestra seca de saponinas, y obtencién de fracciones por

cromatografia de exclusion molecular:

MUESTRA DE
SAPONINA SECA

me = FRACCIONAMENTO DE
DESENGRASADO POR SOXHLET MUESTRAS DE SAPONINA SECA

FRACCIONES SECADAS EN CAJAS PETRI Y RECOLECTADAS EN VIALES
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Fuente: Elaboracion Propia

Anexo lll. Preparacién de la Solucién Madre, Diluciones y reaccién de la muestra con

el reactivo de Liebermann-Burchard, para la construccion de la Curva de Calibracién.

SOLUCIONES MADRE DE 1000 ppm DILUCIONES
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REACTIVO DE LIEBERMANN- REACCION DE LAS DILUCIONES CON EL REACTIVO LB
BURCHARD

Anexo IV. Extraccién de saponinas de muestras de quinua.

MUESTRAS DE QUINUA
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EXTRACCION POR AGITACION CONSTANTE

FILTRADO DE EXTRACTO ACUOSO DE SAPONINAS EN QUINUAS

Bl
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