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. �030 RESUMEN

La siguiente investigacién consistié en obtener saponina de| cormo de

Gladiolus communis Linneaus por medio de solventes orgénicos como el

acetato de eti|o,�030etano|y butanol en las diferentes etapas.

Las variables que se controlaron fueron Ia velocidad de agitacién magnética

y la concentracién de| solvente etanol; estas se desarrollaron en un dise}401o

factoria|»de 16 tratamientos en total, siendo |os resultados evaluados en

forma cualitativa, usando el reactivo de Liebermann�024Burchardy cuantitativo

mediante cromatografia en capa }401nay uso del espectrofotémetro IR.

EI procedimiento Implicé un previo acondicionamiento de Ios cormos, para .

proceder al desengrase de la muestra asignada (10 g) por agitacién

_ magnética con el solvente acetato de etilo (1 :10 p/v), Iuego se maceré con

etanol a diferentes concentraciones, se combinaron Ios extractos y se

evaporé el solvente por completo en ba}401omaria y }401nalmentese traté con

el solvente etano|- butanol (3:1 v/v) para ser Ilevado al rotavapor a }401nde

concentrar Ia saponina.

Se sembraron Ia muestra patrén y las muestras en estudio a diferentes

concentraciones en las placas HPLC SILICA GEL para la comprobacién de

la presencia de saponina, el mejor resultado se evidencié en la muestra

sometida a 400 rpm_de agitacién magnética y 70% de concentracién en

etanol, obteniéndose 0.8515 g de producto }401nalcon concentracién de

saponina al 40%.
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ABSTRACT

The following research was to obtain saponin from corm of Gladiolus

communis Linneaus by organic solvents such as ethyl acetate, ethanol and

butanol at different stages.

The variables were controlled speed magnetic stirring and concentration of

ethanol solvent; these were developed in a factorial design of 16 treatments

in total, with the results evaluated qualitatively using the reagent *

Liebermann-Burchard and quantitative thin�024layerchromatography and use

of IR.

The procedure involved a preconditioning corms, to proceed to degrease

the assigned sample (10 g) by magnetic stirring with the solvent ethyl

acetate (1:10 w I v), then with ethanol macerated at different concentrations,

extracts were combined and the solvent evaporated completely in a water

bath and }401nallytreated with the solvent butanol ethanol (3: 1 v / v) to be

taken to concentrate rotavapor to saponin.

The standard sample and the samples studied at different concentrations

on plates HPLC SILICA GEL for checking the presence of saponin, the best

result was evident in the sample under 400 rpm magnetic stirring and 70%

ethanol concentration were sown , yielding 0.8515 g of }401nalproduct with

saponin concentration of 40%.
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. ldentificacién deh problema

La contaminacién de nuestro planeta que trajo como

consecuencias desastres naturales, cambios de temperatura,

�030 efecto invernadero, Iluvias écidas y lo més preocupante el

desgaste de recursos que antes se creian inagotables como el

agua, petréleo, gas, etc; han puesto en alerta a muchas I

industrias para Ilevar uria concientizacién en el uso de las

materias primas y en la optimizacién de los procesos, evitando la

contaminacién del agua, aire y suelo; reconociendo cuén

_ importante Aes la conservacién de la naturaleza y_eI papel que

esta cumple en la satisfaccién de las necesidades de| hombre.

Es asi que las naciones han ido creando leyes y normas que

�030 datan esténdares y niveles minimos de contaminacién

aceptables. V

Desde épocas remotas hasta Ia actualidad se ha fabricado y

creado productos desde los més sencillos hasta |os ma's

sofisticados; pues el avance de la ciencia y la tecnologia han

contribuido en ello, y es asi, como surgen |as diversas industrias.

La industria de la extraccién es una de las tantas, la cual se inicié

. con la extraccién de aceites esenciales y vegetales, hoy en dia

siendo de forma especi}401capara antocianinas, fenoles, quinonas,

' 12



terpenos, alcaloides, taninos, y saponinas. Para esta ultima se

han realizado estudios en diversos vegetales tales como la

quinua, penca, choloques, ajo, alfalfa, etc.

Las experiencias empiricas de antiguos pobladores registran el

aprovechamiento de plantas con propiedades espumantes y

jabonosas propias de la presencia de saponina; optando por la

de mayor e}401ciencia;se reconoce a la palma (cormo

especi}401camente)como una de ellas, clenti}401camente

denominado, Gladiolus communis Linnaeus para esta

investigacién. �031

El cual es un recurso intermedio en la presencia de este

metabolito secundario, saponina, que se encuentra en forma de

esteroides o triterpenos y due solo la poseen ciertas familias

como la Iridaceae, en comparacién con el boliche (Sapindaceae)

y la quinua (Amaranthaceae), los mas usados en las zonas

rurales de la serranla peruana. Por este motivo se puso todo el

interés.

Para la extraccién de esta sustancia_se emplea solventes

organicos modi}401candociertas variables en el proceso de

extraccién; como la concentracién de los solventes a usar y el

tiempo de reaccién que el proaeso requiera. Por esto se debe

conocer |as caracteristicas fisicas y quimicas del cormo a }401nde

realizar un proceso éptimo, pasando a veri}401cary comprobar las

. 13



caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la presencia de

saponina en el producto }401nala }401nde conocer sus potenciales

aplicaciones en las diversas industrias como: alimenticia,

farmacologica, cosmética, medicinal, etc.

A Este estudio se realiza porque se quiere aprovechar el recurso .

natural (cormo de gladiolo) de fa�031cilacceso e ignorado por los

pobladores de la provincia de Celendln�024Cajamarca,ademas

darle un uso secundario para que deje de ser visto solo como

planta ornamental, planteando un método de extraccién para la

�030 obtencién de un producto }401nalcon alta concentracion en

�031 saponina. V

El aporte tecnolégico derivado de este estudio serviria como

base para hacer un escalamiento del proceso a nivel piloto, un

mayor estudio y una posible comercializacién de| producto }401nal,

contribuyendo en el cuidado del medio ambiente al generar un

producto �034natural�0350 �034biodegradable�035.

1.2. Formulacién del problema

Problema general

¢',Cémo debe ser el método adecuado para la obtencion de

saponina del cormo de gladiolo por extraccién con solventes

orgénico?

14



Problemas especi}401cos

a) (;Cua|es son las caracteristicas fisicas y quimicas de|

cormo de gladiolo?

b) g,Cuales son las caracteristicas cualitativas y cuantitativas

de la presencia de saponina obtenida por extraccién con

solventes orgénicos?

1.3. Objetivos de la investigacién

Objetivo general

Seleccionar el método adecuado para la obtencién de saponina

del cormo de gladiolo por extraccién con solventes orgénicos.

Objetivos especi}401cos �030

a) Identi}401car|as caracteristicas fisicas y quimicas del cormo

de gladiolo.

b) Identi}401carlas caracteristicas cualitativas y cuantitativas de

la presencia de saponina obtenida por solventes

orgénicos.

1.4. Justificacién

Las razones que justi}401canla presente investigacién son:

a) Legal: La concentracién de saponina que contiene un

alimento es medida y controlada por la FAO, que es un

15



organismo internacional, pues Io mide como una toxina

contenida en dicho alimento.

b) Teéricaz La presente investigacién tendré un aporte al

campo de los productos naturales, pues se pretende

_ encontrar una forma especi}401capara la extraccién de la

saponina a partir de| cormo de gladiolo.

c) Tecnolégicaz Sistematizar |os métodos existentes para la

aplicacién en la extraccién de la saponina del cormo de

gladiolo y llegar a estandarizar este proceso en un futuro

�024 a un nive| de planta piloto.

. , d) Econémicaz El cormo de gladiolo es un subproducto de|

I gladiolo que crece de manera natural siendo desechado

% en la agricultura. Desde esta perspectiva se pretende dar

I V A un valor agregado a este material �034nodeseado�035que existe

en abundancia en la zona de José Galvez, caserio El

Paraiso, Celendin �024Cajamarca en los meses de enero a

mayo.
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ll. MARCO TEORICO �030

2.1. Antecedentes de| estudio

�034Extracciény cuanti}401caciénindirecta de las saponinas de

Agave Iechuguilla Torrey�035,Heméndez et al. (2010)

Se menciona |as caracteristicas de uso comun de| Agave

Iechuguilla Torrey en México, extrayéndose la saponina de la

pulpa de la planta, menciona el método de extraccién en donde

se evalué el tipo de solvente, |as variables tomadas en cuenta

fueron la temperatura y el namero de Iote. Para cuanti}401carIa

saponina se utilizé de base el método Hiai, en el que se varié el

tipo de acido y el tiempo de reaccién, hallando una relacién entre

el numero de az}402caresy la cantidad de saponina extraida.

�034Elaboraciénde un emulsionante cosmético a base de las

saponinas del agua de lavado de quinua (Chenopodium

quinoa) en ERPE�035,Gunsha L. (2013)

_ La planta utilizada en la presente investigacion fue el

Chenopodium quinoa, cultivada en la provincia de Chimborazo,

Ecuador, dandole un valor agregado al lavado de las semillas de

ésta por contener un alto poder emulsionante (saponinas), para

el cual se usaron pruebas cualitativas como produccién de

17



espuma; tamizaje fotoquimico; produccién de hemélisis de los

glébulos rojos, entre otros.

Se comprueba que es un buen emulsionante natural mejor que

los productos quimicos y con bajo impacto ambiental.

�034Estudiocomparativo de tres metodologias cuantitativas de

extraccién de saponinas de la Melisa officinalis (Toronjil)�035,

Flores et al. (2013)

En este trabajo se utilizé la planta Melisa officinalis com}402nmente

conocido como �034toronjiI"el cual se traté por el método de Cain-

Bohmann modi}401cado,obteniéndose saponinas, identi}401cadaspor

pruebas cualitativas como la prueba de la espuma, reaccién con

el reactivo de Salwosky, reactivo de Liberman-Bouchard y

reaccién con el écido sulf}402rico.

Aqui se comparé tres metodologias cuantitativas a partir de un

extracto hidroalcohélico de la planta. Se tuvo mayor e}401cienciade

3.9% en el primer método con la muestra desengrasada por

cloroformo.

�034Evaluaci6nde métodos de extraccién de saponinas de los

residuos del bene}401ciode Fique�035,Pérez y Quitién (2009)

En este trabajo se utilizé al }402quecomo materia prima, en el que

se encontré una alta concentracién de saponina, pero no en la

18



}401braque comunmente es usada sino en los desechos (jugo y

bagazo), pues generan volumenes de bio-solidos, aqui se usaron

|os métodos de extraccién asistida por ultrasonido (EAU) y

_ Soxhlet, relacién solvente-bagazo, tiempo. Posteriormente se

�030 comprobé la saponina cruda por gravimetria, cromatografia

(TLC) y espectrometria (IR), }401nalmenteconcluyendo que es un

% poco inaccesible para la industria.

�034Extraccién,cuanti}401caciény purificacién de saponinas de

' semillas de Chenopodium quinoa Willd provenientes de|

noroeste argentino�035,Vicente _G. (2013)

La materia prima usada es la Chenopodium quinoa Willd,

com}401nmenteconocida como la �034quinua�035,se usaron dos métodos

de extraccién, una con microondas (en las que_ las variables '

fueron temperatura, tiempo, relacién volumen de solvente/gramo

de quinua y porcentaje de alcohol) y a alta presién (usando gas

inerte, nitrégeno, �030lasvariables fueron presién manométrica

inicial, tiempo, temperatura y porcentaje de alcohol en las

mezclas hidroalcohélicas), para hacer un comparativo con los

métodos tradicionales. Se cuanti}401céla cantidad de saponina

presente en las pruebas, }401nalmenteobservando que el método

de gxtracqién con presiones altas es la de mayor rendimiento con

un 96,3% de pureza.
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�034cuantificaciénde saponinas en residuos de quinua real

Chenopodium quinoa WiIId�035,Lozano et al. (2012)

En el presente trabajo se realizé la cuanti}401caciénde| rendimiento

de extractos y en los residuos de escari}401cadosen las que se

encontré saponina generados en empresas exportadoras de

quinua de los departamentos de La Paz, Oruro y Potosi,

determinéndose que los rendimientos de extraccién varian desde

36,0 % hasta 39,4 % p/p, mientras que el porcentaje de

saponinas en el extracto varia desde 47,3% hasta 56,2 % y de

saponinas en el mojuelo desde 17,3 % hasta 22,1%.

Adicionalmente, se optimizé un método de extraccién de

saponinas por maceracién con mezclas hidroalcohélicas,

considerando los siguientes parémetros: Relacién masa/volumen

de extraccién; tiempo de extraccién y relacién porcentual

EtOH/H20 (vlv), en la que la mejor relacién mlv de extraccién es

1/9. El tiempo de extraccién éptimo es 72 h y la mejor mezcla de

extraccién es con EtOH/H20 50/50. La saponina hallada pasé

métodos cualitativos y cuantitativos como la espuma,

espectrofotométrico UV y por cromatografia HPLC, no

encontréndose diferencias en los 3 métodos aunque el método

HPLC es el que tiene menos error.
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�034Cuanti}401caci6nde saponinas en ajo genéticamente

seIeccionado�035,Diaz et al. (2006)

El trabajo consistié en la determinacién cuantitativa de saponinas

en una muestra de ajo genéticamente seleccionado. Se

cuanti}401céusando dos métodos: el primero indirecto, a partir de

la determinacién de los az}402caresIigados a la aglicona en las

. �031 saponinas; y el segundo directo empleando la técnica de .

cromatografia de liquidos de alta resolucién. Para el método

directo se puri}401céIas saponinas presente en los extractos de ajo.

�034Extracciény caracterizacién de saponinas de Dioscorea

composita y su transformacién en heteroesteroides�035,

Hernandez et al. (2011)

En Oaxaca, México se ha encontrado una especie rica en

saponina que es la Dioscorea composita (barbasco), utilizado por _

mucho tiempo en la medicina tradicional.

9 En este trabajo de investigacion se ilustra la importancia de|

estudio y explotacién racional de los recursos naturales y su

respectiva transformacién a derivados de importancia en la

terapéutica contra el cancer.
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2.2. Recursos vegetales con contenido de saponina presentes

en el Per}401

La abundancia de recursos en la naturaleza lleva a realizar

diversos estudios acerca de sus propiedades para ser

aprovechados posteriormente.

Es asi que una de las sustancias mas Ilamativas quiza�031por su '

poder espumante es la saponina, un compuesto de sabor amargo

que poseen algunos alimentos, hierbas, plantas de| desierto y

unas cuantas criaturas del mar como las estrellas y pepinos de

mar. (Lock, 0; 1994)

Dentro de las especies vegetales podemos identi}401caral ginseng,

fenogreco, alfalfa, paprika, etc. Algunas otras plantas

comestibles tales como los esparragos, agave, soya, cebollas

rojas, garbanzos, remolacha, ajos, etc.

Especi}401camenteen el Peru existen estudios de algunas plantas

que poseen este importante compuesto (saponina), tales como

variedades de quinua que se encuentran en las alturas. También

podemos encontrar a la alfalfa, el choloque, el ayampa, etc. La

saponina mas importante presente en la alfalfa es el 3 [3-0-

triglucésldo del écido medicagénico.

La quinua es un vegetal nativo de los Andes, no propiamente un

cereal, sino una dicotiledénea, utilizado tradicionalmente como

alimento, dada su capacidad para crecer en tierras pobres y a
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gran altitud y su elevado valor nutritivo, por su gran contenido en

almidén y la buena calidad de sus proteinas, mejor que cualquier

otro vegetal, contiene alrededor del 1 % de saponinas

compuestas por los glicésidos derivados de| écido oleanélico, de

la hederagenina y de| acido }401totolacagénico,y producen

espumas estables incluso a concentraciones del 0,1%,

situadas en la zona mas externa de la semilla, que tienen sabor

amargo y efectos anti nutritivos. (Miranda, R; 2010)

. Para nuestro caso tenemos al gladiolo, recurso usado

V _ generalmente como producto ornamentario, que en épocas

remotas fue usado como agente limpiador, es decir, generaba

espuma y al introducir Ia ropa en sus aguas, Ia dejaba Iimpia, algo

asi como un detergente o jabén.

2.3. Gladiolo (Gladiolus)

Los gladiolos o espadillas son un conjunto de especies naturales

' �030 e hibridos que se cultivan como planta ornamental.

(http://biologia.laguia2000.com/botanica/gladiolo)
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F IGURA N�0342.1

FLOR DE GLADIOLO

Fuente: http://garden.org/piants/photo/57389/

Taxonomia de la especie en estudio (véase el Anexo N° 2, en

la pégina 124):

Division : Magnoliophyta

Clase : Liliopsida

Subclase : Liliiadae

Orden : Lilialesu

Familia : Iridaceae

Género : Gladiolus

Especie : Gladiolus communis Linnaeus

Nombre vulgar : �034pa|ma�035
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FIGURA N° 2.2

Gladiolus communis Linneaus
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Fuente: Elaboracién propia.

Descripcién

Los gladiolos son plantas herbéceas que durante el invierno

desaparecen de la super}401ciede| suelo, quedando solo un tallo

subterra'neo o cormo, del que rebrotaré en primavera para dar

}402oresen agosto. Los tallos alcanzan desde los 30 cm hasta el

metro de altura, dependiendo de la especie y las condiciones del

medio. Las especies de gladiolo presentan tallos aplanados y

hojas ensiformes, en forma de espada, paralelinervas y

Ianceoladas. Las }402oresapicales entre 12 y 20 son hermafroditas

y no se diferencian |os pétalos de los sépalos (el conjunto se

denomina tépalos) son un total de 6, fusionados por la base con
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�031 forma tubular. El androceo son 3 estambres unilaterales y el

estilo es tri}401do.Generan un fruto con tres valvas y semillas

aladas.

(http://biologia.|aguia2000.com/botanica/gladiolo)

Polinizacién

Las plantas del género Gladiolus son polinizadas por insectos,

abejas, moscas o escarabajos, cada especie de gladiolo varia |os

colores y manchas de sus hojas. También cambian la

recompensa, polen o néctar, tanto en cantidad y concentracion

para adaptarla al gusto de los polinizadores.

(http://biologia.laguia2000.com/botanica/gladiolo)

Distribucién y habitat

La mayor diversidad del género se encuentra en el sur de Africa,

también en la zona mediterrénea de Europa, norte de Africa y

oriente de forma natural. El gladiolo puede crecer en diversos

habitats, soportando temperaturas que ronden |os 5 grados

durante el invierno (cuando no tiene parte aérea). Durante la

primavera necesita grandes cantidades de sol para crecer. La

}402oraciénse da cuando los dias son mas Iargos, con doce horas

de sol. No necesita mucha agua para crecer, aunque el aporte
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hidrico mejora la }402oracién.No son unas plantas que requieran un

suelo muy especi}401co,si bien tiene que estar bien drenado.

V Dependiendo de su coloracién foliar suelen tener mayores

requerimientos de magnesio, hierro o calcio. -

(http://biologia.|aguia2000.com/botanica/gladiolo)

2.4. El c}401rmode gladiolo

Cormos de Gladiolos (Verdeguer, A; 1981)

El gladiolo, ademés de multiplicarse por semillas, puede hacerlo

por �034cormos�035.La obtencién y manejo de este e|emento

reproductor requieren ciertos cuidados y atenciones a las que se

va a hacer referencia a continuacién.

El cormo es un érgano subterréneo que se utiliza normalmente

para producir plantas con }402or.Son, por tanto, poco frecuentes los

casos en que el cultivo con este }401nse inicia a partir de semilla.,

Tiene aspecto de bulbo. Es grueso, macizo y esté cubierto por

unas escamas o tdnicas que son los restos de las bases de las

hojas de la planta en que se ha formado. Posee nudos con yemas

y entrenudos. Boténicamente es un tubérculo caulinar, es decir,

originado por el tallo, aunque debido a su forma recibe

también el nombre de �034tuberibu|bo�035o �034bulbomacizo�035.Los

bulbos y los cormos tienen en comun la forma y el hecho de ser

érganos subterréneos, si bien |os bulbos estén formados, en su
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mayor parte, por hojas engrosadas y carnosas insertas en un

tallo corto y piano, llamado disco, mientras que ei cormo es

macizo y esta�031constituido fundamentalmente por un

engrosamiento de| propio tallo.

El cormo esta cargado de sustancias de reserva, sobre todo,

almidon. En su parte superior se encuentra una yema vegetativa

principal y, situadas lateralmente, otras secundarias. Si el cormo

tiene vigor su}401cientey esta en buenas condiciones, desarrolla

solo la yema principal, inhibiéndose el desarrollo de las

' secundarias. Cuando se planta un cormo, la yema principal brota,

dando Iugar a las hojas, a la vez que aparecen también ias raices.

Al desarrollarse el gladiolo, ei cormo utilizado se agota, pero es

reemplazado por uno nuevo que se forma encima de| anterior y

. pegado a él.

Si se arranca una planta de gladiolo que haya emitido la vara

}402oral,ai }401nalde las hojas se verén dos cormos, arriba el nuevo,

de mayor tama}401o,y debajo ei antiguo, o mejor dicho, sus restos.

En general, sobre ei cormo nuevo, dependiendo de las

variedades, se origina una cantidad variable de bulbillos,

procedentes de yemas laterales, que, manejados

convenientemente, adquieren, "a! cabo de uno o dos a}401os,

tama}401oadecuado para la produccion }402orai.El cormo nuevo,
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sometido a ciertos cuidados puede servir para la plantacién

siguiente.

caracteristicas fisicas de los cormos

Vamos a destacar aquellas caracteristicas que por su in}402uencia

en el buen desarrollo futuro de la planta, es necesario conocer y

juzgar a la recepcién de un pedido de cormos.

FIGURA N° 2.3

REPRESENTACION GRAFICA DE UN CORMO DE GLADIOLO

_ _ T coamo NUEVO

\ xgk}401pkx A T I z %%  A%
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1  '
Fuente: Revista �034HojasDivulgadoras�035- Nam. 17-18l81.

Tama}401o

Los cormos se clasi}401canseg}402nIa Iongitud de su perimetro o

circunferencia méxima.
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Peso V

El peso de los cormos, una vez recogidos, va disminuyendo

desde el momento sacado hasta Ia plantacién. Esta disminucién

depende fundamentalmente de| manejo, secado y

almacenamiento a que son sometidos. El peso difiere de unas

variedades a otras y, segun el tama}401o. V

En general, dentro de una misma variedad, el peso de| cormo

puede dar una idea de la calidad, ya que cuanto mayor sea su

- peso mayores seran las reservas que posee. Los cormos de peso

muy bajo hacen suponer un manejo incorrecto de los mismos.

Color de la epidermis

�030 Para poder determinar esta caracteristica hay que quitar |as

escamas o tunicas exteriores.

Los cormos de cada variedad tienen un color caracteristico que,

en ciertos casos, facilita Ia identi}401caciénde ésta.

De forma general puede decirse que:

- Los cormos de las variedades de }402orroja tienen colores

rojizos, mas o menos intensos. Asi, los cormos de la variedad

�034Oscar�035son de color rojo oscuro y los de la variedad �034Life

}402ame�035son de color rojo claro.

- Los cormos de las variedades de }402orrosa y salmén tienen

diversos colores, abundando mas los colores rosados como,
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por ejemplo, los de la variedad �034BenTrovato�035.Hay que

se}401alarel color blanco hueso de los cormos de la variedad

�034Friendship�035y el amarillo de los de las variedades �034Deciso�035y

�034Spicand Span�035.Los de la �034PeterPears" tienen color amarillo

melocotén con algo de rosa.

- Los cormos de las variedades de }402orblanca tienen color, por

ejemplo los de la variedad �034WhiteFriendship�035son de color

blanco hueso.

- Los cormos de las variedades de }402oramarilla tienen colores

claros. Por ejemplo, los de �034YellowSupreme�035son ligeramente

rosados, y los de �034Go|d}401e|d�035,blancos.

El letargo

Para determinar |os tratamientos a que se debe someter un

cormo, tiene que conooerse su estado de reposo vegetativo,

denominado letargo, en el momento de la recoleccién.

A este respecto, se sabe que los cormos formados en cultivos

realizados en verano y cosechados a finales de esta misma

estacién o primera mitad de| oto}401oestén «durmientes», 0 sea,

que se encuentran en estado de letargo, mientras que los

originados en cultivos de invierno y cosechados en primavera no

lo estén. El estado de los formados en primavera y oto}401oes

intermedio.
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En ultimo término, las variaciones de temperatura y las Iongitudes

de los dias habidos durante el desarrollo del nuevo cormo son

las que ocasionan estas diversas situaciones que afectan al

manejo de los cormos.

La duracién de| letargo depende, ademés, del manejo dado a los

cormos después de la recoleccién, especialmente en lo que se

re}401erea temperatura de conservacién. Esta duracién esté

también relacionada con la variedad y el tama}401ode| cormo.

En cormos cosechados a }401nalesde verano el letargo es,

aproximadamente, de tres meses.

lnhibicién de| letargo

Los efectos de| letargo pueden evitarse de una forma répida

sometiendo a los cormos a temperaturas bajas menores de 15°

C, y de forma Ienta a base de temperaturas elevadas, mayores

de 20° C. Las temperaturas de 30° C pueden mantener el estado

de letargo.

Cuando por medios arti}401cialesse ha anulado o disminuido el

_ periodo de letargo, o bien cuando este periodo ha transcurrido

naturalmente, |as temperaturas elevadas favorecen el

crecimiento. La yema principal se hincha "y se alarga, se forman

los esbozos de raices y hay que plantar |os cormos cuanto antes.
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Por el contrario, una vez que se ha eliminado el letargo las

temperaturas bajas inhiben o retardan Ia brotacién de| cormo.

Almacenamiento

El almacenamiento a bajas temperaturas tiene por objeto romper

el letargo de los cormos «durmientes» y retrasar Ia brotacién

tanto de éstos como de los que no lo son.

Si |os cormos deben almacenarse durante cuatro o cinco meses

se mantendrén a una temperatura baja. Lo normal es

introducirlos en cémaras frigori}401cascon una humedad relativa

comprendida entre el70%ye| 90%, a una temperatura de 3

I 6 4° C si |os cormos son «durmientes» y de 4 a 6° C si no lo

son. Los cormos pueden mantenerse en frigori}401cohasta que

aparecen Ios primeros esbozos de raices.

En general, |os cormos que no son «durmientes», son muy

sensibles a los cambios de alta a baja temperatura, por lo que

a}402nrecogidos en primavera deben llevarse inmediatamente a

conservacién a baja temperatura.

Recepcién de los cormos

Los cormos facilitados por empresas de reconocida solvencia

suelen enviarse en bolsas de red pléstica que, a su vez, van en

cajas de cartén. A su Ilegada, hay que inspeccionar y comprobar
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_ que los cormos estén sanos, no tengan da}401osmecénicos y no

Ileven tierra adherida.

2.5. La saponina, composicién y empleo

Las saponinas son glicésidos en los cuales varias unidades de

monosacéridos se enlazan mediante un enlace glicosidico a un

resto denominado aglicén. El aglicén puede ser de naturaleza

triterpénica o esteroidal y en funcién de esto |as saponinas se

clasi}401canen saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales

respectivamente.

FIGURA N° 2.4

ESTRUCTURA DE LA SAPONINA
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ENLACE GLICOSIDICO

Fuente:

http://wvvw.revistaciencias.com/publicaciones/EEAAF|A||ZAm}401zJKp.php

Se encuentran presentes en algunos vegetales que, como su

nombre indica, §9.n. capaces de formar espuma cuando se

agita en agua, como el jabén, pues tienen propiedades
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semejantes a este: cada molécula constituida por un e|emento

soluble en Iipidos y otro soluble en agua.

(http://wvvw.revistaciencias.com/publicaciones/EEAAF|A||ZAmf]z

JKp�024php)

Estos principios activos estén relacionados con las esterinas

vegetales, su caracteristica principal es la de contener muchos

grupos hidroxilos y uniones de tipo éter y Iacténicas.

La mayoria se ajustan a la férmula general CnH2n-8010.

(http://wvvw.plantasmedicinaIfarmacognosia.com/temas/glucosid

os/sapon inasl)

Tienen sabor amargo, y son capaces de producir la hemélisis de

los eritrocitos in vitro. Los contenidos varian del 0.1% al 5%. Son

probablemente productos de defensa de los vegetales contra sus

patégenos, especialmente hongos, y se encuentran sobre todo

en las zonas més externas de las plantas. (http://

milksci.unizar.es/bioquimicaltemas/toxico/otrassubstancias.html)

Por hidrélisis de las saponinas se obtienen carbohidratos y una

aglicona, Ilamada genéricamente sapogenina, Ia cual puede

tener un esqueleto esteroidal de tipo colano como la

esmilagenina; de terpeno tipo |3�024amirinacomo la chichipegenina;

tipo u-amiarina como el écido asiético; tipo Iupeol como la

estallogenina o tetraciclico como el panaxadiol, con la excepcién

de la cripotogenina. Las saponinas forman micelas y cambian
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la tensién super}401cialde los liquidos. Su tama}401omolecular se

encuentra entre los 600 Da y los 2700 Da, pero cuando forman

micelas pueden Ilegar a tener un peso molecular entre 70 y 150

KDa. Se ven afectas al pH de la solucién, ya que a altos pH sufren

hidrélisis, forméndose saponinas de menor peso molecular.

Se conocen dos tipos generales: esteroides como la digitonina y

triterpenoide como la aesculina (presente en las semillas de| falso

casta}401o).

La digitonina de las semillas de la digital es una saponina tipica.

Con la colesterina (un 3B - hidroxiesteroide) forma un compuesto

de adicién de muy baja solubilidad a lo cual puede atribuirse Ia

inhibicién de su accién hemolltica. La digitonina es un glucésido

formado por un pentasacérido y el esteroide digitogenina.

(http://wvvw.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/gluco

sidos/saponinas/)

Las agliconas triterpenoides estén bien representadas por el

écido queretaroico. El enlace glicosidico siempre se forma con el

oxigeno del carbono 3. Se conocen més de 200 saponinas

esteroidales, localizadas principalmente en las cotiledéneas

como liliéceas, amarilidéceas y dioscoreéceas, con excepcién de

las escrofulariéceas. Otras saponinas triterpenoides se han

aislado principalmente en dicotiledéneas.

(http://wvvw.cyclopaedia.es/wiki/Saponina)
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_ Usos de la saponina:

o Agroquimicos: El mecanismo funcional de la saponina es

en la tensién super}401cial.En aplicaciones como un agente

humectante para plaguicidas en polvo. La tasa de

suspensién de polvo mojable de plaguicidas puede

alcanzar hasta el 85% a 90% e incluso més del 95%. La

saponina podria ser utilizada como sinergista, en la

difusién de plaguicidas en emulsién. Podria ser utilizado

en el polvo soluble de herbicidas o herbicidas liquidos para

mejorar Ia e}401cacia.Puede reducir la dosis de herbicidas

puros.

La saponina, como un plaguicida biolégico, también

podria ser utilizado como insecticida, fungicida,

nematicida, como agente de Iimpieza de los estanques. El

insecticida que contiene saponina, mata |os gusanos,

Iombrices, nematodos, etc.

(http://vvww.ccbolgroup.com/teasaponina.html)

o Molusquicida: Es un molusquicida natural orga'nico sin

ning}402ntipo de da}401opotencial para los humanos, Ios

animales y el medio ambiente.

Se aplica en los campos de arroz para matar a los

caracoles, sobre todo Golden Apple. Se puede garantizar
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Ia cosecha y calidad superior de arroz sin elementos

nocivos acumuladas. (http://vvww.ccbo|group.com/teasa

- ponina.htm|)

o Acuicultura: Es ampliamente utilizado en la acuicultura

para eliminar los peces no deseados y los insectos

nocivos en los peces y estanques de camarones. Ayuda a

. |os camarones a despegar el shell y mejora su

crecimiento.

(http://wvvw.ccbolgroup.com/teasaponina.html)

o Alimentacién: Desintoxica rapidamente el agua y no son

perjudiciales para el ganado y las personas que pueden

usar el agua. No dejan residuos nocivos acumulativos, y

es fécil de usar.

En la ganaderia, se puede reducir el nivel de colesterol en

el interior de los animales y desarrollar productos de bajo

contenido de colesterol procedente de animales.

La T. Saponina para piensos es e}401cazy sustituye Ios

antibiéticos, puede reducir |as enfermedades para los

seres humanos y animales y mejora toda la industria de

cria acua'tica. (http://www.ccbolgroup.Com/teasa

ponina.html)

o Construcciénz La T. saponina puede ser utilizado como

agente espumante y de estabilizacién de la espuma como
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agente en la produccién de hormigon. Tiene una funcion

especial en los aglomerados de maderas.

(http://vvvvw.ccbo|group.com/teasaponi na.htm|)

o Quimica: La Saponina se puede utilizar para la

produccién de champu para el lavado de cabello. Tiene

buenos efectos en el cabello, la proteccion, Ia in}402amacién, '

Ia eliminacion de la caspa. La Saponina también se puede

utilizar para Iavar la ropa y no reduce el color 0 se encogen

y por lo tanto la industria textil no pierde brillo.

(http:l/wvvw.ccbo|group.comlteasaponina.html)

o Medicina: La Saponina tiene caracteristicas anti-

lnflamatorias.

Durante el periodo primario de la in}402amacion,puede

normalizar |os vasos capilares; regular el contenido de

azucar en sangre, reduce el colesterol, previene las

enfermedades cardiovasculares, puede aliviar la tos y

curar Ia bronquitis y los edemas pulmonares, también

puede eliminar |as bacterias y restringir el albicans blanco,

y escherichia coli, puede incluso frenar la absorcion del

alcohol y la disolucion del alcohol en la embriaguez.

(http://wvwv.ccbolgroup. com/teasaponina.html)

En el parénquima pulmonar se traduce en una accion

expectorante, sobre las células renales produce una
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accién diurética y sobre los glébulos rojos una accién

hemolitica. Como norma general, |as drogas con

saponinas producen una accién expectorante, diurética,

depurativa, t6nico�024venosay de disminucién del colesterol.

(http://wvvw.|itoimagen.com.mx/encuentro/EncuentroEner

o2015.pdf)

�024 Las saponinas esteroidales sirven como materia prima en

la hemisintesis de hormonas sexuales y corticales.

Aunque se absorben mal en el tracto digestivo,

favorecen la absorcién de otros compuestos: |os

cardioténicos. '

(http://wvvw2.congreso.gob.pe/sicr/cendocbib/con4_uibd.

nsf/F68CACA23832E38A05257D8EO0555A7E/$FlLE/ne

blina-norte.pdf)

o Bebidas: La Saponina en el vino, puede evitar que la

levadura actue, y obtener una calidad estable. También se _

puede utilizar en los vinos espumantes.

(http://www.ccboIgroup.com/teasaponi na.html) .

o Limpieza: T. Saponina es uno de los surfactantes no

iénicos més natural, tienen una mejor funcién de �031

emulsi}401cacién,en la Iimpieza la dispersién y la espuma.

. Cuando se utiliza como detergente para Iavar ropa, jersey

de Iana y tela, etc., posee no sélo facultad de limpiar la
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suciedad grasienta, limpia mejor que otros similares,

también hace Ia tela inmarchitable, fresca, brillante y

suave. ( http: //wvvw.ccbo|group.com/teasaponina.html)

o Mineria y Petréleoz La T.Saponina como resultado de la

funcién de la Tensién super}401cial,se puede usar para la

explotacién petrolera. En la mineria, puede ser un

excelente agente de }402otacién, mejorando

signi}402cativamentela e}401cienciade }402otacién.También en

% |os procesos de recuperacién de| cobre, evitando la

contaminacién de gases téxicos. ( http://vwvw.ccbo|group.

com/teasaponina.htm|)

o Fotografia y copias: Utilice T. Saponina para procesar

papel de copia, se puede aumentar la claridad y calidad.

Y para hacer Ia pelicula fotogré}401ca,se puede mejorar

signi}401cativamentela calidad de imagen y brillo. ( http:

//www.ccbo|group.com/teasaponina.html)

o Contra incendios: La Saponina tiene una capacidad de

espuma muy fuerte, y tiene buena funcién retardante de

fuego. Puede convertirse en agente de lucha contra

incendios.(http://www. ccbolgroup.com/teasaponina.htmI)
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2.6. ldentificacién de la presencia de saponina

Para la identi}401caciénde saponinas se emplea un screening

fotoquimico por el método de Cain-Bohmann modi}401cado

obteniéndose presencia de buena cantidad de saponinas, las

cuales son identi}401cadascomo saponinas triterpenoides

utilizando pruebas cualitativas como son: prueba de la espuma,

reaccién con el reactivo de Salwosky y con el reactivo de

Libermann - Bouchard. (Flores, T; 2013)

Una de las principales propiedades de las saponinas son la

solubilidad en alcohol absoluto y otros solventes orgénicos, las

soluciones adquieren una coloracién blanca a ligeramente parda.

El reactivo de Liebermann-Burchard see preparé midiendo el

volumen necesario de acido sulftirico, calidad analitica y

colocandolo en un frasco de Erlenmeyer, se colocé algunos

minutos en un freezer, y luego se agregé Ientamente el volumen

de anhidrido acético necesario, calidad analitica agitando

continuamente. Es de destacar que si |os reactivos se mezclan

al revés, se forman �034compuestos�035de color amarillo que puede

Ilegar a ser intenso si no se enfrié adecuadamente.

Probablemente ocurre una reaccién de deshidratacién, formando

grupos metilenos no saturados que dan productos de

condensacién coloreados con los aldehidos. Los triterpenos dan

un color rojo y los esteroides color verde con la mezcla de
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anhidrido acético y écido sulftirico, Io cual permite diferenciar |as

saponinas triterpénicas de las esteroidales. La formacién de

compuestos coloreados entre las agliconas triterpénicas y

vainillina disuelta en écido perclérico concentrado. (Vicente, G;

2013)

2.7. ldentificacién cuantitativa de la saponina

El método mas exacto para la determinacién de la concentracién

de saponinas en solucién esté dado por la cromatogra}401aIiquida

de alto desempe}401oHPLC (Valle, V; 2000). Este método indica la

concentracién de saponinas y el per}401lde| extracto o solucién y

permite mostrar el efecto de la hidrélisis por el notable cambio de

. per}401l.

En el extracto se puede determinar el contenido de saponinas de

diversas maneras (espectrofotometria, cromatografia gaseosa,

cromatografia Iiquida de alta presién, etc.). Un ejemplo es la

determinacién que se realizé por derivatizacién de las saponinas

y medicién de su absorbancia en la parte visible de| espectro a

528 nm. Para la cuanti}401caciénde las saponinas en el extracto se

derivatizaron mediante Ia reaccién de Libermann-Burchard:

"Para dar coloracién a la solucién de saponina total extraida se

utiliza el reactivo de color. La muestra fue leida a una Iongitud de

onda de 528 nm. La presente técnica no tiene interferencia con
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colores que pueda presentar la planta y tiene Ia virtud de

determinar el total de las saponinas presentes en el producto�035.

Las saponinas con anisaldehido, vainillina u otros aldehidos

arométicos en un écido mineral fuerte, por ejemplo (sulf}402ricoy

perclérico) dan con las agliconas productos coloreados que

absorben entre 510 y 620 nm.

Se tomé 1,00 mL de la solucién de| extracto alcohélico (cuando

fue necesario, la solucién del extracto se diluyé previamente,

utilizando etanol absoluto o isopropanol absoluto, segan el

extractante utilizado) y se le agregé Ientamente (ya que la

b reaccién es fuertemente exotérmica, y se pueden producir

proyecciones) 3,50 mL de| reactivo de Liebermann- Burchard

(que se debe preparar en el momento de realizar la

determinacién ya que no se conserva). La solucién se agité en

un yortex, repitiendo a intervalos regulares durante 30 minutos,

antes de los 50 minutos, se procedié a medir la absorbancia.

La Iongitud de onda que correspondié al méximo de absorbancia

se determiné mediante barrido espectral entre 400 y 600 nm a

una velocidad de 1 nm/s. Se construyé utilizando como droga

patrén saponinas de quinua puri}401cadasdos veces por

recristalizacién y secadas con vacio a 60°C. La masa de

saponinas para preparar la solucién patrén concentrado se midié

en una balanza analitica a la centésima de miligramo y se disolvié
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en un matraz aforado con etanol al 96%. A partir de la soiucién

patrén concentrado se realizaron diluciones con el mismo

solvente. (Martinez, M et al; 2008)

Para cada una de ellas se midié Ia absorbancia entre los 30 y los

_ 50 minutos. Con el conjunto de datos y utilizando Excel se realizé

Ia gré}401cay se obtuvo por correlacién lineal Ia ecuacién que _

relaciona Ia concentracién de saponinas con la absorbancia.

La absorbancia obtenida es la sumatoria de los aportes de la

saponina, del reactivo y la de| pigmento (sustancias coloreados

que contiene Ia semiila cie quinua). Por ello se realizé un blanco

que contuvo una solucién del extracto sin el reactivo de color

para determinar cuanto es su absorbancia, luego se midié la

_ absorbancia de| reactivo sin la muestra, para luego restar ambas

a la absorbancia de la muestra.

A AM (Absorbancia medida) = AS + AR + AP

_ Por lo tanto: AS = AM �024AR - AP

- AS: Absorbancia de la saponina

- AM: Absorbancia medida de la muestra

- AR: Absorbancia del reactivo

- AP: Absorbancia del pigmento
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GR/\FlCA N° 2.1

RELACION DE SAPONINA CON LA ABSORBANCIA

DETERMINADA A 528NM
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'm1~m;£:~rrnAm:s: .92 §&Fsr§§=..�031:�030*.~iA:22: 93:3

Fuente: http://laquinua.blogspot.pe/2009/02/determinacion-de-

saponina-total-en.htm

2.8. La técnica del rotavapor

Un evaporador rotatorio o ROTAVAPOR, es un dispositivo que

se utiliza en laboratorios de quimica para la eliminacién e}401ciente

y suave de disolventes en sustancias a través de la evaporacién.

(Manual de instrucciones Rotavapor R-3; 2009)

Cuando se hace referencia en la Iiteratura de investigacién

quimica, la descripcién de la utilizacién de esta técnica y los

equipos pueden incluir la frase "rotavapor", aunque el uso es a

menudo bastante marcado por el lenguaje (por ejemplo, "la

muestra se evaporé a presién reducida").Los rotavapores
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también se utilizan en la cocina molecular para la preparacién de

destilados y extractos.

Un sistema sencillo de un rotavapor fue inventado por Lyman C.

Craig. Se comercializé por primera vez por la empresa suiza

Bilchi en 1957. Otras marcas de rotavapores comunes son

Heidolph, La'bTech, Stuart, SENCO, IKA y EYELA.

En la investigacion el mas comL�031rnes el de sobremesa con unidad

de 1L, mientras que las versiones a gran escala (por ejemplo,

20L-50L) se utilizan en plantas piloto en las operaciones de

quimicos comerciales.

Dise}401o

Los principales componentes de un Rotavapor son:

1. Una unidad de motor que hace girar el matraz de evaporacién

0 el vial que contiene Ia muestra de| usuario.

2. Un conducto de vapor que es el eje de rotacién de la muestra,

y es un conducto de prueba de vacio para el vapor que se extrae

de la muestra.

3. Un sistema de vacio, para reducir sustancialmente Ia presién

en el evaporador.

4. Una unidad de calefaccién (ba}401omaria) para calentar la

muestra.
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5. Un condensador, ya sea un serpentin refrigerante, 0 un "dedo

frio" en los que se colocan las mezclas de| refrigerante como

hielo seco y acetona.

6. Un frasco de recoleccién de condensado en la parte inferior

del condensador, para atrapar el disolvente destilado después de

que se re-condensa.

7. Un mecanismo motorizado o mecanico para levantar

répidamente el matraz de evaporacién de| ba}401ode calefaccién.

El sistema de vacio utilizado en los rotavapores puede ser tan

simple como un aspirador de agua con una trampa, inmerso en:

un ba}401ode agua fria (para solventes no téxicos), 0 tan complejo

como una bomba de vacio mecénica regulada con trampa

refrigerada.

El material de vidrio utilizado en la corriente de vapor y el

condensador puede ser simple 0 complejo, dependiendo de los

objetivos de la evaporacién, y cualquier propensién a los _

compuestos disueltos podria dar a la mezcla (por ejemplo,

espuma o "bump").

lnstrumentos comerciales disponibles, incluyen |as

caracteristicas bésicas, y varias trampas son fabricadas para

insertarlas entre el matraz de evaporacién y el conducto de

vapor
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Los equipos modernos a menudo agregan caracteristicas tales

' como control digital de vacio, display digital de temperatura y

velocidad de rotacién, y la deteccién de la temperatura de| vapor.

j . FIGURA N° 2.5 �030 V 7 -

V . EVAPORADOR ROTATORIO o ROTAVAPOR �030

. - �0313&7 \

�030 V-,_ '
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. , N ":5-.g.fr'.;':i E _ af�030 J - ,

ya!" �030.�034..-u- '7�030v 1

1 -' "4. 4�030-_.�034 �0301

a » K I 9 a  
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�031 �030 ~ ';;_'i:�030f�031jC�030;�035.�035-

. > "- . ,_,_ C V �034�031~ 3

V a * V 9 Fuente: Manual de |n'strucciones Rotavapor R-3
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FIGURA N° 2.6

PRINCIPALES COMPONENTES DE UN ROTAVAPOR
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Fuente: Manual de lnstrucciones Rotavapor R-3

Funcionamiento °

El rotavapor es un aparato que sirve para quitar el solvente de

una mezcla 0 de un compuesto. Es una variante de una
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destilacién a presién reducida. Consiste en sujetar un matraz en

una boca. Una vez esto hecho, el aparato disminuiré la presién

ejerciendo un vacio sobre el contenido de| matraz. Como es de

esperarse, el punto de ebullicién de la mezcla disminuye mucho.

A veces el punto de fusién disminuye tanto que el disolvente

hierve a temperatura ambiente. El disolvente extraido es enviado

por un conducto hacia un circuito donde se enfriaré. Muchos

utilizan rotavapores antiguos donde éste conducto es un tubo en

espiral muy largo, y lo enfrian con agua helada. Hay rotavapores

que envian el solvente evaporado a una cémara donde entraré

en contacto con acetona y hielo seco; esta mezcla enfria cerca

de los -70 °C. Aqui, evidentemente, el solvente se condensaré y

pasaré a un colector donde se podré recuperar.

F inalmente |as fases quedan separadas: en el colector el

disolvente y en el matraz |os compuestos sélidos que hubieran

estado disueltos.

Aplicaciones del rotavapor

El destilador por rotacién (rotavapor), es de gran utilidad en los -

laboratories de Quimica y Bioquimica, este equipo es utilizado

para la destilacién y retrodestilacién de diversos liquidos

(disolventes), también esté destinado para el trabajo en
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laboratorios de investigacién de la industria, las escuelas de nive|

licenciatura y universidades pablicas y privadas.

Seguridad

Existen riesgos asociados incluso con operaciones simples como

la evaporacién. Estos incluyen implosiones resultantesdel uso

- de| material de vidrio que contiene defectos, tales como grietas.

Las explosiones �030puedenocurrir a partir de la concentracién de

impurezas inestables durante la evaporacién, por ejemplo,

_ cuando una solucién etérea que contiene peréxidos. Esto

también puede ocurrir cuando se toman ciertos compuestos

inestables, tales como écidos orgénicos y acetiluros, nitro-

compuestos que contienen moléculas con energia de

deformacion, etc. hasta Ia sequedad. El cambio de la rotacién

durante la evaporacién también puede resultar en una

"exp|osién�035de golpes.

Los usuarios de equipos rotavapores deben tomar precauciones

para evitar el contacto con las piezas giratorias, particularmente

enredo de ropa suelta, pelo o collares. Bajo estas circunstancias,

Ia accién consecuente al exponerse a las partes giratorias se

puede recurrir a los usuarios a peligros como rotura de vidrio,

quemaduras y exposicién a sustancias quimicas. Una precaucién

adicional debe aplicarse también a las operaciones con
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o Sinergisfa: Agente que incrementa de la accién de

diversas sustancias debido a que actuan conjuntamente.

�030 0 Shell: Céscara.

- T- Saponina: Materia prima que se extrae de las semillas

de camelias con procesos de tecnologia.

o Hemisintensis: Simisintensis, sintesis parcial.

o Cardioténico: Sustancia de naturaleza esteroidica que

debido a su accién a nivel cardiaco provoca un aumento

de la frecuencia (cronotropico), excitabilidad

(batmotropico) y contractilidad (inotropico) de las }401bras

miocérdicas.

o Surfactantes: También Ilamada tensoactivos o

tensioactivos, que son sustancias que in}402uyenpor medio

de la tensién super}401cialen la super}401ciede contacto.entre

dos fases (dos liquidos insolubles uno en otro).

o Absorbancia: Se de}401necomo la relacién (logaritmica)

entre la intensidad de la luz que incide sobre una muestra

y la intensidad de esa misma luz que es transmitida a

A través de esa muestra.

6 Espectrofotometria: Medicién de la cantidad de energia

radiante que absorbe o transmite un sistema quimico en

funcién de la Iongitud de onda; es el método de anélisis
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éptico més usado en las investigaciones quimicas y

bioquimicas.

o TLC: Cromatografia de capa }401naes la herramienta inicial

para la caracterizacién y la separacién de muchos

compuestos orgénicos. Esta técnica analitica es esencial

para la identi}401cacién,separacién y puri}401caciénde

sustancias con actividad biolégica }402til.

o HLPC: La cromatogra}401aIiquida de alta e}401caciaes un tipo

de cromatografia en columna utilizada frecuentemente en

bioquimica y quimica analitica, para separar Ios

componentes de una mezcla baséndose en diferentes

tipos de interacciones quimicas entre las sustancias

analizadas y la columna cromatogré}401ca.

o Rotavapor? Es un aparato de destilacién rotatorio asociado

a un ba}401omaria que es usado principalmente en

laboratorios de sintesis quimicas, investigaciones en

bioquimica y anélisis quimico cualitativa y cuantitativo de

extractos de naturaleza orgénica e inorgénica.

- Solvente: Son liquidos o gases que pueden disolver o

extraer otras sustancias. %
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III. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. De}401niciénde las Variables de la investigacién

' VZ= Obtencién de saponina�030 _
de| cormo V _de gladiolo

�024 ' ' . mediante Ia �031léxtraccién por -
. - solventes orgénicos.

', . _ Relacién 7 (x, Y) ' %

X = Caracteristicas }401sicasy quimicas de|
cormo de gladiolo. -

' ' Y = Caracteristicas cualitativas y
cuantitativas de la presencia de saponina
obtenida por solventes orgénicos.
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3.2. Operacionalizacién de variables

INDICADORES METODO
DEPENDIENTE W1

Z = Obtencién . Tiempo - Horas ldenti}401cadosX e

de saponina de| . Concentracion 0 mg/ml Y se realizaron

cormo de gladiolo . vemcidad de . rpm ensayos en los

mediante Ia agitacién . «C laboratorios de la

extraccién por . Temperatma F|Q�024UNAC.

solventes orgénicos.

INDICADORES METODO
INDEPENDIENTEWI

X = Caracteristicas o Humedad o % Anélisis de

fisicas y quimicas . Proteinas Iaboratorio y

de| cormo de . cenizas revisién de

gladiolo. . Fibra publicaciones.

o Grasas

Y = Caracteristicas o Absorbancia o Adimensional Entrevista y

cualitativas y . concentracion . mg/m| revisién de la

cuantitativas de la teoria.

presencia de

saponina obtenida

por solventes

orgénicos. V
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3.3. Hipétesis General e hipétesis especificas

Hipétesis General

Si obtenemos la saponina a partir del cormo de gladiolo por

extraccién con solventes Qrgénicos en una concentracién mayor

al 20%, entonces la seleccién de| método sera el adecuado.

Hipétesis Especi}401ca

a) Las caracteristicas fisicas y quimicas del cormo de

gladiolo de la variedad Gladiolus communis Linnaeus,

previo tratamiento preliminar, son apropiados para la

extraccién de saponina.

b) Mediante la realizacién de pruebas cualitativas y

cuantitativas la saponina obtenida por extraccién con _

solventes organicos, posee caracteristicas efectivas en

las aplicaciones de diversos procesos industriales.

61

I



IV. METODOLOGiA

4.1. Tipo de investigacién

El presente proyecto de investigacién tiene una inclinacién hacia

un enfoque cualitativo y cuantitativo respecto a la saponina

contenida en el cormo de gladiolo pues se obtendrén |os

parametros éptimos que en este caso son concentracién, tiempo,

velocidad de agitacién, temperatura.

El per}401lde investigacién tiene los siguientes niveles: aplicada,

experimental, mixta, exploratoria, de Iaboratorio.

A. Es aplicada porque |os parametros obtenidos ayudan a

optimizar la obtencién de saponina.

B. Es experimental porque se harén varias corridas ajustando

|as diversas variables a medir hasta obtener el éptimo.

C. Es mixta porque primero se tendré que hacer pruebas

cualitativas para tener Ia certeza de haber obtenido saponina

y cuantitativa para saber el rendimiento obtenido.

D. Es exploratoria porque ahonda la investigacién en determinar

especi}401camenteparémetros que optimicen la extraccién de

saponina de la materia prima.

E. Es a nive| Iaboratorio porque |as pruebas realizadas seran a

nive| de Iaboratorio, en varias pruebas-error.
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4.2. Dise}401ode la investigacién

- M PRIMERA ETAPA DE LA
INVESTIGACION;
lDENT_|FlCAR "X�035 _
Método:
Anélisis de Iaboratorio y
revision de publicaciones.

TERCERA ETAPA
' DE LA

INVESTIGACION:
DEFINIR �034Z�035
Método: T§s§.J;S
Teniendo en cuenta "X" PLANEEEADA
y �034Y�035identi}401cados.se �031

' realizaron los ensayos
en el Iaboratorio.

�034SEGUNDAETAPA DE LA
_ lNVESTlGACl0N:'
CONOCER"'Y" A
Método: _
Entrevista y asesorfa de
conocedores del tema. A
Revisién de la teoria.

Z= Obtencién de saponina del cormo de gladiolo mediante Ia

extraccién por solventes orgénicos.

X= Caracteristicas fisicas y quimicas de| cormo de gladiolo.

Y= Caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la presencia de

saponina obtenida por solventes orgénicos.
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4.3. Poblacién y muestra

Poblacién: Se utilizé 1kg de cormos de gladiolo (Gladiolus

communis Linnaeus), que fueron traidos del caserio El Paraiso,

distrito de José Gélvez, provincia de Celendin, departamento de

Cajamarca �024Peru ubicado a unos 2645 m.s.n.m.

Muestra: Se tomé 10g de materia prima (cormos sometidos a

diferentes operaciones como lavado, pelado y rallado), por cada

prueba experimental designada.

4.4. Técnicas e lnstrumentos de Recoleccién de Datos

4.4.1. Lugar de ejecucién

Las pruebas experimentales se realizaron en dos etapas. La

primera en el Iaboratorio de }401sicoquimicay Ia segunda en el

Iaboratorio de investigacién, ambos en la FIQ-UNAC.

4.4.2. Técnica de recoleccién de datos

A) Tratamiento fisico

La preparacién de muestra recibié varias operaciones

detalladas en el item 4.4.4.

B) Acondicionamiento con solventes orgénicos

La muestra se maceré en dos etapas la primera con acetato

de etilo y la segunda con etanol.
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C) Obtencién de saponina en estado acuoso - sélido

Mediante el uso de| rotavapor se obtuvo la saponina en un

estado acuoso- sélido.

D) Anélisis cualitativo-cuantitativo

Método reaccién de Liebermann-Burchard (anélisis

cualitativo) y Método HPLC acondicionado (anélisis

cuantitativo), que serén explicados y detallados més

adelante.

4.4.3. lnstrumentos de Recoleccién de datos

A) Materia prima

- Cormos de gladiolo

B) Materiales

- Bagueta V

- Lunas de reloj

- Rallador

- File

- Vasos de preclpitado de 50, 250, 100, 500. 1000 ml

- Pipeta de 1 y 5 ml

- Frascos peque}401os

- Probeta de 25 ml y 100 ml

- Placas Petri

- Cuchillos
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- Embudo

- Espétula

- Pinzas

- Papel }401ltro

- Capilares

- Fiolas 10 ml

- Placas HPTLC SILICAGEL

C) Equipos

- Balanza analitica

- Campana extractora

- Agitadores magnéticos

- Estufa

- Refrigeradora

- Ba}401omaria

- Rotavapor

- Espectrofotémetro IR

- Cromatégrafo UV

D) Reactivos y solventes

- Acetato de etilo

- Etanol 99% v/v

- Butanol 99% v/v

- Metanol 99%v/v

- Agua bidestilada
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- Vaselina industria

- Acido sulfurico concentrado

- Cloroformo

- Anhidrido acético

4.4.4. Procedimiento de Recoleccién de datos

A) ldentificacién de materia prima

La materia prima utilizada en esta experimentacién fue el

cormo de gladiolo (Gladiolus communis Linnaeus)

provenientes de| caserio El Paraiso,. distrito de José Gélvez,

Celendin, Cajamarca, recopilada entre los meses de enero y

�030 mayo dei 2015. La poblacién total fue de 1 kg.

FIGURA N° 4.1

Gladiolus communis Linnaeus EN LA CHACRA

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 4.2

COSECHA DEL CORMO DE GLADIOLO
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Fuente: Elaboracién propia.

F IGURA N° 4.3

LLEGADA DE GLADIOLOS A LIMA

�024�030 �030M �031j't=-: �030.5?
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Fuente: Elaboracién propia.

68



B) Caracterizacién de la materia prima

Para tener una mayor exactitud en la composicién de| cormo

de gladiolo se realizo una marcha }401toquimicaen la Facultad

de Farmacia y Bioqufmica �034Entrofarma�035,centro de Control

Analitico, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

C) Acondicionamiento de la materia prima

Una vez elegido |os cormos de acuerdo al tama}401oy Iozania

se proceden a su acondicionamiento.

FIGURA N° 4.4

CORMOS ELEGIDOS PARA LAS CORRIDAS

.;.. y�030 V, . ;,&g .
. ( I? 3% / �031_W�030 V �030

E: �030I K V�030 . / �030 r I�030�030

.. ~.,» �030I Inga�030- M :

Fuente: Elaboracién propia.

i. Descamado del cormo

Se saco Ias escamas que los rodean.
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FIGURA N° 4.5

DESCAMADO DE CORMOS

P. > , > : �030-1

�030 V, gvég�030Q,�031�034J�031

I 'f .""�034'�030
..._w_._..�030_.i.._

Fuente: Elaboracién propia.

ii. Lavado V

Luego del descamado, se lavé los cormos a }401nde evitar la

presencia de particulas en la super}401cie,suciedad.

FIGURA N° 4.6

CORMOS LAVADOS

�030 _

Fuente: Elaboracién propia.
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iii. Pelado

Se pelaron empleando un cuchillo de cocina, dejando la pulpa

totalmente limpia.

FIGURA N° 4.7

CORMOS PELADOS

"9' .J~ ta .
_ �0311�030?xr�030 av �030 ;}

�030
, ' 559- �034

 % % J

Fuente: Elaboracién propia.

iv. Rallado

Posteriormente se rallaron con la parte més }401nadel rallador.

FIGURA N° 4.8

RALLADO DE CORMOS

�030E
I % A

�030L

L

Fuente: Elaboracién propia.
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v. Pesado

Se empleé una balanza electrénica con cuatro decimales de

exactitud para pesar una muestra de 10g de cormo por cada

corrida.

F IGURA N° 4.9

PESADO DE CORMO (10 g)

- -

Fuente: Elaboracién propia.

D) Procesamiento de la materia prima

i. Extraccién I

A |os 10g de cormo, se agregé 100ml de acetato de etilo (1:10

p/v) para su desengrase, se llevé a agitacién magnética

seg}402nIa velocidad de agitacién designada, por un tiempo

estimado de 1 hora y 30 minutos para cada corrida.
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FIGURA N° 4.10

DESENGRASE CON ACETATO DE ETILO

�030=5 

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.11

AGITACION MAGNETICA DE LA MUESTRA

�031 A '1
4 Int : ' �034

I 3 '7'
�031 �030Hz-I0h~ A

/ % \
. ' �030x

_ �030 =-.5
 .'.-~�030

V V . V

�030''''':~~- _ ... _ l_ _. I I

Fuente: Elaboracién propia.

Después de la agitacién se dejé en reposo por 24horas.
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ii. Decantacién

Pasado el tiempo de reposo, se separé Ia fase Iiquida del

sélido, quedando esta Liltima y desechando la primera, para

separar de la muestra la grasa presente.

FIGURA N° 4.12

CORMO SIN ACETATO DE ETILO

ff �030 """�034'D-v
.£;-:;.x�030-1..

K I . >

Fuente: Elaboracién propia.

iii. Secado

La muestra sélida obtenida se llevé a la estufa y fue sometida �030

a 80°C para la evaporacién total del solvente acetato de etilo

(Teb = 77,1 °C), Iuego se colocé en el desecador hasta

temperatura ambiente.
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FIGURA N° 4.13

MUESTRAS SALIDAS DE LA ESTUFA

% ,,\

  .*=;>«

Fuente: Elaboracién propia.

iv. Maceracién I

La muestra seca fue colocada en un vaso de precipitado al

cual se le a}401adiéel solvente de maceracién (30m| de etanol,

a las diferentes concentraciones designadas como variables

de estudio) en la proporcién de 1:3 p/v con respecto a la

muestra inicial.

El tiempo estipulado para cada experiencia fue de 48 horas.

v. Filtracién I V

Pasado el tiempo se }401ltréla muestra, Ia solucién }401ltradafue

almacenada en un recipiente (primer extracto), y la parte

sélida nuevamente macerada.
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FIGURA N° 4.14

FILTRACION DE MUESTRAS

Fuente: Eiaboracién propia.

vi. Maceracién ll

La muestra sélida obtenida anteriormente fue colocada en un

vaso de precipitado al que se Ie a}401adiéei solvente (30m| de

etanol) en la proporcién de 123 plv, de igual forma que en la

maceracién I; se agité con una bagueta y se dejé macerar por

24 horas.

vii. Filtracién il

Se }401itréy se obtuvo un segundo extracto, la parte sélida fue

desechada.

Se mezclé el primer extracto con este ultimo.

viii. Ba}401omaria

La mezcla de los extractos obtenidos en la maceracién I y H

fue llevada a ba}401omaria a 80°C hasta Ia evaporacién total de

los solventes.
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FIGURA N�0304.15

EVAPORACION DE LOS EXTRACTOS

Fuente: Elaboracién propia.

ix. Disolucién

La muestra seca (con aspecto de gel solidi}401cado

�030 amarillento) se diluyé con 5m| de agua bidestilada.

FIGURA N° 4.16 FIGURA N° 4.17

MUESTRA DESPUES DISOLUCION DE LA MUESTRA

DE SECADO EN BAFJO MARiA CON AGUA BIDESTILADA

» 2

Fuente: Elaboracién propia. Fuente: Elaboracién propia.
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x. Extraccién II:

Seguidamente se Ie a}401adié200ml de solvente etanol-butanol

(3:1 v/v) en la proporcién de 1:20 plv con respecto a la masa

inicial (10g cormo), déjando sedimentar por 30 minutos en el

que se formé dos fases.

FIGURA N° 4.18

PREPARACION DEL SOLVENTE ETANOL-BUTANOL

? \ \i L \ R

_ TT >�024 J

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.19

ANADIDO DE SOLVENTE Y SEDIMENTACION

 K  i
Fuente: Elaboracién propia.
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xi. Decantacién

Después de la sedimentacién se procedié a decantar, donde

el liquido sobrenadante fue vaciado en el balén del rotavapor

para la extraccién de| solvente y la parte decantada en una

placa Petri para su secado.

F IGURA N° 4.20

VACIADO DEL SOBRENADANTE Y DEL DECANTADO

Viz�031 > I: I /A-I

Fuente: Elaboracién propia.

xii. Rotavapor

Se armé el rotavapor a las siguientes condiciones: P= 100

mbar, temperatura de ba}401omaria = 70°C, por un tiempo de

30min, se extrajo |os solventes y quedé }401nalmenteuna

muestra con un minimo de estos, Ia cual se junté a la muestra

contenida en la placa Petri.

79



FIGURA N° 4.21

PUESTA EN MARCHA DEL ROTAVAPOR

Ii Id ' .\ \' '. 2 , 3- y ,;
.->�030:g\ .2}
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Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.22

ROTAVAPOR EN FUNCIONAMIENTO

!I!m! s -�030g;.
xx .1 , -- L4 __

. W ,,.,:;f«4.«a§" V

. .'.._-._ .: » V.

- Fuente: Elaboracién propia.
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xiii. Secado

La placa Petri fue llevada a la estufa a 100°C por un iapso de

1h. Finalmente se ilevé al desecador hasta temperatura

ambiente.

El producto }401nalque se obtuvo presenté una coloracién

parduzca.

FIGURA N° 4.23 FIGURA N° 4.24

PRODUCTO FINAL PRODUCTOS FINALES

EN LA ESTUFA EN EL DESECADOR

m>»_~_*�030 L N \ I a-'~�024..,,».m....=»»

Fuente: Elaboracién propia. Fuente: Elaboracién propia.

E) Tratamiento de la muestra patrén

i. Pesado

Se pesé 0,0259, 0,0059, 0.00759, 0,01g, 0,0125g de la

muestra patrén en un vaso de precipitado.

ii. Disolucién

Cada muestra pesada se diiuyé con 10ml de metanol.
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iii. Filtracién

Se }401ltréen una }401olade 10ml desechando la parte sélida.

iv. Concentracién

Luego se a}401adiémetanol hasta Ia marca graduacién. Estas

muestras posteriormente fueron Ilevadas al

espectrofotémetro IR para las lecturas de absorbancias

correspondientes.

FIGURA N�0344.25

MUESTRA PATRON A DIFERENTES

CONCENTRACIONES

Fuente: Elaboracién propia.

F) Pruebas cualitativas y cuantitativas

i. Raspado

Se raspé cada una de los productos }401nalescontenidos en |as

placas Petri en lunas de reloj con la ayuda de una espétula,

después fueron pesados.
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ii. Disolucién

Cada producto }401nalfue colocado en un vaso de precipitado y

disuelto con 10ml de metanol.

FIGURA N° 4.26

PRODUCTO FINAL DISUELTO

CON METANOL

Fuente: Elaboracién propia.

iii. Filtracién

Se }401ltréen una }401olade 10 ml, la parte sélida se deseché.

iv. Concentracién

A la solucion }401ltradase a}401adiémetanol y se enrasé.
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v. sembrado

Se cogié 2 placas HPTLC SILICAGEL para la realizacién de

la prueba cualitativa y cuantitativa respectivamente; en cada

placa se sembré el producto }401naldisuelto en metanol de cada

corrida.

Para un correcto sembrado se utilizé un tubo capilar partido

en dos por efecto del calor, quedando una punta en forma de

aguja, con la que se colocaba cada gota en el punto se}401alado

V (Iinea de borde) y al instante se Ilevaba a secar al mechero

bunsen; asi sucesivamente se repitié este procedimiento.

Las placas HPTLC SILICAGEL se sembraron de la siguiente

manera: '

FIGURA N° 4.27

DISTRIBUCION DE SIEMBRA

 NEE

veces i - _ 66 Veces-

eo yec¢s�031»T ' 20 99965 �030 . �25430vébés

Fuente: Elaboracién propia.

84



vi. Cromatografia en capa fina

Las placas fueron introducidas en una cémara de vidrio

saturada con 25ml de metanol.

Las placas permanecieron por un periodo de 2 horas dentro

de la cémara, pasado este tiempo se marcé con Iépiz hasta

donde subié la muestra. Lo recomendable es més del 80% de

la distancia entre el frente del disolvente y la Iinea de base.

vii. Secado de la siembra

Las placas fueron Ilevadas a la estufa por 1 min a 100°C a }401n

de secarlas para el siguiente procedimiento.

viii. Revelado en la cémara UV

Las dos placas fueron introducidas en la cémara UV y se

marcé con un Iépiz el punto que evidencié hasta donde habia

subido la muestra sembrada. '

A continuacién se registro la siembra y revelado en la cémara

UV de las as 16 muestras de los productos }401nales:
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FIGURA N° 4.28

MUESTRA1-1 Y 1-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.29

MUESTRA1-1 Y 1- 2 UV

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 4.30

MUESTRA 1- 3 Y 1- 4

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.31

MUESTRA1-3 Y 1- 4 UV

.

_ _ Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N�0344.32

MUESTRA 2-1 Y 2-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.33

A MUESTRA 2-1 Y 2-2 UV

Fuente: Elaboracién propia.

88



A FIGURA N° 4.34

MUESTRA 2-3 Y 2-4

�030V-V �034 _ I . - v

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.35

MUESTRA 2-3 Y 2-4 UV

Fuente: Elaboracién propia. -
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FIGURA N° 4.36

MUESTRA 3-1 Y 3-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.37

MUESTRA 3-1 Y 3-2 UV

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 4.38 J

MUESTRA 3-3 Y 3-4

Fuente: Elaboracién propia.

V FIGURA N° 4.39

% MUESTRA 3-3 Y 3-4 UV

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 4.40

MUESTRA 4-1 Y 4-2

' Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.41

MUESTRA 4-1 Y 4-2 UV

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 4.42

. MUESTRA 4-3 Y 4-4

v�030 .' 1; ff�030:5 �034~ g .'
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, \ 9 . 3 .4 .§ �024 1,�030._ __g ,
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Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 4.43

MUESTRA 4-3 Y 4-4 UV

7�030. 4 �024 �030V *2:

�034jj: " % ii? "�034'T�030T*f"�0357�034"fT�030."�03441""

Fuente: Elaboracién propia.
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ix. Prueba cualitativa:

Se preparé la solucién de Liebermann - Burchard (1m| de

anhidrido acético, 1ml de cloroformo y 2 gotas de écido

sulf}402ricoconcentrado) y esta fue vaciada en un pulverizador;

con el pulverizador se rocié a una de las placas (la que fue

asignada para la realizacién de la prueba cualitativa); este

procedimiento fue repetitivo para las placas restantes de las

demas corridas.

x. Prueba cuantitativa:

En la otra placa se marco una area rectangular que

englobaba el punto donde la muestra habia subido, esta fue

raspada en un vaso de precipitado, y disuelta con metanol,

se }401ltroy se taré hasta |os 10ml de la }401ola.F inalmente se llevé

al espectrofotémetro IR.

El procedimiento se repitié sucesivamente con las placas

restantes de las demas corridas.
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FIGURA N�0304.44 9
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4.5. Procedimiento de recoleccion de datos

4.5.1. Fuente primaria V

En el Laboratorio de Experimentacién FIQ - UNAC se realizo Ias

operaciones fisicas para el acondicionamiento de la materia

% prima y analisis cualitativo y cuantitativo que evidencio la

presencia de saponina en los cormos de gladiolo.

4.5.2. Fuentes secundarias

Para una optima obtencién de saponina se utilizaron fuentes

bibliogré}401casde libros (lng. Olga Lock), revistas (Analytical

Phytochemistry, Biological Abstracts), manuales de Iaboratorio

de farmacognosia, tesis, etc.

Ademés se Ilevo cormos a la UNMSM para un analisis proximal.

4.6. Procesamiento y analisis de datos I

Se realizaron 16 combinaciones obtenidas de| dise}401ofactorial 42,

' dos variables y cuatro niveles o corridas.

Las variables fueron:

- velocidades de agitacion magnética, para el desengrase

de la muestra con solvente acetato de etilo.

.- Concentracién del solvente etanol, en la maceracién.
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V. RESULTADOS

5.1. ldentificacién de la materia prima

Los cormos utilizados en la experimentacién poseian una

caracteristica particular debido a que provenian de la sierra de|

Pen�031:(Celendin - Cajamarca), se realizé una correcta eleccién

clasi}401cando|os cormos descamados y limpios de la siguiente

manera:

TABLA N° 5.1

CLASIFICACION DE LOS CORMOS

TAMANO DE DIAMETRO APROXIMADO PESO PROMEDIO

T
Fuente: Elaboracién propia.

Se tomé entre 2 a 4 cormos, Ios cuales fueron pelados y rallados,

desechando al corazén, para obtener los 10 g de muestra inicial

empleada en cada corrida.

5.2. Caracterizacién de la materia prima

Se llevé a realizar un anélisis proximal en la Facultad de

Farmacia y Bioquimica - UNMSM, que arrojé |os siguientes

resultados (véase el Anexo N° 3, en la pégina 125):
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TABLA N° 5.2

ANALISIS PROXIMAL DEL CORMO DE GLADIOLO

ENSAYOS METODOS RESULTADOS

Determinacién Proteina - AOAC OFFICIAL 35783%

METHOD 978.04 (1997)

Determinacién Humedad AOAC OFFICIAL 63~3843%

METHOD 934.01 (1997)

AOAC OFFICIAL 0
Determinacién de Cenizas 12367 A�031

METHOD 930.05 (1997)

Determinacion Grasas AOAC OFFICIAL °v2946%

METHOD 930.09 (1997)

Determinacién Fibra AOAC OFFICIAL 35502%

METHOD 934.01 (1997)

Determinacién Carbohidratos 27,9548%

Kcaltotales _ 128,79Kca|/100g

Fuente: Protocolo de Anélisis N° 00246 �024CPF �0242015, UNMSM.

5.3. Procesamiento de la materia prima

Se consideré |as siguientes variables para las cuatro corridas:
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TABLA N° 5.3

PARAMETROS CONSIDERADOS

Velocidad de agitacién M 200 ppm 400 ppm 600 ppm

Concentracién del
50% 60% 70% 80%

solvente etanol

Fuente: Elaboracién propia.

Con |as variables designadas se procedié a realizar las 16

combinaciones, |as mismas que fueron sometidas a estudié, a

continuacién un cuadro resumen:

TABLA N° 5.4

A CUADRO RESUMEN DE CORRIDAS

VELOCIDAD DE AGITACION (rpm)

g .

zE :2
5 Lu 70% Muestra 3-4

�030z�031
0

Fuente: Elaboracién propia
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, Para el procesamiento }401nalde la materia prima se uso el

rotavapor a las siguientes condiciones:

~/ Temperatura: 70°C

V Presién : 100 mbar

/ Tiempo : 30 min

5.4. Pruebas cualitativas y cuantitativas

5.4.1. Peso de productos }401nales

Los productos }401nalesraspados en las lunas de reloj fueron

pesados para Iuego ser empleados en la realizacién de las

pruebas cualitativas y cuantitativas.

A continuacién el registro de los pesados:
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TABLA N° 5.5

PESO DE LOS PRODUCTOS FINALES

@
@
T

%
%
L

 %
%

 j  
 
%
@

�031 - Fuente: Elaboracién propia. ' I
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5.4.2. Prueba cualitativa

El reactivo de Liebermann Burchard arrojé positivo para la

presencia de saponina cuando se esparcié sobre |as placas,

tornéndose de color violeta-azul a verde }401nalmente.

FIGURA N° 5.1

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA1-1 Y 1-2

s
2

�031 
7. mi�0301*
}402L Q I7.-

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 5.2

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA1-3 Y 1-4

M I �030i [?A
5

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 5.3

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA 2-1 Y 2-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 5.4

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA 2-3 Y 2-4

E 1

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 5.5

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA 3-1 Y 3-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 5.6

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA 3-3 Y 3-4

* a 3 21  . , 3�034;

Fuente: Elaboracién propia.
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FIGURA N° 5.7

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMANN-BURCHARD

MUESTRA 4-1 Y 4-2

Fuente: Elaboracién propia.

FIGURA N° 5.8

PLACA CON EL REACTIVO DE LIEBERMAN MUESTRA 4-3 Y 4-4

.

Fuente: Elaboracién propia.
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5.4.3. Prueba cuantitativa

Para Ia prueba cuantitativa se trabajé con las siguientes

concentraciones de| patrén importado desde Ia India con un

V porcentaje del 10% de saponina: 2,5 mg/ml; 5 mg/ml; 7,5 mg/ml;

10 mg/ml y 12,5 mg/ml.

Se Ilevé |as diferentes concentraciones de la muestra patrén al

V Espectrofotémetro IR (véase el Anexo N° 4, en la pégina 126),

este arrojé |as siguientes absorbancias:

TABLA 5.6

' RESUMEN ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DEL PATRON

NUMERO MUESTRA ONCETRACICN ABSORBANCIA

PATRON

if
T
j
j

Fuente: Elaboracién propia.

Con |as concentraciones y absorbancias de la muestra patrén

obtenido se realizé Ia gré}401caabsorbancia vs concentracién, y se

hallé una ecuacién de Iinealidad.

106



GRA'F|CA N° 5.1

ABSORBANCIA vs CONCENTRACION DEL PATRON

i"*�031"�035"""�035"""�035'�035"'�024�030"�034'""'"�034�035""�035"�0347
f I

f

1 :-:?;.i"5�031-i}401iliv.j'.If§�031§'Zf'ZiA'3�030fE = 91944 _ Q0215
% E 03 �030}401:."",,j�030,",i,':MfjéY x i

' .5 "CIT...fj'Tj7lf"""�030f�030ZLT.T'%""Z'T{I.'f.'. §

5 E 0.6 .1 PA'|1?éN

' 3 04 ex; = 3'4 1 - - - Unea'<PA"=é~1
t to �030
} ID " 4

I �034Q2

% O S 10 15

coNcEN'rRAc|éN (mg / ml) ;

Fuente: Elaboracién propia.

Los productos }401nalesde las muestras en estudio también fueron

sometidos a la valoracién de sus absorbancias en el

espectrofotémetro IR (véase el Anexo N° 5, en las péginas 127 y

128), estos valores sirvieron para hallar la concentracién de

saponina presente en cada una de ellos, se reemplazé

mencionados va|ores en la ecuacién de Iinealidad de la muestra

patrén y se determiné las condiciones més éptimas de operacion

para obtener saponina, siendo determinante la que mayor valor

registré, Iuego se lo gra}401cé.
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TABLA N° 5.7

ABSORBANCIA vs CONCENTRACION EN

' MUESTRAS FINALES

@
@

%
@
%

 
@
&
%

 
 @

 
 %

Fuente: Elaboracién propia.
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GRAFICA N�0315.2

ABSORBANCIA vs CONCENTRACION EN MUESTRAS FINALES

-1: C. ,f,'_": ; Q, 0
. ; i ' _ . .:. y=O.1044x-0.0215 L

f .s _v g f- L _:_.l 2
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CONCENTRACION tmglml)

Fuente: Elaboracién propia.

Se realizé una gré}401cacomparativa absorbancia vs concentracién

de patrén - muestras }401nalesy se corroboré la presencia de

saponina en los productos, con}401rméndoseademés una mayor

concentracién.
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GRAFICA N° 5.3

ABSORBANCIA vs CONCENTRACION DE

PATRON �024MUESTRAS FINALES
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Fuente: Elaboracién propia.

5.5. Porcentaje de concentracién de saponina

El porcentaje de concentracién de saponina se determiné en

relacién al peso del producto }401nalque registré mayor valor de

concentracién segun |os resultados en el espectrofotémetro IR,

siendo el elegido el producto }401nalde la Muestra 3-3.
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Hallando la masa teérica de saponina:

C _ m

�024V

m = C * V

m: Masa de saponina (mayor valor de concentracién que se

registré en los resultados de las experiencias, Muestra 3-3;

véase TABLA N° 5.7 en la pégina 108).

C: Concentracién de saponina.

V: Volumen (empleado en la disolucién de| producto }401nal).

m = 33.821833 »= 10ml
ml

: a: �024�024-�024�024-�024�024-=338 218 19 o 338"�030' mg 1000mg ' 9

Encontrando el % de concentraciénz

%c = 1'5 * 100
mT

%C: Porcentaje de concentracién

mf: Masa de saponina en el producto }401nalde la Muestra 3-3;

véase TABLA N°5.5, en la pa'gina 101.

mT: Masa total de| producto }401nalde la Muestra 3-3.

=8- *0/C 03389 100�030�0310,85g

%C 2 40%
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacién de hipétesis con los resultados:

De acuerdo a los resultados obtenidos en la experiencia se

puede contrastar con la hipétesis a}401rmandoque para una

obtencién correcta de la saponina se dio un tratamiento utilizando

diferentes solventes orgénicos.

En una primera etapa con el acetato de etilo para descartar

presencia de Iipidos, posteriormente utilizando etanol al 99% que

maceré y concentré a la saponina, ambos a presién atmosférica;

y en una segunda etapa utilizando Ia mezcla de etanol/butanol

. I (3:1 v/v) llevado a un rotavapor a presién al vacio; teniendo como

parémetros variables a la velocidad de agitacién en la extraccién

de lipidos y la concentracién del etanol en la maceracién del

mismo.

Se obtuvo como producto }401nal0,8515 9 a un 40% en contenido

de saponina a las condiciones de 400 rpm en velocidad de

agitacién y 70% en concentracién de etanol.

6.2. Contrastacién de resultados con otros estudios similares:

- Monje et al (2006) utilizé etanol entre el 32% y 58 % de

- concentracién para la extraccién de saponina contenida
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en la quinua, y en este proceso experimental se evidencié

un 6% de etanol para el cormo de gladiolo.

- Pérez et al (2009: 11) obtuvo 3,02 % de rendimiento en el

proceso de obtencién de saponina utilizando el Sxhoclet y

6,016% utilizando el ultrasonido, ambos para la quinua; en

este caso se obtuvo un rendimiento del 70% usando el

rotavapor.

- Para cuanti}401carIa saponina existente en una planta, Ia

Revista Boliviana de Quimica (Vol. 29: 2012) se}401aléque

debe realizarse una curva de calibracién con el patrén a

diferentes concentraciones, que sirvié como referencia

para las demas corridas realizadas y de ese modo se dio

a conocer el proceso mas éptimo.

La saponina utilizada en la tesis se importé de la India por la

empresa QUIMICA SERVICE S.R.L., el resultado obtenido

evidencié que la saponina extraida con los solventes orgénicos

tuvo una mayor concentracién que la importada.
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VII. CONCLUSIONES ,

A. Las variables determinantes en el proceso de obtencién de saponina

fueron la velocidad de agitacién y la concentracién de etanol en la

maceracién, la mayor concentracién de saponina se obtuvo en el

producto }401nalde la Muestra 3-3 con las condiciones de velocidad de

agitacién de 400 rpm y concentracién de etanol al 70 %

obteniéndose 0,8515g de producto }401nalal 40% en concentracién.

B. Los cormos de gladiolo que se emplearon en la experimentacién

fuerdn: grandes (4cm a 4,5cm de diémetro, peso promedio por

, unidad 15g), medianos (3cm a 3,5cm de diémetro , peso promedio

por unidad 10g) y peque}401os(2cm a 2,5cm de diémetro, peso

promedio 5g); ademés con 3,5788 % de proteinas, 63,3848 % de

humedad, 1,2367 5 de cenizas, 0,2946 % de grasas, 3,5502 % de

}401bray 27,9548% de carbohidrato, con un total de 128,79 Kcal I 100g.

C. El producto }401nalfue sometido a la prueba cualitativa de Liebermann

Burchard arrojando positivo al pasar de violeta-azul a verde, por lo

cual se procedié a cuanti}401carutilizando Ia técnica de cromatografia

% en capa fina y espectrofotémetro IR, se cuanti}401céuna concentracién

de saponina de 33,8218 mg/ml para el producto }401nalde la Muestra

3-3.
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VIII. RECOMENDACIONES

A. Evitar el contacto directo con los solventes y acidos empleados

durante el desarrollo de los procedimientos experimentales debido a

su alta peligrosidad y toxicidad.

B. Usar agua bidestilada para la disolucién de las saponinas antes de

ser llevada al rotavapor a }401nde optimizar resultados.

C. Usar Vaselina Iiquida en los balones del rotavapor para evitar un

sellado de los mismos por efecto de la presién al vacié y ayudarse

de ligeros pero contundentes golpecito a la boca de| balén que se

encuentra en el ba}401omaria para que se despegue suavemente.

D. En Ias placas cromatogré}401cassembrar con cuidado Ia muestra,

colocar una peque}401agota y secar inmediatamente a }401nde evitar Ia

propagacién de las gotas; asi mismo colocarlas con cuidado en la

cémara cromatogra}401ca.
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Anexo N° 2

Figura N° A.1: Constancia de estudios taxonémico.

V M uwm-snsmm mcrowm. �030MAYORma smc MARCOS M1�030;9.
' . llttiveczidad dd ma, nsom-x rm AM}401.n1c.« j..;_r,1 iy

MUSEO DE HISTORIA NATURAL g,_:_:¢_a}402 �030

�034Ahado in oiversmc-acl6n productiva y del Foruletimienaa an Edveacidn�030

C 0 N S T A N C] A M�03182-*USM�0242015

us JEFA.' DEL HERBARIO SAN masas (usm on masas�030as Hssronm NATURN.,�030(55 V
- �030LAUNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

Le mulestu-a vegetal (raiz, cormo. tallo y hoja) rcdbida de Llzbcth bmz GUEVARA

y .Denisse�030PameIaFIGUEROA MEJIA,�030a1umnasde 1:: Universidad Nacional del
V Callao; ha sldc esrualada y ciasi}401cadacomo: stadiums communis Linnaeus v

tiene la siguiente pasicibn taxanémoca, scg}401n:1 sistema dc Ciasificacién cle
Cronqmst (1983).

nxvxsxou: Mncnouonwrm 1 '
CLASE: LILIOPSIDA

SUBCLASE: EICIIDAE ' ,

jonnsm u|.mL£s ' �030

f mama: IRIDACEAE '

GENERO: Gladiolus�031

ESPECIE: Gladiolus communis Linnaeus �030'

Nombrte vulgar: �030palma�031 .
Deterrnlnado por alga. Maiio Benaveme Palacios.»

Se EXIIEIIUB Ia �030presenteconstanda a solicitud do la parte Inreresada, pa.-a fines de V
estudios. . �030 '

�030Fecha,08 de abril de 2015

%  n$�035z'
�024 Dra. « nee. omo rankings

JEFA DEL �030HERBARIOSAN MARCOS ( NJ

-"1 3'51�031-5h'S6.Jm': .\�030.avis 'I�030dt:.{=.1m7'.:I11.47:.-«#1, en:-:1 zmeotmm-am 16.1%»
«'y;a_.b. 1'-0_*34.1.m 3» fun m_>,nIx.ozMoc-.u:u: ma ncr,1;m=muu.m um}401

. �030 \�030
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Anexo N° 3

Figura N° A.2: Protocolo de anélisis proximal del cormo de Gladiolus

communis Linneaus.
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M L.Es.rRA : 23:40 1);; (;L,u)1o],() (cladwus comnmni.t I
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F -.*' tylztyemiudbn Humedad Mcmnn 934�034�034W.�03561.3 8% _
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'�031°�030'''�035�034�030'�030�034'�030�030�030�031°°"""*" ME'I�030HOD93Das (1997) "1my�030 �030
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°°�034"°*�030�034"�034'�034°"*�034Mm11oo93o.o9u99n °�03029W'
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D'*"""�030�034�034�035�030"�034"�030METHOD 924.01 «1997; . '
Determinu}402énCarbol}401dram Por Difcrcncia 17.�03075�0303*

K�034,M,�034 19:59 xumoo;
___,_______.._.___

.-�030T�031

'~,,\\
Li.\1n.23 onluuon 2015 - _.i�030?'-1' -

�030/ ' E v- . -
I P 3% §:

'\,..m_,qr~ .
D rim E. a Sulxznr Sum -O

Direct ra del Centre dc Conmai Annl

rL'L'»\.-(-J~ t

"FIlRII.i C14 S"l4( l'lUl�034a.§IU'NDbl. )l£Dl(21N�031L\1'0.UEL dI..'H:L'_I_7___l�031.'_Dl'J.m.vuco' \

bum-1' lU.'2.J:v6- am�030.-ta--u».-I�024vm.'ru'\:31 ,~m11:w-an-49I:'::n:n...v». n . -' �034HS?/A �030.3.;
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Anexo N° 4

Resultados de la muestra patrén Iuego de ser sometida al

Espectrofotémetro lnfrarrojo.

ca1�0301brac1'on V »
Tiempo co1ecc1bn 17/12/2015 08:32:08 a.m. é

Patrén Concemraciéh 6 �030Media 50 M50 .LVécturas'
mg/mt

hatronz 10.0000
�030 ' 0.1743

2. 5 3.4923 53.6362 �030>1-op»_O.3_D_26

9a'tr.6n3 0.1089
_ , . . . _ 10,0000
.5. 0. 3.5985 5.5514 >100 0.6867

Patr6n4 .0}4§i3
. . . . 10.0000

7. -S 3.97.99 5.2413 >100 1.5084

Patr6n5 "c.9176
' , 10.0000

'10: 0 6.9725 s.b2437~75.2 10.0000

Patr6n6 0.0708
M _ . . 0.5681

12 .5 0.3554 0.2563 72.1 0.4273

ecuacibn ca11b. Aahs a41.15989*conc +d.S4964
Lcaef. corre1ac1bn o;o3818 ' �030 '

£3110 gn Min 32

Leyenda Marcas Resultados _ _
�030u- sin ca1ibrar V�031 0 s Fuera de rango
;NT- No usaqo en v_:a�030Hbrac�030id_5na -. Lectura. repetida
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Anexo N° 5

Resultados de los productos finales en las muestras estudiadas Iuego

de ser sometidas al Espectrofotémetro lnfrarrojo.

�034lnformeAnélisis Concentracién

89:: Izntvrim�031 29/.12/ans .l0:l6:2? 5.3.

Biéoiio
Saint: �030kl:!5o§e' C:XDoc_za_¢n:s ?ux&_ _ .

' , s¢cc£n¢s\ca:yso-rz\ls¢zino2to\s1-291215.8Clv
_.I.p,11ea,¢16n,_ Garacutgzgcsén 3.1Jo{9fs93

Opnrtidi ' '

Condiciones dei instrumento
i1'g'z:t:::u.m�030na¢ Cary 50
II�030' Vusién Intruaumto. V3. 00
Long. onda. (mt) 235.0
13969 ordenada Abs�031_
1:_. ma. tstci _o.1ona
mpgzcnaas _ 3 '
Hedi: Pl_t!6nIB\ns1.'{x'§ lpnu.

cotrocciuncs do piso y voxunsn Lptf.
Tipo Hutu maul
ma 9.: . _o.9sooo
unidas: cuxtmunci}401n aw/pl»
tubudur caida. mam.

caaigmgzin;

lnforme Caro

I.-uzf Abs

Calibraciims
»'l'._io;pg ;o.1_.ct;¢i6;z .29/Lzxznvlvs 10:46:35 3.3-.

Qngzéu _cqncu-B:.:a-c;_$.,6n _'I' 25:11: Sb _!-33.9 itecazuzas.. .  �034,�034.. _ . .

unusnz T 7 _3.1¢so
2.9499

2:» 5 2.5223�0309.2390 9.15 2.6721

=1>s2.:&n.z» 2.8321
. VV . 3-3529.

.0 s..um- 9,251.3 3.42 3.1403

ht:-a�030am> 2.9873
8.0160

7'. 5 3.1049 0.3522 10.9 s,.s;u
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Pacréns 2. 5343

3.0631

1.00 2.8382 0.2731 9.62 2.9173

?at.r6n6 2.6124

3.1419

1.25 2.7738 0.3196 11.5 2.5671

Icuacién Calib. Abs =-0.22690*Conc +3.1396B

Zoef. Correlacién 0. 24302

?al1o en Hin R2

iknéhsns
tiempo Coleccién 29x12/2015 10:55:13 a.m.

nuestra Concentracién 17 Media 51) �030ERSDLecturas
mg/mL

iuestral 10. 0000

2.9611

U 5.6312 3.8146 67.7 3.9324

iuesczaz Z. 6633

10.0000

U 5.2023 4.1573 79.9 2.9435

luescre3 2. 6306

2.5284

U 2.5902 0.0543 2.10 2.6114

�030luest-.ra4 3. Z294

2.9934

U 3.0034 0.2212 7.37 2.7874

iuescras 2. 9962

3.0590

U 2.9976 0.0607 2.03 2.9375

1 iuescras 10. noon
. 4.4308

U 5.6730 3.8589 68.0 2.5881

iuestzra}401-�030 3. 1876

�031 2.9503

U 3.0466 0.1248 4.10 3.0018

Muestx-a8 2.8869
3.5158

U 2.9776 0.4990 16.7 2.5301

Muest-.ra9 2.8266
3.0540

U 2.7629 0.3276 11.8 2.4080

Mueatzalo �030 2 . 6799
4. 9118

0 3.3694 1.3382 39.7 2.5166

Muestrall 3.2572

3.0570
0 3.1838 0.1103 3.46 3.2372
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Anexo N° 6

Hoja de vida de la saponina. �031
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Anexo N° 7

¢;C6mo limpia el jabén?

Hay sustancias que se disuelven en agua, como por ejemplo Ia sal, y otras

que no lo hacen, como por ejemplo el aceite. El agua y el aceite no se

mezclan, de modo que si tratamos de limpiar una mancha grasienta en la

ropa 0 en la piel, el agua no es su}401ciente.Necesitamos jabén.

El jabén esté formado por moléculas con una cabeza afin al agua

(hidrofilica) y �030unaIarga cadena que huye del agua (hidrofébica). _

uottcuumunnbn V

i\
Oadenahldrofotlca

Cuando se a}401adejabén al agua, sus largas cadenas hidrofébicas se unen

a las particulas de grasa, mientras que las cabezas hidrofilicas se

proyectan hacia el agua. Se origina entonces una emulsién de aceite en

agua, Io cual significa que las particulas de aceite quedan suspendidas en

el agua y son Iiberadas de la ropa. Con el aclarado, la emulsion es

eliminada. _________

mm ....�030...

.-\\\V£.:-,

W
En resumen, el jabén limpia actuando como emulsi}401cante,permitiendo que

el aceite y el agua se mezcleri.
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Anexo N°V 8

Glosario:

Da : Dalton

EAU : Extraccion Asistida por Ultrasonido

EtoH/H20 : Relacién de concentracién de etanol sobre cantidad de

agua

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations

(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura)

FIQ �024UNAC : Facultad de lngenieria Quimica - Universidad Nacional del

Callao

FTIR : Fourier Transform Infrared Spectroscopy

(Transformada de Fourier Espectroscopia infrarroja)

h : Horas

HPTLC : High Performance Thin Layer Chromatography

(Cromatografia en Capa Fina de Alto Rendimiento)

IR : Infrarrojo

KDa : Kilodalton

mm : Milimetros

m.s.n.m. : Metro sobre ei nivei del mar
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nm �030: Nanometros

p/p : Relacion peso sobre peso

plv : Relacién de peso sobre volumen

pH : Coe}401cienteque indica el grado de acidez o basicidad de

una solucion acuosa

rpm : Revoluciones por minutos

S.R.L. : Sociedad de responsabilidad Iimitada

TLC : Thin Layer. Chromatography (Cromatografia de Capa Fina)

UNMSM : Universidad Nacional Mayor de San Marcos

b UV �030 : Ultravioleta

�030 v(v ' : Relacién volumen sobre volumen

vs » 1 : Versus V ~_

w/v 2 Relacién peso sobre volumen I �030
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