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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad de saponinas de quinoa
como surfactantes naturales para la elaboracion de emulsiones de aceite esencial de menta en
agua. Se estudio el proceso de extraccion de saponinas de quinoa a través de la maceracion con
etanol. Se utiliz6 un disefio de experimentos del tipo factorial para evaluar los efectos de
concentracion de etanol (Cetoh: 50- 96 %v/v ), concentracion de quinoa (Cquin: 2-10 %p/v) y
tiempo de maceracion (t: 24-48 h), sobre las concentracion de saponinas (Csap) y el rendimiento
de extraccion (ysap). Se encontrd que Cetoh, Cquiny sus interacciones fueron estadisticamente
significativas, el modelo no fue predictivo para las variables de salida. Se escogieron las
condiciones de extraccion a Cetoh: 50 %v/v, Cquin: 10%p/v durante 24h, para obtener las
saponinas utilizadas en la preparacion de las emulsiones, en las cuales se vario la concentracion
de saponinas en la fase acuosa y la concentracion de aceite en la emulsién. Las emulsiones
elaboradas se sometieron a las diferentes pruebas de estabilidad, tiempo de almacenamiento (t:
0-24 h), temperatura ( 20-30-50 °C), pH (3-9) y fuerza ionica ( 0,1-0,5 M). Se concluy6 que las
emulsiones de aceite esencial de menta, tienen un mayor didmetro de particula a 24h, las gotas
formadas tuvieron buena estabilidad térmica y existio separacion de fases al ajustar a un pH

acido y agregar una sal.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, saponinas, tensioactivos, emulsiones aceites esenciales.



ABSTRACT

The aim of this work is to evaluate the capacity of quinoa saponins as natural surfactants
for the production of emulsions of mint essential oil in water. The extraction process of quinoa
saponins through ethanol maceration was studied. A factorial design of experiments was used
to evaluate the effects of ethanol concentration (Cetoh: 50-96% v/v), quinoa concentration
(Cquin: 2-10% w/v) and maceration time (t: 24-48 h), on the concentration of saponins (Csap)
and the extraction yield (ysap). It was found that Cetoh , Cquin and their interactions were
statistically significant, the model was not predictive for the output variables. The extraction
conditions were chosen at Cetoh: 50% v/v, Cquin: 10% w/v for 24h, to obtain the saponins used
in the preparation of the emulsions, in which the concentration of saponins in the aqueous phase
was varied. and the concentration of oil in the emulsion. The elaborated emulsions were
subjected to different stability tests, storage time (t: 0-24 h), temperature (20-30-50 °C), pH (3-
9) and ionic strength (0.1-0 ,5M). It was concluded that the mint essential oil emulsions have a
larger particle diameter at 24h, the drops formed had good thermal stability and there was a

phase separation when adjusting to an acidic pH and adding a salt.

Key words: Chenopodium quinoa, saponins, surfactants, emulsions, essential oils.
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1. INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas complejas de terpenos y varios compuestos
aromaticos extraidos, generalmente a través de vapor o hidrodestilacion de las partes no lefiosas
de las plantas [1]. En la actualidad existen aproximadamente 300 aceites esenciales disponibles
comercialmente, con aplicaciones farmacoldgicas, cosméticas, alimenticias, sanitarias y
aromaterapéuticas, en efecto su produccion y consumo mundial esta aumentando rapidamente,
gracias a sus propiedades: bactericidas, virucidas, fungicidas, antioxidantes y anticancerigenas.
Sin embargo, los aceites esenciales son inestables y susceptibles a la luz, el aire y la humedad
[2]. Por esta razon, estos pueden ser emulsificados en una fase acuosa para evitar la oxidacion,
polimerizacion, reordenamientos térmicos, isomerizacion y degradacion, favoreciendo a la

bioaccesibilidad y estabilidad [3].

Las emulsiones son sistemas heterogéneos constituidos por, al menos, un liquido
inmiscible disperso (fase dispersa), en forma de gotas, en otro (fase continua)[4]. Se clasifican
de acuerdo a dos criterios: por el tamafio de la particula, microemulsiones (d>200nm) y
nanoemulsiones (d<200nm), y por la naturaleza de la fase dispersa, aceite en agua (O/W) y
agua en aceite (W/O). Este sistema bifasico es termodinamicamente inestable, por lo que se
agrega un tercer compuesto, el emulsionante, que es generalmente un agente tensioactivo, para

conferirle estabilidad[5].

Los tensioactivos, también conocidos como surfactantes, son sustancias anfifilicas
capaces de cambiar la tension superficial entre dos fases. En su mayoria son sintéticos y
funcionan como emulsionantes, detergentes, agentes humectantes y espumantes en diferentes
industrias [6]. Es bien conocido que la mayoria de estos tensioactivos y son derivados de fuentes

no renovables, como del petrdleo, obteniendo asi productos mucho mas accesibles y
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econdmicos en el mercado. Sin embargo, terminan siendo liberados al medio ambiente
aproximadamente el 60% (en peso) [7] de los tensioactivos producidos, y estos entran en
contacto con ecosistemas acuaticos, causando un impacto adverso para l0s microorganismos,
flora'y fauna. En consecuencia, cada vez mas conscientes, los consumidores buscan productos
naturales que tengan un reducido impacto ambiental, promoviendo el desarrollo de nuevas
formulaciones para reemplazar sus homologos sintéticos no biodegrables. Las saponinas son
una alternativa natural a los surfactantes comunmente utilizados en la industria, como

detergentes naturales, agentes emulsionantes y espumantes [8].

Las saponinas son sustancias fitoquimicas pertenecientes al grupo de los glicdsidos
obtenidos a partir del metabolismo secundario de las plantas, que intervienen en la interaccion
de la planta con el medio ambiente , particularmente en mecanismos de defensa [9]. Su
estructura consiste, primeramente, en un anillo terpenoide (aglicona) que tiene propiedad
hidrofdbica, y una cola (glucésido) que tiene caracter hidrofilico, dando lugar a propiedades
surfactantes. De acuerdo con M. Xu, Z. Wan, y X. Yang (2021) , las saponinas se pueden
encontrar en mas de 500 especies de plantas que conforman nuestra dieta, como legumbres,

raices de ginseg, regaliz y la corteza de Quillaja, entre muchas otras [10].

Recientemente, el interés del uso de saponinas como biosurfactantes se ha centrado en
extractos del arbol Quillaja [11], con extractos disponibles comercialmente. El poder
tensioactivo de las saponinas de este género es similar al tween 80, un tensioactivo sintético,
ya que tienen la capacidad de formar y estabilizar emulsiones de aceite en agua, reduciendo la
tension superficial entre la solucion de saponinas (fase acusosa) y el aceite esencial (fase oleosa)
al momento que ocurre la homogeneizacion de las fases a temperatura ambiente. Por ejemplo,
las saponinas de Quillaja se han utilizado con éxito para formar emulsiones estables a partir de

una variedad de aceites como el de aguacate [12], naranja, girasol, soja [13] y orégano [14] .
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No solo se ha trabajado con las saponinas extraidas de esta corteza, sino también de muchas

otras plantas como Chenopodium quinoa [15].

La Chenopodium quinoa. o solamente quinoa, es un grano pseudocereal originario de
las regiones Andinas de América del Sur y actualmente tiene un valor nutricional por su alto
contenido de proteinas [16]. Existen variedades de quinoa que contienen altos niveles de
saponinas, que ademas son responsables del sabor amargo del grano. Estas saponinas se
encuentran principalmente en la cascara de las semillas, en las hojas de la planta, y también,
en menor proporcion en sus flores y frutos. Ya a nivel industrial, para su consumo, las semillas
de quinoa pasan por la eliminacién de las parte ricas en saponinas, dando lugar a la generacion
de volumenes considerables de residuos solidos y exceso de consumo de agua [17]. Sin
embargo, las saponinas tienen numerosas propiedades bioldgicas que han sido poco exploradas
entre las que resalta su capacidad antimicrobianas, antioxidantes, endulcorante, molusquicida
y fungicida [18]. Los extractos vegetales, como las saponinas y los aceites esenciales, se
utilizan mucho por sus componentes biolégicamente activos, sin lugar a dudas es una

interesante alternativa como insecticidas naturales.

Actualmente en el Ecuador se impulsa el desarrollo de insenticidas naturales adoptando
nuevas alternativas en el sistema agricola sin producir efectos adversos sobre el medio
ambiente. Bajo estos antesdentes, el presente trabajo de investigacion contribuird a mejorar el
manejo de subproductos que se obtienen como resultado del lavado de la quinoa y aplicarlos
en la fabricacion de nuevos productos, como las emulsiones de aceite esencial de menta en
agua. Se trabajo con este tipo de aceite, porque ya se han realizado pruebas para repeler las
moscas mediante la impregnacion y microencapsulacion que se aplica a las plantaciones [19].
Ademas, favorece la biodisponibilidad por largos periodos de tiempo [20], teniendo un mayor

rendimiento del cultivo y evitando perdidas econdmicas.
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El objetivo principal del presente estudio fue evaluar la capacidad de saponinas de
quinoa como surfactantes naturales para la elaboracion de emulsiones de aceite esencial de
menta en agua. Para ello, se plante6 determinar las condiciones éptimas en la extraccién de
saponinas de quinoa, para luego evaluar los diferentes variables en la fabricacién de las
emulsiones de aceite esencial de menta en agua por medio de saponinas, y finalmente estudiar

la estabilidad de las emulsiones en diferentes condiciones de pH, temperatura y fuerza ionica.

2. METOLOGIA

2.1 Extraccion de saponinas

La cascarilla de quinoa fue donada por la empresa Proquinoa S.A. (Ibarra-Ecuador). Se
utilizd la técnica de extraccion por maceracion con etanol [21]. En esta extraccion sélido-
liquido, se trabajé con una masa determinada de cascarilla de quinoa, la cual se suspendi6 en
un volumen de una solucion de etanol a una concentracion definida. La mezcla se homogeneiz6
bajo agitacion magnética moderada por un tiempo predeterminado. Luego, la mezcla se filtro,
y el extracto se concentré en un rotavapor a 60°C durante 30 minutos. El concentrado se

conservo a -20°C.

2.2 Disefio de experimentos (DOE) y preparacion de extraccion de saponinas

Se desarrollé el disefio de experimentos (DOE) de tipo factorial [22] utilizando el
software Minitab, para poder determinar los efectos de las variables de entrada tiempo de
maceracion (t), concentracion de la cascarilla de quinoa (Cquin) y concentracion de etanol
(Cetoh), sobre las variables de salida: concentracion de saponinas y rendimiento de extraccion.

Como resultado del DOE se obtuvo un modelo de 20 experimentos aleatorios (Anexo A),
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tomando en cuenta los niveles de las variables de entrada especificados en la Tabla 1, definidos

a partir de los ensayos previos de extraccion de saponinas.

Tabla 1. Variables de entrada para la extraccion de saponinas y sus niveles

Variables Niveles
-Q, +a
Cetoh (% V/V) 50 96
Cquin (%p/v) 2 10
t (h) 24 72

2.3 Deteccion y Cuantificacion de saponinas

Utilizando Cromotografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), se ha podido identificar

la presencia de saponinas en diferentes extractos [23]. Se analizaron cinco extractos de las 20

corridas del disefio experimental seleccionados aleatoriamente (Tabla 2). Para identificar la

presencia de saponinas, las muestras fueron corridas con UltiMate 3000, empleando como fase

estacionaria columna C18 y como fase movil una mezcla de metanol y agua. Se trabajé a un

flujo 0,8 mL/min y se midi6 la absorbancia a 276 (nm) [24].

Tabla 2. Condiciones seleccionadas para extractos a ser analizados para la deteccion de saponinas

mediante HPLC

N° de Experimentos | Cetoh (% v/v) | Cquin (%o p/v) | t (h)
2 96 2 24
7 50 10 24
11 73 6 48
15 96 2 24
18 96 10 72




15

Por otro lado, para la cuantificacion de saponinas, se procurd un método mas sencillo
y rapido, validado previamente por HPLC. En este caso, se utiliz6 la espectrometria UV-Vis en
un rango de 200- 500 nm [25]. Se preparon soluciones patrén con concetraciones conocidas de
saponinas de Quillaja ( Sigma, CAS: 8047-15-2). Luego de un barrido previo, se encontr6 una
seflal maxima a los 276 nm, y esta longitud de onda se utiliz6 para realizar la curva de
calibracion (Anexo B) y sus siguientes determinaciones. Esta longitud de onda fue ademas

corroborada para extractos de saponinas de quinoa.
2.4 Validacion del disefio experimental

Se realiz6 la validacion del modelo por medio de la prediccion de resultados [26] de la
concentracion y el rendimiento de saponinas a partir de nuevas extracciones aleatorias

generadas del modelo en Minitab (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de experimentos para la validacion del modelo generado por DOE

N° de Experimentos Cetoh (% viv) | Cquin (% p/v) t (h)

1 60 7 24
2 80 4 24
3 70 8 24

2.5 Elaboracion de las emulsiones

Se prepararon las emulsiones de aceite en agua , variando la concentracion del aceite
esencial de menta [Caceite] y la concentracion de saponinas [Csap], como se detalla en la
Tabla 4. Para esto, se diluyeron las saponinas en agua a una concentracion determinada y a esta
se afiadio el aceite a una concentracion establecida. Ambas fases se homogeizaron a través de

un homogeneizador de alta presion de dos etapas durante 1 minuto a 2000-2500 rpm [27].
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Tabla 4. Formulaciones de las emulsiones de aceite esencial de menta en agua

N° de emulsién Caceite (% vIv) Csap (% viv)
E11 0,5
E21 1 0,1
E31 15
E12 0,5
E22 1 0,5
E3.2 1,5
E13 0,5
E23 1 1
E33 15

2.6 Estabilidad de las emulsiones

Se estudid la estbilidad de las emulsiones bajo el impacto de una serie de condiciones
de almacenamiento como el tiempo, la temperatura, el pHy la fuerzaiénica [28]. Con ayuda
del microcopio Leica MC 120 HD y programa Leica Appplication Suite con magnificacion 40X se
tomaron imégenes de las gotas [29] y se midié el tamafio de gota con Image J para caracterizar las

emulsiones.

Tiempo: las emulsiones elaboradas inmediatamente pasaron al microscopio, tomando

iméagenes de las gotas de la emulsidn en tiempo inicial (to) y después de 24h (t24).

Temperatura: se incub6 1mL cada emulsion en un bafio maria a dos temperaturas
diferentes, 30°C y 50°C durante 30 minutos, se llevaron a temperatura ambiente. El analisis de

tamafio de gotas se llevo acabo depsues de 24h.

pH: las emulsiones se colocaron en vasos de precipitacion, y se ajusté el pHa3y9.
Se mantuvieron en refrigeracion, 4°C, durantre 24 h, para posteriormente analizar ek tamafio

de gotas.
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Fuerza idnica: se modifico la fuerza idnica de las emulsiones incorporandi NaCl a

0,1y 0,5 M. Después de 24h, se analiz6 el tamafio de gotas.

2.6.1 Andlisis estadistico

Para el tamafio de particulas se reportd el promedio + desviacion estandar, de entre 10y
3600 mediciones tomadas de las emulsiones. Los efecto significativos se determinaron
mediante un Analisis de Varianza, ANOVA, de dos vias, y diferencias fueron determinadas

mediante la ccomparacion de pares por Tukey, con un 95% de confianza (p<0.05) [30].

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Identificacion de saponinas en el medio de extraccion (HPLC)

En el Anexo C, la figura 8a se presentan 5 perfiles cromatograficos correspondientes a
diferentes extracciones de saponinas, entre ellos no hay una diferencia notable, ya que decrecen
al inicio, luego ascienden hasta llegar al pico y de nuevo decrecen. Los tiempos de retencion
de las saponinas fueron entre 1.41 y 2.12 (min). Se indentifica que el Exp N°7 tiene el pico
maés alto a 0,58 (MAU) en 1.60 (min) y el mas bajo es el Exp N°15a 0,26 (mAU) en 1.98, todas
las observaciones se realizaron en un intervalo de 0 a 3 (min). Por otro lado, en la figura 8b y
8c, se evaluo la resintencia de las saponinas en las emulsiones a diferentes pH, en la figura 8b
la emulsion se encuentra a un pH &cido (pH 3) este perfil permanece constante al incio, decrece
por un corto perido de tiempo, luego asciende llegando al pico a 2,67 (mAU) su tiempo de
retencion es 2.05 (min) y de nuevo decrece. Sin embargo, en la figura 8c se trabajo con una
emulsion a un pH alcalino (pH 9) se observa que la cromatografia no asciende permanece

constante hasta ascender y alcanzar el pico a 3,49 (mAU)con tiempo de retenciéon 2.09 (min).
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De acuerdo con Diniz et al (2012), las saponinas se detectan en tiempo de retencion
entre 9.42 y 16.78 (min) [31], a diferencia de la Figura 8a, 8b y 8c , los tiempos de retencién
141y 2.12 (min). A falta de referencia no podemos asociar directamente los picos con las
saponinas, ya que los picos que estan entre 1,5y 4 (min), corresponden a compuestos polares
como fenoles y los compuestos menos polares como carbohidratos tienen los picos entre 14 a
20 (min), por lo que se concluyé que esos picos no corresponden a las saponinas [32].Con
respecto, al cambio brusco de pH a valores muy acidos o muy basicos provoca la ruptura de
enlaces O-glucosidicos parte anfifilica de las saponinas [17], a un pH 3 y pH 9 aln existe
saponinas como se ve en la Figua 8b y 8c, esto concuerda con la literatura [33] en donde

recalcan que las saponinas pueden descomponer en monodesmosidos a valores de pH<3.
3.2 Efectos de las variables de extraccion (Analisis del disefio experimental)

Se obtuvo el modelo matemaético (Ec.1) que describe el efecto que tienen las variables
de entrada (Cetoh, Cquinyt) sobre la concentracion de las saponinas, con un R? del 96,31%
y un nivel de confianza del 95% . Tomando en cuenta el analisis estadistico de los coeficientes

codificados que se encuentran detallados en la Tabla 7 (Anexo D),

., Mg
Concentracién [—]
ml

= 9,10 — 0,0886 Cetoh + 2,715 Cquin + 0,043t — 0,02489 Cetoh * Cquin — 0,00054 Cetoh

*t — 0,0110 Cquin *t + 0,000179 Cetoh * Cquin *t — 0,156 Pt Ctral (Ec.1)

La figura 1, muestra un diagrama de Pareto en donde se observa los efectos
estandarizados de Cetoh (A), Cquin (B), t (C) y sus interacciones (AB ,ABC, ACy BC). Con
la linea roja como referencia, las barras que la sobrepasan tienen un efecto significativo en la
concentracion de saponinas, siendo la concentracion de etanol (A) la variable con mayor efecto,

seguida de la concentracion de quinoa By la interaccion entre estas dos AB.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

(la respuesta es Concentracién [mg/ml]} o = 0,05)

Términa 223
T

Factor Mombre
A A Cetoh

B Cquin

C t

B

4B

C

ABC

AL

BC

1] 2 4 1 B 10 12

Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto sobre la influencia de variable de entrada sobre la concentracion de
saponinas

Con respecto al rendimiento de las saponinas, de igual manera se obtuvo los
coeficientes codificados que estan detallados en la Tabla 8 (Anexo D) , con un R? del 95,90%

y un nivel de confianza del 95% , demostrando asi la validez del modeo (Ec.2.

Rendimiento

0,3637 — 0,003481 Cetoh — 0,01845 Cquin + 0,00100t + 0,000181 Cetoh * Cquin

0,000009 Cetoh *t — 0,000130 Cquin *t + 0,000002 Cetoh * Cquin * t

— 0,01677 Pt Ctral (Ec.2)

En la figura 2, se observa que la concentracion de etanol (A) supera el efecto de la
concentracion de quinoa (B) y su interaccion (AB), siendo tres estadisticamente significativos
porque sobrepasan la linea de referencia. Por otro lado, el tiempo (C) y las interraciones (ABC,

AC y BC), no son estadisticamente significativos.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimimento; o = 0,05)

Términa 223
T

Factor Mombra
A A Cetah

B Cquin

C t

g

AB

c A

ABC

BC o

AC

T T T T T T
o 2 4 g ] 10 12 14

Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto sobre la influencia de variables para el rendimiento de la

extraccion de saponinas

El efecto de la Cetoh en la extraccion de saponinas se debe a que, en comparacion con
otra metodologia se ha demostrado que el uso de los disolventes con alta polaridad (etanol y
metanol) contribuyen a una mayor eficiencia en la extraccion a temperatura ambiente evitando
la degradacion de la molécula [34]. Por otro lado, el efecto de la Cquin depende de la cantidad
de saponinas en la cascarilla de la quinoa que contiene 0.14 — 2.3 % de estos tensioactivos
[35], un contenido muy bajo que puede verse afectado por fatores genéticos, agrondmicos y
ambientales . También, se debe tomar en cuenta la relacion p:v, pues el aumento de la relacién
agua a sdlido aumenta la difusividad del solvente en las células, y en consecuencia mejora la
desorcion de las saponinas[36] . El tiempo es la Gnica variable de entrada que no tiene influencia
en la extraccion de saponinas de quinoa, pero ocurre todo lo contrario, al usar tiempos de
extraccion cortos como 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 (h), esto se corrobora con el trabajo de Hu et al
(2018), en donde el tiempo si tiene efecto sobre la concentracion y el rendimiento de saponinas

de Panax notoginseng [37]. Se concluyé, que a menor concentracion de
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etanol mayor rendimiento y concentracién. Por otro lado, a mayor concentracion de

quinoa mayor redimiento pero menor concentracion.

3.3 Validacion del modelo del disefio experimental

Se calcul6 el error porcentual entre los resultados de rendimiento y concentracidn que
se obtuvo de la prediccion de Minitab (Anexo E) con respecto a los obtenidos
experimentalmente (Tabla 5). Los errores porcentuales de la concentracion de saponinas son

menores al 15% , mientras que aquellos correspondinetes al rendimeinto superan al 30%.

Tabla 5. Errores porcentuales de concentracion y rendimiento del set de experimentos

. Error Error
N°Ex C(eot/g h C?(;om t Abs Concentracion Rendimiento porcentual | porccentual
p vIv) ) (h) | promedio (mg/ml) (%) (%)
P Concentracion | Rendimiento
1 60 7 24 0,187 10,96 0,157 14,73 32,25
2 80 4 24 0,068 4,844 0,112 8,250 33,41
3 70 8 24 0,193 11,31 0,136 1,683 42,56

El modelo puede ser usado para predecir las concentraciones de saponinas bajo ciertas

condiciones de extraccion , pero no aplica para todo el rango evaluado de las variables, mientras

que para el rendimiento, simplemente, no funciona.

3.4 Diametro de particula

Uno de los métodos para evaluar el proceso de emulsificacion consiste en la
determinacion del diametro de particula [38]. Las particulas se midieron a través de microscopia
y el programa ImageJ. La Figura 3 muestra imagenes de algunas de las mediciones realizadas

a las emulsiones.
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Concentracién de aceite esencial (%6v/v)

Concentracion de saponinas (%ov/v)

0.1

0.5

1 15

Figura 3. Imégenes microscdpicas de las emulsiones
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3.5 Estabilidad de las emulsiones
3.5.1 Efecto del tiempo de almacenamiento

En la figura 4, se representan los diametros de particula del aceite emulsificado en agua
en funcidn de la concentracion de aceite esencial y saponinas, un periodo inicial y de 24h. Con
base en el ANOVA (Anexo F, Tabla 12), se determind que las variables t, Caceite y Csap son
estadisticamente significativas (p<0,05) sobre el didmetro (¢ ), al igual que sus interacciones.
El efecto del tiempo (Tabla 3), indica que a 24h, el didmetro es mayor al inicial, con valores
medios de ¢,, =3,63 £2,63(um) y ¢, =229 +1,69(um). La concentracion de
saponinas tiene una relacién directamente proporcional con el diametro (Tabla 14): asi que a
mayor concentracion analizada, Csap= 1 %v/v , igualmente tiene un mayor didmetro promedio.
En cuanto a la concentracién de aceite esencial (Tabla 15), al aumentar la fase oleosa dentro de
las emulsiones se produjo un didmetro de particulas mayores ¢; s = 3,91 + 3,28 (um), y
menores ¢, = 2,48 + 1,67 (um), , es decir, que no es proporcional. Con respecto a las
interacciones t*Csap (Tabla 16), T*Caceite (Tabla 17) y Csap*Caceite(Tabla 18), no cumplen

con lo estipulado de manera general, ya que existen agrupaciones estadisticamente iguales.
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Figura 4. Efecto del tiempo en el didmetro de particula a t=0 y t =24, a concentraciones de
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Déspues de 24h, las emulsiones son estables, y el diametro de la particula aumenta. De
acuerdo con Kori et al (2021), ocurre lo mismo con las particulas durante el almacenamiento,
a diferencia de que se emplea tensioactivos sintéticos como CMC, Tween 20, WPy WP-MD
[39]. Este fendbmeno se lo conoce como maduracion de Ostwald [40], al pasar el tiempo de

almacenamiento las gotas grandes crecen, ya que se consumen gotas mas pequefias, esto se
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debe a la difusion de las moléculas de aceite hacia las gotas mas grandes a través de la fase
acuosa[41] . Como se habia mencionado con anteoridad, las interacciones de las variables son
estadisticamente iguales por lo que se asume que existe una curvatura, y mas no una relacion

lineal.
3.5.2 Efecto de la temperatura

En la figura 5, los diagramas presentan el efecto de la temperatura en el diametro de
particula de las diferentes emulsiones. Con el ANOVA (Aenxo G, Tabla 19) , se determino
que las variables T, Csap y sus interacciones (T*Csap, T*Caceite y Csap* Caceite) son
estadisticamente significativas (p<0,05) sobre el didmetro (¢ ), pero no es signifcativa la
Caceite (p>0,05) de manera indiviual. El efecto de la la temperatura (Tabla 20) no es
directamente proporcinal, puesto que a 30° tiene un mayor diametro ¢, = 4,91 + 2,34 (um)
mientras que a 20°C y 50°C tienen diametros estadisticamente iguales. Con respecto, a la
interaccion entre la T y la concentracion de saponinas (Tabla 22), no se cumple una relacion
lineal, porque hay una excepcién, a 50°Cy Csap= 0.5 % v/v el diametro de la particula es
mayor ¢sgoos = 5.48 £ 3,10 (um) al de 30°C ¢3905 = 5.17 £ 0,86(um). Finalmente, la
interaccion entre la T y la concentracion de aceite (Tabla 23), se demuestra que en dos

ocasiones a 30°C va a tener un diametro mayor.
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De acuerdo con Sotomayor et al (2022), al evaluar el efecto de la temperatura se
observo un aumento del tamafo de particula [42] que ocurre especialemtne en emulsiones
preparadas con saponinas debido al movimiento browniano de las particulas, por ejemplo esto
pasa solo a T5,. Mientras que las emulsiones a T, y Ts, Se mantuvieron estables debido a que

la repulsion estérica y electrostatica que existe entre las gotas es alta evitando la agregacion
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de gotas a estas temperaturas. Después de todos las pruebas térmicas, no se forma ninguna
crema en las muestras y se confirma que la relacion del diametro de particula con la

temperatura no es lineal [43].
3.4.3 Efecto del pH

En la figura 6(a, b y c), se representa el efecto del pH en el didmetro de particula de
las diferentes emulsiones , para tener un mejor analisis se emple6 ANOVA (Anexo H , Tabla
24) , se determino que las variables pH, Caeite y Csap son estadisticamente significativas
(p<0,05) sobre el diametro (¢ ) al igual que sus interacciones. El efecto del pH (Tabla 25),
indica que existe un mayor didmetro de particula al estar a un pH 6, con el que normalmente
se trabaja. Ocurre todo lo contrario, a un pH basico en donde el tamafio de partiula es pequefio
.o = 0,95 + 3,25[um]. La primera interaccion es el pH y la concentracion de saponinas (
Tabla 28) cumple con la regla general , que a pH 6 el diametro es mayor ¢4, = 14,78 +
3,31 (um), en comparacion con lo demas diametros de particulaapH 3y 9, ¢3; = 11,59
2,17 (um) y ¢pg1 = 3,20 % 3,28 (um). Con respecto, a la segunda interaccion entre el pH'y
la concentracion de aceite esencial, existen excepciones que apH 3, 6y 9, tienen diametros

estdisticamente iguales , es decir, ambas variables no tienen una relacion lineal.
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A partir de las mediciones, se determind que el pH 6 es la medida estandar que se
encuentran las saponinas y con las que se trabajé las emulsiones, por lo que es evidente que
el tamafio de particula sea estable antes de tener un cambio brusco en de pH. Por ejemplo, a
un pH3 se observo una capa cremosa y otra aceitosa déspues del almacenamiento porque las

emulsiones no son estables. Sin embargo, a pesar de la separacién de fases tiene un diametro




29

grande, esto también ocurre con los ramnolipidos [44], lo que indica que se produjo la
coalescencia de las gotas porque la repulsion electrostatica no es fuerte para superar cualquier
interaccidn atractiva. A un pH 9, no existe separacion de fases por lo que se esperaba que el
diametro de particula sea mayor pero las gotas tienen un diametro relativamente pequefias

[45], estas gotas recubiertas de ramnolipidos tienen mayor estabilidad.
3.4.4 Efecto de la fuerza ionica

En base al Anexo | ( Figura 9 ) se observa que no existe particulas para poder realizar
las mediciones del diametro, en ambas concentraciones de NaCl se hizo visibles la separacién
de fases, observandose un capa de aceite amarillento y también una capa de crema blanca, esto
mismo ocurrié en sistemas que empleaban lecitina y Quillaja [43], en donde se generd una
fuerte repulsion estérica de corto alcance que impide que las gotas no se acerquen lo suficiente

para unirse y sea propenso para la ruptura.
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las saponinas extraidas de la cascarilla de quinoa, tienen la suficiente capacidad
tensioactiva para formar y estabilizar emulsiones de aceite esencial de menta en agua.
Ademas, se estudio los efectos de diferentes variables de extraccion con etanol ( Cetoh,
Cquin y tiempo de maceracion) sobre la concentracion y el rendimiento de las saponinas. Se
encontrd que el DOE de tipo factorial para Cetoh y Cquin son estadisticamente significativas.
Las condiciones 0ptimas de extraccion fueron las siguientes: una concentracion de etanol del
50% y una concentracion de quinoa del 10% , bajo estas condiciones se obtuvo una
concentracion alrededor del 21,25 (mg/mL) y un rendimiento del 17,42%. Por otro lado, la
elaboracion de las emulsiones de aceite esencial de menta en agua, se realizaron con éxito, al

igual que sus pruebas de estabidalidad. Se concluyd de manera general, primero que a 24h
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de almacenamiento se tiene un didmetro mayor, segundo las gotas formadas tienen buena
estabilidad térmica, tercero a un pH &cido existe separacion de fases y pH bésico el tamafio
de particula es menor y finalmente, las emulsiones expuestas al contacto de una sal, no hubo
evidencia de formacion de particulas. Se recomienda utilizar otras fuentes quinoa que tiene
un mayor contenido de saponinas de tal forma que se obtenga una mayor concentracion y
rendimiento, siendo asi que este proceso de laboratorio se pueda impletar a nivel industrial ,
ya que las saponinas si tienem un potencial que no es aprovechado, como mencione con
anterioridad mi producto son las emulsiones de aceite esencial en agua , que tienes muchas
aplicaciones pero no se ha explorado su uso como bioinsecticidas amigables con el medio

ambiente.
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ANEXO A: DISENO DE EXPERIMENTO

Tabla 6. Concentraciones y rendimientos del modelo matematico

35

StdOrder | RunOrder | CenterPt | Blocks | Cetoh | Cquin | t | Abs_prom | Concentracion | Rendimimento
9eviv] | [%epiv] | [h] [mg/ml] PESO /PESO

20 1 0 2 73 6 48 0,143 8,696 7,163
12 2 1 2 96 2 24 0,000 1,351 1,113
11 3 1 2 50 2 24 0,123 7,646 6,298
16 4 1 2 96 2 72 0,008 1,761 1,450
17 5 1 2 50 10 72 0,351 19,391 15,972
15 6 1 2 50 2 72 0,170 10,077 8,301
13 7 1 2 50 10 24 0,385 21,143 17,416
18 8 1 2 96 10 72 0,157 9,398 7,741
19 9 0 2 73 6 48 0,129 7,975 6,569
14 10 1 2 96 10 24 0,038 3,286 2,707
9 11 0 1 73 6 48 0,171 10,118 8,334
8 12 1 1 96 10 72 0,093 6,120 5,041
5 13 1 1 50 2 72 0,109 6,954 5,728
1 14 1 1 50 2 24 0,133 8,182 6,740
2 15 1 1 96 2 24 0,000 1,351 1,113
7 16 1 1 50 10 72 0,341 18,868 15,542
10 17 0 1 73 6 48 0,128 7,927 6,529

18 1 1 96 10 24 0,110 7,026 5,787
3 19 1 1 50 10 24 0,313 17,449 14,373
6 20 1 1 96 2 72 0,000 1,351 1,113
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ANEXO B: CURVA DE CALIBRACION

Curva de calibracién ABS 276 - 1.9465x - 0.0263
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Figura 7. Curva de calibracion de Saponinas Método UV-VIS



ANEXO C: CROMATOGRAMAS DEL HPL
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Figura 8. Cromatogramas conrespecto a) extracciones de saponinas, b) pH acido y c) pH alcalino




ANEXO D: ANALISIS ESTADISTICOS

Tabla 7. Coeficientes codificados para respuesta transformada con respecto al rendimiento

Término Efecto | Coef EE del Valor | Valor FIv
coef. T p
Constante 8,835 0,404 21,87 | 0,000
Blogues

1 0,269 0,361 -0,74 0,474 | 1,00
Cetoh -9,758 4,879 0,404 -12,08 | 0,000 | 1,00
Cquin 8,001 | 4,000 0,404 9,90 0,000 | 1,00
t 0,811 | 0,405 0,404 1,00 0,339 | 1,00
Cetoh*Cquin | -2,997 1 499 0,404 -3,71 | 0,004 | 1,00
Cetoh*t 0,593 | 0,297 0,404 0,73 0,480 | 1,00
Cquin*t 0,408 | 0,204 0,404 0,50 0,625 | 1,00
Cetoh*Cquin*t | 0,792 | 0,396 0,404 0,98 0,350 | 1,00
Pt Ctral 0,156 0,903 -0,17 | 0,867 | 1,00

Tabla 8. Coeficientes codificados para respuesta transformada con respecto al rendimiento
EE del

Valor | Valor

Término Efecto Coef coef. T D FIV
Constante 0,08860 | 0,00429 | 20,66 | 0,000
Bloques
1 -0,00348 | 0,00384 | -0,91 | 0,385 | 1,00
Cetoh -0,11009 | -0,05504 | 0,00429 | -12,84 | 0,000 1,00
Cquin -0,04953 | -0,02477 | 0,00429 -5,77 0,000 1,00
T 0,01027 | 0,00513 | 0,00429 1,20 0,259 1,00
Cetoh*Cquin | 0,04667 | 0,02334 | 0,00429 5,44 0,000 1,00
Cetoh*t -0,00002 | -0,00001 | 0,00429 -0,00 0,998 1,00
Cquin*t -0,00394 | -0,00197 | 0,00429 -0,46 0,656 1,00
Cetoh*Cquin*t | 0,00664 | 0,00332 | 0,00429 0,77 0,457 1,00
Pt Ctral -0,01677 | 0,00959 -1,75 0,111 1,00




ANEXO E: PREDICCION DE CONCENTRACION Y RENDIMIENTO

Tabla 9. Prediccion del experimento N°1

Variable Valor de Rendimiento | Concentracion
configuracion [mg/ml]
Cetoh 60
Cquin 7 0,00781 0,6765
t 24

Tabla 10. Prediccién del Experimento N°2

Variable cor:??;a:;jceién Rendimiento Coritr:ﬁg/trl;]aﬁzién
Cetoh 80
Cquin 4 0,00787 0,6677
t 24

Tabla 11. Prediccidén del experimento N°3

Variable cor\lqt?g;zl;gceién Rendimiento Co?ﬁg}rﬁ?én
Cetoh 70
Cquin 8 0,00683 0,6442
t 24
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ANEXO F: RESULTADOS ESTADISTICOS SOBRE EL EFECTO DEL

TIEMPO

Tabla 12. Andlisis de varianza con respecto al efecto del tiempo

Fuente GL SC MC Valor | Valor
Ajust. Ajust. F p

t 1 7009 7009,18 | 1103,95 | 0,000

Csap 2 2076 1037,82 163,46 0,000

Caceite 2 10035 5017,50 790,26 0,000

t*Csap 2 4493 2246,46 353,82 0,000

t*Caceite 2 2283 1141,33 179,76 0,000

Csap*Caceite 4 2842 710,57 111,92 0,000
Error 26729 169707 6,35

Falta de ajuste 4 2093 523,17 83,42 0,000
Error puro 26725 167614 6,27

Total 26742 202293

Tabla 13. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre el tiempo

t N Media | Agrupacion
24 | 9021 |3,63315| A
0 | 17722 | 2,29758 B

Tabla 14. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la concentracion de saponinas

Csap N Media | Agrupacion
1,0 | 7459 |3,46921 | A
0,5 | 8474 | 2,80330 B
0,1 |10810 | 2,62357 C

Tabla 15. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la concentracion de aceite

Caceite N Media | Agrupacion
15 15580 | 3,91558 | A
0,5 4417 | 2,49573 B
1,0 6746 | 2,48477 B




Tabla 16. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre t*Csap

t*Caceite N | Media | Agrupacién
2415 4284 | 5,03062 | A

24 0,5 1158 | 2,94641 B
2410 3579 | 2,92241 B
015 11296 | 2,80054 B
01,0 3167 | 2,04713 C
005 3259 | 2,04506 C

Tabla 17. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre t*Caceite

t*Csap | N Media | Agrupacion
2410 | 2146 | 4,36643 | A
24 0,5 | 2944 | 3,86232 B

240,1 | 3931 | 2,67069 C
00,1 | 6879 |2,57646 C
01,0 |5313|2,57199 C
00,5 | 5530 | 1,74428 D

Tabla 18. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre Csap*Caceite

Csap*Caceite N | Media Agrupacion
1015 3827 | 4,74010 | A

0515 4432 | 3,66383 B

0,115 7321 | 3,34280 C

1,005 1186 | 3,32466 C

0510 2226 | 2,96174 D

0,105 1415 | 2,37821 E
1,010 2446 | 2,34286 E
0,110 2074 | 2,14971 E
0,505 1816 | 1,78432 F
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ANEXO G: RESULTADOS ESTADISTICOS SOBRE EL EFECTO DE LA

Tabla 19. Andlisis de varianza con respecto al efecto de la temperatura

TEMPERATURA

SC MC Valor | Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
T 2 1358 679,03 | 75,02 | 0,000
Csap 2 1017 508,36 | 56,17 | 0,000
Caceite 2 16 7,99 0,88 0,414
T*Csap 4 1897 474,15 | 52,39 | 0,000
T*Caceite 4 6913 1728,19 | 190,94 | 0,000
Csap*Caceite 4 5669 1417,20 | 156,58 | 0,000
Error 12071 | 109253 9,05
Falta de 8 | 1002 | 12529 | 1396 | 0,000
ajuste
Error puro | 12063 | 108251 8,97
Total 12089 | 133232

T N | Media | Agrupacién
30| 1840 | 4,91136 | A

20 | 9021 | 3,65959 B

50 | 1229 | 3,61072 B

Csap N | Media | Agrupacion
0,5 3486 | 4,77165 | A

1,0 | 3993 | 4,05483 B

0,1 |4611 | 3,35520 C

Tabla 20. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la temperatura

Tabla 21. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la concentracion de saponinas
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Tabla 22. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la T*Csap

T*Csap N | Media Agrupacion
500,5 309 | 548122 | A

3005 233 | 517206 | A | B

300,1 376 | 492178 | A | B

301,0 | 1231 | 4,64024 B

201,0 | 2146 | 4,43769 B

200,5 | 2944 | 3,66168 C

501,0 616 | 3,08656 D
200,1 | 3931 | 2,87942 D|E
500,1 304 | 2,26440 E

Tabla 23. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la T*Caceite

T*Caceite N | Media | Agrupacion
3005 248 | 6,54680 | A

2015 4284 | 5,10463 B

301,0 448 | 4,83166 B

501,0 595 | 4,70167 B

5015 335 | 3,46310 C|D
3015 1144 | 3,35562 C
2005 1158 | 3,04845 C|D
2010 3579 | 2,82571 D
500,5 299 | 2,66740 C|D

ANEXO H: RESULTADOS ESTADISTICOS SOBRE EL EFECTO DEL
PH

Tabla 24. Anélisis de varianza con respecto al efecto del pH

Fuente GL SC MC Valor | Valor
Ajust. Ajust. F p
pH 2 66305 | 33152,5 | 1887,50 | 0,000
Csap 2 37096 | 18548,2 | 1056,02 | 0,000
Caceite 2 4207 2103,3 | 119,75 | 0,000
pH*Csap 4 3347 836,8 47,64 | 0,000
pH*Caceite 4 69304 | 17326,0 | 986,44 | 0,000
Csap*Caceite 4 161206 | 40301,6 | 2294,53 | 0,000
Error 16531 | 290354 17,6
Falta de 8 117537 | 14692,1 | 1404,70 | 0,000
ajuste
Error puro | 16523 | 172818 10,5
Total 16549 | 543314
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Tabla 25. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre el pH

pH N | Media | Agrupaciéon
6 9021 |7,62064 | A

3 663 | 6,50216 B

9 |6866 | 0,95619 C

Tabla 26. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la concentracion de

saponinas

Csap N | Media | Agrupacion
1,0 |3366 10,9815 | A
05 | 7318 | 2,8359 B
0,1 |5866| 1,2616 C

Tabla 27. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la concentracion de aceite

Caceite N | Media | Agrupacién
0,5 1663 | 6,61474 | A

15 7547 | 4,95840 B

1,0 7340 | 3,50585 C

Tabla 28. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la pH* Csap

pH*Csap N | Media Agrupacion

61,0 2146 | 14,7823 | A

310 114 | 11,5963 B

91,0 1106 | 6,5659 C

60,5 2944 | 4,8015 D

305 496 | 4,7014 D

60,1 3931 | 3,2781 E

301 53| 3,2088 D|E

90,5 3878 | -0,9952 F
90,1 1882 | -2,7021 G

Tabla 29. Resultados del método de Turkey en Minitab sobre la pH* Caceite

pH*Caceite | N Media Agrupacion
60,5 1158 | 13,9654 | A
30,5 113 | 11,1212 B
615 4284 | 5,5296 C
915 3123 | 5,0869 D
315 140 | 4,2588 C|/D|E|F
31,0 410 | 4,1265 D|E
61,0 3579 | 3,3669 E|F
91,0 3351 | 3,0241 F
90,5 392 | -5,2424 G
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ANEXO I: IMAGENES DEL MICROSCOPIO — FUERZA IONICA
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Figura 9. Efecto de la fuerza idnica en emulsiones



