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RESUMEN

Las saponinas son glucosidos triterpénicos que se encuentran en una gran
variedad de plantas, entre estas la quinua. Estos glucosidos triterpénicos
derivan de siete agliconas siendo el acido oleandlico (AO) uno de los que
se encuentra en mayor porcentaje en la quinua. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar distintos métodos de extraccion de acido oleanolico
en quinuas de dos regiones de la provincia de Jujuy, cuantificando y
comparando la influencia de la zona de cultivo sobre la concentracion de
AO. El muestreo se realizd en dos regiones de la provincia de Jujuy (Valles
y Puna). Se recolectaron dos muestras de poblacion conocida Amarilla de
Marangani y 252, que se cultivan en ambas zonas de estudio, Abra Pampa'y
Perico.Se compararon 4 métodos de extraccion de AO: 1) lavado y maceracion
2) escarificada y lavados 3) escarificados y lavados reiterados 4) soxhlet,
seleccionando el mejor método para la cuantificacion. La cuantificacion
se realizo mediante Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). El
método de lavado se realizd a diferentes concentraciones de EtOH/H,0.
El método soxhlet presentd una recuperacion superior al 80%, siendo
considerado el mejor método de extraccion para la cuantificacion de las
muestras 252 y AMMA. Los resultados indican mayor concentracion de AO
en las quinuas cultivadas en Perico.
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SUMMARY

Saponinsaretriterpenicglycosidesfoundinawidevariety of plants,including
quinoa. These triterpenic glycosides are derived from seven aglycones,
oleanolic acid being one of those found in the highest percentage in quinoa.
The objective of this work was to study different methods of oleanolic acid
extraction in quinoas from two regions of the province of Jujuy, quantifying
and comparing the influence of the cultivation area on the concentration
of OA. The sampling was carried out in two regions of Jujuy province (Valles
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and Puna). Two renowned population samples were collected (Amarilla
de Marangani and 252) that are grown in both study areas, Abra Pampa
and Perico. Four methods of AO extraction were compared: 1) washing and
maceration 2) scarifying and washing 3) scarifying and repeated washings
4) soxhlet, selecting the best method for quantification. The quantification
was carried out by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
washing method was carried out at different concentrations of EtOH /
H20.The soxhlet method presented a recovery greater than 80%, being
considered the best extraction method for the quantification of samples
252 and AMMA.The results indicate a higher OA concentration in quinoas

grown in Perico.

Keywords: extraction methods, oleanolic acid, quinoa, saponins

INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es
un grano que se cultiva en la region andina de
América del Sur (Jancurova, Minarovic¢ova y Dandar,
2009). Se le denomina pseudocereal porque no
pertenece a la familia de las gramineas (Murillo
y Mujica Sanchez, 2013). Es una especie anual,
dicotiledonea perteneciente a la subfamilia
Amaranthaceae (Medina-Meza, Nicole, Aluwi,
Saunders y Ganjyal, 2016). Las quinuas pueden
tolerar diversas condiciones ambientales, asi
como largos periodos de sequia y alta salinidad
(Gonzalez y Prado, 2013). Este género incluye
alrededor de 250 especies (Bhargava, Shukla y
Orhi, 2005). Tanto la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
califican como un alimento Gnico por su altisimo
valor nutricional (Miranda y otros, 2012; Vega-
Galvez y otros, 2010). Sin embargo, presentan en
su composicion compuestos toxicos llamados
saponinas. Estos son metabolitos secundarios que
pertenecen al grupo de los glucosidos formados
por un azicar (glucosa, galactosa y ramnosa)
unido a una aglicona. Las saponinas se concentran
principalmente en el exterior de las capas del grano,
su concentracion oscila entre el 0,01% y el 5% en
peso seco (Medina-Meza y otros, 2016). Koziol (1991)
clasifico las quinuas de acuerdo a la concentracion
de saponinas en: dulces con un contenido menor a
0,11% y amargas con un contenido mayor a 0,11%,

debido a que le confiere sabor amargo (Medina-
Meza y otros, 2016) reduciendo sus caracteristicas
organolépticas y palatabilidad. Por tal motivo,
deben ser removidas previo a su consumo. En la
actualidad el nivel maximo tolerable de saponinas
considerado apto para el consumo humano es de
0,06 a 0,12%, establecido a partir de un analisis de
aceptabilidad organolépticay test semicuantitativo
de la espuma (Caceres Rios, 2016).

El Acido Oleandlico (AO) es la principal
sapogenina del grano de quinua (Mastebroek,
Limburg, Gilles y Marvin, 2000), y representa entre
un 76-86% del total de las saponinas (Troisi y
otros, 2014), en tanto que otros investigadores
como Cuadrado, Ayet, Burbano, Muzquiz, Camacho,
Cavieres, Lovon, Osagie y Price (1994) proponen
un porcentaje mas bajo de 68%. Es muy soluble
en 1-butanol le siguen el etanol, la acetona, y
por Gltimo, el agua. Asi mismo, esta solubilidad
aumenta con el aumento de la temperatura (14°C
a 54°C) (Liu y Wang, 2007). La toxicidad de las
saponinas en animales superiores es variable (Valle
Vega y Florentino, 2000). Estudios nutricionales in
vivo en ratas alimentadas con quinua no lavada
mostraron alteraciones en el crecimiento y se
observo una importante reduccion de la eficiencia
de asimilacion de los alimentos. La DL50 segin la
U.S. Enviromental Protection Agency es de DL50>
5000 mg/kg, es decir, que son toxicas en grandes
cantidades (Gianna, 2013). En el ser humano el
efecto por via oral ain esta en discusion (FAO,
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2013). Su contenido depende de diversos factores
tales como: tipo de cultivo, edad de la planta,
la localizacion geografica o el organo vegetal
y factores ambientales y agronomicos (Gliglii-
Ustiindag y Mazza, 2007).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
distintos métodos de extraccion deacido oleanolico
en quinuas de dos regiones de la provincia de
Jujuy, cuantificando y comparando la influencia de
la zona de cultivo sobre la concentracion de AO.

MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio

Se seleccionaron poblaciones de quinua
provista por el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) de Abra Pampa que provienen
del Banco de germoplasma de Salta, tomadas
de dos regiones de la provincia de Jujuy: Puna
(Abra Pampa) y Valles Templados (Perico). Del
resultado del muestreo estratificado (por region) y
aleatorizado, surgieron dos muestras de poblacion
conocida que son cultivadas en ambas zonas de
estudio, la 252 y la AMMA (Amarilla de Marangani).
La primera, es material seleccionado a partir de la
CHEN252 que tras 5 anos de seleccion masal se las
denomino RQ-252-16. En cuanto a la AMMA, es una
variedad libre, provista por el Instituto Provincial
de Agricultura Familiar (IPAF) a los productores.
El estudio consta de dos etapas: 1° Seleccion de
las dos mejores técnicas de extraccion de AO y 2°
comparacion de AO en las dos muestras provistas
por INTA, utilizando los dos mejores métodos de
extraccion obtenidos en el punto 1, ver Tabla N°1.

Tabla 1. Muestras seleccionadas para dos regiones de la
provincia de Jujuy

CODIGO DE MUESTRAS REGION COLOR
AMARILLA DE Abra Pampa amarillo a
MARANGANI (AMMA) (AP) anaranjado
AMARILLA DE Perico (P) amarillo a
MARANGANI (AMMA) anaranjado

Abra Pampa
252 (AP) blanco
252 Perico (P) blanco
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Recoleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas en bolsas
de polietileno las que fueron debidamente
identificadas y refrigeradas para su posterior
analisis.

Propuesta metodologica

Se estudio los siguientes parametros de
extraccion AO: tiempo de maceracion, lavado,
escarificado y relacion porcentual etanol/agua.
La cuantificacion de AO se realizd por HPLC con
detector DAD vy utilizando una columna RP (18,
segun método oficial AOAC 27.3.06 y cenizas, seglin
métodos oficiales AOAC 32.1.05.

Curvas de calibracion utilizadas en la seleccion
de métodos de extraccion: se prepard una solucion
madre de AO a partir de la cual se hicieron las
diluciones posteriores para los estandares. Para
ello se pes67,2 mgde patron de AO (SIGMA ALDRICH)
y se disolvio en 5 mL de metanol, obteniéndose
una concentracion de 1440 mg/L. A partir de este
patron se prepararon 7 diluciones del estandar de
25, 50, 75,100, 180, 360 y 720 mg/L. Se realizaron dos
curvas, la 1° con rango de 100 a 1440 mg/Ly 2° de
25 a 100 mg/L con posterior lectura en el HPLC. Las
curvas calculadas dieron las siguientes rectas de
regresion, ambas mostraron buena linealidad.

Ecuacion (1) y=1021.x+58968 con R? =0,9992
Ecuacion (2) y=12180.x+26654 con R? =0,9996

Para el calculo del método de recuperacion
con amaranto se utilizo dos curvas de menor
concentracion.

Ecuacion (3) y=27305.x+15532 R? =0,9969
Ecuacion (4) y=10865.x+30918 con R?= 0,9934

Curvas de calibracion utilizadas en la
cuantificacion de AO en las muestras 252 y AMMA,
utilizando los dos mejores métodos de extraccion:
Para la cuantificacion de las muestras por el
método soxhlet y método de escarificado y lavados
reiterados se realizaron dos curvas nuevas. La 1°
curva con concentraciones de 100,150, 200 y 300
mg/Ly la2° de1,5; 2,5y 10 mg/L. Para ello se peso
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7,5 mg de patron y se llevo a un volumen final de
25 mL con metanol obteniéndose una solucion
madre de 300 mg/L. A partir de esta se hicieron
las diluciones para los estandares. Las curvas
calculadas fueron:

Ecuacion (5) y =5831.x+34472 con R? =0,9996
Ecuacion (6) y =8447.x+7997 con R? =0,9997

Se realizo el calculo del LD y LQ del equipo HPLC
obteniéndose un LD=0,215mg/Ly el LQ=0,652mg/L.

Métodos propuestos de extraccion de Acido
Oleanolico (AO)

Las técnicas convencionales de extraccion de
saponinas mas utilizadas son: lavado, maceracion,
escarificado y soxhlet. Estas se basan en la
solubilidad del soluto en el disolvente, la cual
aumenta con la temperatura y agitacion.

1- Método de extraccion de un Lavado/
maceracion

Inicialmente, se trabajo con la metodologia
propuesta por Lozano y otros (2012) con algunas
modificaciones(FiguraN°1).Latécnicade extraccion
empleada fue lavado/maceracion relacion masa/
volumen (m/v) con mezclas hidroalcohdlicas
etanol/agua (EtOH/H,0) (v/v) (Tabla 2).

MUESTRA »
10g
12 h con 4 agitaciones de 15 min.
HPLC « ‘ SECADO
50°C

Figura 1. Diagrama de flujo de método de un lavado y
maceracion

EXTRACCION
Et/H20 (25%, 50% y 75%) ]» FILTRACION

RECONSTITUCION
10 mL metanol

Tabla 2. Parametros de extraccion

solucion al 25 %

m/v

solucion al 50 %

m/v

solucion al 75%

m/v

1:10=10g/100mL
1:20=10g/200mL
1:40=10g/400mL

1:60=10g/800mL

1:10=10g/100mL
1:20=10g/200mL
1:40=10g/400mL

1:60=10g/800mL

1:10=10g/100mL
1:20=10g/200mL
1:40=10g/400mL

1:60=10g/800mL
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11- Primera Modificacion de método de un
lavado y maceracion

Se presentaron problemas de evaporacion de
la solucion preparada, por lo tanto, se redujo a la
mitad los volimenes respetando las proporciones
masa/volumen. Ver Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de extraccion modificada

solucion al25%  solucion al 50 %  solucion al 75%

m/v Codigo m/v  codigo m/v  Codigo
110 1A 110 2A 110 3A
1:20 1B 1:20 2B 1:20 3B
1:40 1C 1:40 2C 1:40 3C
1:60 1D 1:60 2D 1:60 3D

Se prepararon las soluciones de EtOH/H,O al 25
%, 50 % y 75 % las que fueron agregadas a cada
proporcion de m/v de quinua respectivamente.
Se agito 4 veces por 15 min y se macero 12 h. Se
trasvaso el liquido de macerado de cada muestra
a vasos de precipitado y se llevo a sequedad a 50
°C. Se paso por filtro de membrana (0,45 pm) y
se resuspendio con metanol en matraz de 10 mL,
posterior lectura en el HPLC.

1.2- Segunda Modificacion de método de un
lavado

Se trabajo por triplicado y solo con las
concentraciones EtOH/H,0 al 50 % y 75 %. Se utilizo
larelacionm/v1:20(1g/20 mL). Para la cuantificacion
se cambio la fase movil del HPLC a acetonitrilo,
acido fosforico 1,25% (85:15) (Quattrocchi, Abelaira
y Laba, 1992). Para el procedimiento se peso 1 g
de quinua (252 de Abra Pampa y 252 de Perico) en
tubos falcon de 50 mL. Se agrego 20 mL de solucion
EtOH/H,0 al 50 %. Se agito 6 veces durante 10 min
cada tubo, se dejo macerar 24 h, posteriormente se
agito mediante vortex por 10-min y se centrifugo
por 10 min a 2625 rpm (simulacion de lavado). Se
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filtro el sobrenadantey se llevo a evaporacion hasta
sequedad, se reitera el filtrado usando membrana
0,45 um y se resuspendio con metanol a 10 mL. Se
realizo igual procedimiento para la solucion de
75%. Para la recuperacion del método se trabajo de
dos maneras: Primero con 1 g de amaranto con el
agregado de 1 mL de patron 180 mg/L. Segundo:
con 1 g de amaranto parcialmente molido al que
se le agregd 0,25 mL de patron de 250 mg/L. En
ambos casos se siguio el mismo procedimiento
mencionado en el punto 1.2, acompanado cada
uno de un blanco.

2- Método de extraccion con escarificado y
lavado

Siguiendo la propuesta por Quispe-Fuentes y
otros, 2012 con modificaciones se procedio a pesar
1g de quinua AMMA de Abra Pampa por duplicado.
En paralelo se realizo el método de recuperacion.
Se escarifico el grano con un tamiz (N°20) por 5
min en vaso de precipitado. Para la recuperacion se
agrego a la cascarilla 0,25 mL (125 mg/L) de patron
de AO. Se lavo el grano con 10 mL de solucion
EtOH/H,0 al 50 % y se trasvaso a tubos falcon de 50
mL, se enjuago el vaso (que contenia la cascarilla)
con los 10 mL de solucion restante y se junto con
los granos. Se llevo a shaker con temperatura de
40 °C a 140 rpm durante 24 h. Se centrifugo por 25
min a 2625 rpm. Se filtro, sacando el sobrenadante
con pipeta, y se llevo a sequedad en shaker 50 °C
140 rpm. Para la disolucion de la muestra seca se
utilizd unas gotas de agua bidestilada, de acuerdo
a Wehinger (2013). Se resuspendid en metanol,
se agrego 10 gotas de agua bidestilada y se llevo
a un sonicador por 30 min a 40 °C. Se filtro y se
llevo a volumen final de 10 mL. Se realiz6 el mismo
proceso con solucion EtOH/H,0 al 60 %.

2.1- Modificacion de método con escarificado y
lavado

En este caso se realizaron dos procesos en
paralelo uno de los cuales se llevo a sequedad
y el otro no, ambas se trabajaron con solucion
alcoholica al 50%.
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2.2.1- Primera Modificacion

Se peso1gde quinua portriplicado. Se escarifico
en tamiz y se trasvaso la quinua escarificada a
tubos. Al vaso con cascarilla se adicion6 5 mL
de solucion EtOH/H,0 al 50 % y se trasvaso a un
tubo falcon de 50 mL, lavado el vaso con los 5 mL
restantes. A los granos escarificados se le agrego
10 mL de solucion. Se llevo a macerar en shaker a
40°C, 140 rpm por 20 h. Los tubos con cascarilla se
centrifugaron a 2625 rpm por 25 min y se filtraron,
el residuo de cascarilla se adiciond a los tubos
que contenian los granos escarificados y se dejo
macerar 3 h mas en shaker luego se centrifugo y
se filtro. Se unieron ambos liquidos de macerado
y se enrazo a 30 mL. Se tomo una alicuota para la
lectura por HPLC.

2.2.2 - Segunda Modificacion
Se realizd el mismo procedimiento que en el
anterior punto, pero se llevo a sequedad.

3- Método de extraccion con escarificado y
lavados reiterados

Se peso 5gde quinua en 4tubos falcon de 50 mL,
se escarifico, se lavo el vaso con 10 mL de solucion
EtOH/H,0 al 50% que se coloco en los tubos. Se
pusieron los tubos en shaker a 50°C 200 rpm por
2 h, se retiraron y llevaron a centrifuga a 2625 rpm
por 20 min. Se retiro el sobrenadante a otros tubos
con pipeta. Al residuo de los tubos se les adiciono
10 mL de solucion EtOH/H,0 al 50% y se llevo a
shaker nuevamente en las mismas condiciones que
las del primer caso. Se repitio este proceso una vez
mas. Dos de las muestras se llevaron a sequedad
en shaker y dos se evaporaron hasta la mitad de
volumen 5 mL. Se hizo tres lavados mas para cada
caso con el objeto de maximizar la extraccion de
las saponinas. A las muestras que se llevaron a
sequedad se les adiciono 3 mL de agua bidestilada
para su disolucion y se procedio a la lectura en
HPLC. El mismo procedimiento se siguio para la
solucion EtOH/H,0 de 60%

4- Método de extraccion Soxhlet

Se trabajo en dos etapas, segin el Método con
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modificacion propuesto por Ruales y Baboo (1993).
Etapa 1: Extraccion de grasas

Se peso 5 g de quinua y se molid en mortero.
Se coloco en una caja de petri tarada y se llevo a
sequedad a 60 °C por 1 h. Se puso en desecador
por 10 min, hasta peso constante de la muestra.
Posteriormente se seco el balon de extraccion a
100 °C por 10 min, se llevo a desecadory se registro
el peso para el calculo. Se agrego 150 mL de éter
de petroleo al balon y se coloco el cartucho con
muestra en el sifon. Se conecto todo el equipo y
se inicio la extraccion de grasa durante 4 h. Una
vez terminada se elimino el solvente del balon
por evaporacion en manta de arena a 100 °C bajo
campana. Posteriormente se seco el balon en
estufa a 100 °C por 30 min, se enfrio en desecador
y se peso. Por ultimo, se secod la muestra sin grasa
en estufa por 15 min a 60 °C.

Segunda Etapa: Extraccion de acido oleandlico

Se coloco la muestra en el sifon y 150 mL
de metanol en el balon, se conectd el soxhlet.
El tiempo de extraccion fue de 6 h. Una vez
terminada la extraccion se elimind el metanol
del balon por evaporacion en manta de arena a
50 °C bajo campana hasta sequedad. El residuo
del balon se resuspendio con metanol en matraz
de 5 mL para su posterior cuantificacion en HPLC.
Para la recuperacion del método se us6 muestra
desengrasada y seca de amaranto, a la que se le
adicion6 1 mL de patron de 300 mg/L (0,3 mg/mL)
prosiguiendo el mismo procedimiento que en el
punto 4. También se realizo un blanco.

La tabla N° 4 indica las modificaciones de los
distintos métodos de extraccion.
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Tabla 4. Resumen de modificaciones de las diferentes
técnicas de extraccion de AO

Caracteristicas

Metodos Modificaciones modificadas
Se redujo el volumen
1° de sol alcoholica a la
mitad
Lavados y Se trabajo solo con la
maceracion sol alcohdlica de 50%
20 Yy 75%
Se cambia la fase movil
a Acetonitrilo + acido
fosforico.
El escarificado se
10 trabaja por separado
del grano y solo al 50%
Escarificado de sol. Alcoholica
y lavado Idem a la 1°
9 modificacion, pero
al final se lleva a
sequedad
Escarificado
y lavados Sin Modificacion
reiterados
Soxhlet Sin Modificacion
RESULTADOS

Se presentan los resultados obtenidos de la 1°
etapa: Seleccion de la mejor técnica de extraccion
de AO.

1- Resultados de Método de Extraccion de AO.
11- Primera Modificacion de método de un
lavado/maceracion

Solo se obtuvieron valores cuantificables de las

muestras 1B, 3A y 3B los cuales se expresan en la
tabla 5. Se utilizo la ecuacion (2).

Tabla 5. Muestra comercial de quinua

Areas

Muestras Areas Promedio mg/L  mg/g mg/Kg
1752292

1B 1752308,5 141,67 0141 141,67
1752325
815919

3A 817449,5 64,92 0,064 64,92
818984
755305

3B 759908,5 60,20 0,060 60,20

764512
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1.2- Segunda Modificacion de método de un lavado

Se observo adherencias en el fondo del tubo
y para poder reconstituirlas se agregdo 5 mL de
metanol. No se obtuvo repetibilidad en las areas
de los cromatogramas, en consecuencia, no hubo
resultados concretos (Tabla 6). Por lo tanto, se
realizaron nuevos cambios en la metodologia. El
porcentaje de recuperacion obtenido fue del 55,5 %.
Respecto al Método de recuperacion con amaranto
parcialmente molido los resultados fueron: 16%
para las tratadas con solucion al 25 % EtOH/H.0,
188% para las tratadas con 50 % EtOH /H,0 y del
148% para las del 75 % EtOH/H,0.

Tabla 6. Areas obtenidas en las muestras 252 de Perico y
ABRA PAMPA

MUESTRAS 252 DE PERICO MUESTRAS 252 ABRA PAMPA
(7] (7]
[T} L
= =
=] P =] o
(@] [24 (W] o
E =& E -
o o
[T} [¥7}
o o
6,63 88173 6,65 39772
A A
6,63 88245 6,64 39284
6,67 71956 6,67 35002
B B
6,68 74370 6,66 34152
6,61 79703 6,67 34771
C C
6,62 79746 6,63 36142

La muestra se preparé por triplicado leyéndose dos veces
en el HPLC

2- Método de extraccion con escarificado y
lavado

Se presento la misma dificultad que en los
puntos anteriores en la disolucion con metanol.
También se observo residuo en los filtros. Las
muestras no pudieron ser cuantificables por el
equipo de HPLC.
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Se pudo cuantificar las muestras tratadas al 50 y
60% EtOH/H,0. Para la lectura y calculos se empleo
la ecuacion (2). El porcentaje de recuperacion
obtenido fue del 69,59 % para las tratadas con
solucion al 50 % EtOH/H,0 y del 41,74 % para
las de solucion al 60% EtOH/H,O, indicando la
inefectividad del método.

Primeray Segunda Modificacion del método con
escarificado y lavado

Las areas obtenidas en la primera modificacion
no fueron cuantificables, motivo por el cual se
decidio no continuar con la segunda modificacion.

3- Método de extraccion con escarificado y
lavados reiterados

Se obtuvo mejor resultado de extraccion en las
muestras que se redujeron a mitad de volumen, con
respecto a aquellas que se llevaron a sequedad.
Se observa en la Tabla 7 los resultados de los 6
lavados. Se utilizd la ecuacion (4).
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Tabla 7. Promedios de AO en dos ensayos

AO ensayos reducidos a la mitad de volumen AO ensayos con evaporacion total
mg/ Kgl mg/ Kgl
i AO Tota s AO Tota
Areas mg/g 2 Areas mg/g 2
Muestra . mg/L extraido  Muestra . mg/L extraido
promedio AO en los promedio AO en los
lavados lavados
A1 629660,5 6,1 0,015 A1 184974,5 2,0 0,006
A2 663977,5 6,4 0,032 A2 625289 6,0 0,018
A3 667998,5 6,4 0,032 A3 620488 6,0 0,018
120 60
A4 254528 2,6 0,013 A4 169258,5 1,8 0,006
A5 333694,5 3,4 0,017 A5 217830 2,3 0,007
A6 242641,5 2,5 0,013 A6 191886 21 0,006
B1 154006 1,7 0,006 130 B1 112667,5 1,3 0,004 50
B2 956635 9,1 0,045 B2 628867,5 6,1 0,018
B3 624880 6,0 0,030 B3 606314,5 59 0,018
B4 353109 3,5 0,018 B4 275927,5 2,8 0,008
B5 347259,5 3,5 0,017 B5 165715 1,8 0,005
B6 270012,5 2,8 0,014 B6 ND ND ND
*nlmeros arabigos junto a las letras mayUsculas indican N°
de lavados
**ND no detectable
4- Método de extraccion soxhlet
La concentracion de AO se encontro dentro del
rango de resultados hallados por otros autores.
Se obtuvo un valor de 0,21 mg/g de AO para una
muestra comercial (Tabla 8). La ecuacion utilizada
fue la (1).
Tabla 8. Contenido de AO mediante soxhlet
Muestra tR Areas Areas promedio mg/L mg/g mg/Kg
1 7,4 2233083 22022676,5 209,735691 0,21 209,73

1 7,3 2172270

Revista Cientifica FCA 2021; 14 (1):34- 48



Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Agrarias - UNJu

4.1- Método de recuperacion mediante soxhlet
con amaranto

Nuevamente se detecto la presencia de AO en
el blanco de amaranto de 0,088 mg/g (Tabla 9).
De acuerdo a bibliografia consultada (Cuadrado y
otros, 1994; Rastrelli y otros, 1995) se encuentran
ciertas saponinas en el amaranto, pero en
cantidades imperceptibles al paladar. El porcentaje

Tabla 9. Método de recuperacion mediante soxhlet
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de recuperacion fue del 87 % que se determino
mediante la diferencia entre el valor obtenido
del amaranto con patron y el blanco, utilizando la
ecuacion (5).

Amaranto Area promedio mg/L mg/g mg/Kg
s/patron 549575,5 88,3387927 0,088 88,3
c/patron 853602 140,478477 0,140 140,4

Resultados 2° etapa: comparacion de AO en las
dos muestras provistas por INTA, utilizando los
métodos de extraccion Método de escarificado y
lavados reiterados y método Soxhlet.

1- Cuantificacion de AO mediante método de
escarificado y lavados reiterados

Las extracciones obtenidas por este método
fueron muy bajas comparadas con las del soxhlet;
en las Tablas 10 y 11 se puede observar la baja
repetitividad de las lecturas, por lo tanto, no se
aplico el método de recuperacion. Sin embargo,

las muestras se leyeron también con este método,
debido a que los productores lo utilizan para la
eliminacion de saponinas. Las muestras AMMA
de Abra Pampa presento valores cuantificables
mientras que en la de Perico no hubo deteccion
del AO (Tabla 10) En las muestras 252 se obtuvieron
resultados en ambas zonas de cultivo (Tabla 11),
ademas solo se obtuvo valores del duplicado y
triplicado. Para los lavados A1, B1, C1y C2 se utilizo
la ecuacion (5). En las restantes se uso la ecuacion
(6). El promedio de AO extraido fue de 39,77 mg/Kg,
cinco veces menos que el soxhlet.

Tabla 10. Promedios de AO. Muestra AMMA

Muestra AMMA Abra Pampa

Muestra AMMA Perico

lavados MR mg meke TSNS PO S mel meke (EE UR

Al ND ND ND ND ND ND

A2 ND ND ND - ND ND ND -

A3 ND ND ND ND ND ND

B1 148487,5 19,553 19,55 ND ND ND

B2 196671 27,816 27,81 69,24 46,13 ND ND ND - -
B3 162042,5 21,877 21,87 ND ND ND

1 128672 16,155 16,5 ND ND ND

C2 49976,5 6,863 6,86 23,01 ND ND ND -

C3 ND ND ND ND ND ND
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Tabla 11. Promedios de AO en Muestra 252
Muestra 252 Abra Pampa Muestra 252 Perico
Area mg/Kg  Prom. Area mg/Kg  Prom.
Lavados promedio mg/L  mg/Kkg total mg/Kg promedio mg/L  mg/Kg total mg/Kg
Al 140221 18,135 18,13 ND ND ND
A2 72895,5 9,576 9,57 35,8 ND ND ND ND
A3 60364,5 8,092 8,09 ND ND ND
B1 176374,5 24,335 24,33 191441,5 26,919 26,91
B2 77033 10,066 10,06 43,9 39,77 252851,5 37,451 37,45 105,93 100,99
B3 72279 9,503 9,5 276824,5 41,562 41,56
C1 147185 19,329 19,32 214830,5 30,93 30,93
C2 98555,5 10,99 10,99 39,62 216957 31,295 31,29 96,04
C3 70606 9,305 9,3 231641 33,813 33,81
Tabla 12. Concentracion de AO mediante soxhlet
Si bien los resultados obtenidos con este
metodo fueron bajos, en la Figura 2 se puede Areas mg/
. . - Muestra . mg/L  mg/g
observar que la muestra de Perico contiene mas promedio Kg
AO que las muestras de Abra Pampa.
AMMA Ab.
Pampa 1 1088311,5 180,73 0,208 208,69
150
= 100,98
9 100 FOAMAAD. 810765 133,13 0,153 153,73
Q ampa 2
X 39,77 46,13
£ 50
4
% 0 AMMA Perico 1 1197874 199,52 0,230 230,39
E 252 Abra AMMA Abra 252 Perico
Pampa Pampa
. . . ) AMMA Perico 2 8417445 138,44 0,159 159,86
Figura 2. AO obtenidos por el método de lavados reiterados
por poblacion y localidad de cultivo.
252 Ab. Pampa 1 1108310,5 184,16 0,212 212,65
2- Cuantificacion de AO mediante soxhlet
En la recuperacion del método se obtuvo un ~ 2°2AP-Pampaz 11461385 190,64 0220 220,14
porcentaje del 87 %. Este porcentaje se utilizo
para corregir los valores obtenidos del AO en las 252 Perico 1 14817775 24820 0286 28661
muestras. Para el calculo de la concentracion de AO
se utilizo la ecuacion (5). Ver tabla 12.
252 Perico 2 1687037,5 28341 0,327 327,26
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Se encontro mayor contenido de AO en las
muestras cultivadas en Perico comparadas con las
muestras de Abra Pampa (Figura 3y &).

400 306,9 Perico
Z300
s 1951 1812 2164
g?_UU
=T
29
E AMMA 252

Figura 3. Comparacion de contenido de acido oleanélico
segln las regiones de estudio

Al realizar el analisis estadistico ANOVA se
observo diferencias significativas con un p=
0,0484 entre las localidades en la poblacion 252,
mientras que en la AMMA no se observo diferencias
significativas con un p=0,7851. Por otro lado, se
observo diferencias significativas con un p=0,0406
entre las dos poblaciones de quinua (Figura &).

- 300 - 261,7
= 188,2

S 200 -

£

S 100 -

=T

=

= 0 .

= AMMA 252

Figura 4. Promedio del Contenido de acido oleandlico segin
las poblaciones de quinua

En la Figura 5 se observa la comparacion entre
los dos métodos seleccionados para cuantificar
las muestras provistas por INTA. Se observan
diferencias significativas entre los métodos de
lavado tanto para la muestra 252 como para la
AMMA, obteniendo mayor concentracion en las
muestras extraidas a traves del méetodo soxhlet.

350

300
PERICO M ABRA PAMPA
250
1951 1951

200 1812

150
100,98

mg/KgAO

100

39,77 46,13
50

252 AMMA 252 AMMA

Método deLav. Reiterados Método Soxhlet

Figura 5. Promedio de AO en Quinuas de 2 regiones

diferentes, empleando los 2 métodos de extraccion
seleccionados
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DISCUSION

El proposito de este trabajo fue estudiar cual
es el mejor método de extraccion de AO usando el
método de lavado con modificaciones y soxhlet. En
el primero se encontraron valores por debajo de
los obtenidos en otros estudios realizados (Nickel
y otros, 2016; Quispe-Fuentes y otros, 2012; Monje,
Yarko y Raffaillac, 2006; Muir, Paton, Ballantyne y
Aubin, 2002; Zhu y otros, 2002). Los investigadores
Dini, Schenttino, Simioliy Dini. A(2001) y Zhu y otros
(2002) determinaron que los procesosde eliminacion
con mezclas alcoholicas no son muy eficaces, ya que
incluso después del lavado algunas especies de
saponinas permanecen en las semillas, por lo que
se recomiendan el uso de agua ligeramente alcalina
en lugar de neutra. Este comportamiento se debe al
caracter anfifilico o anfipatico, que caracteriza a las
saponinas (Ahumada, Ortega, Chito y Benitez, 2016).
Asi mismo, Bacigalupo y Tapia (2000) compararon
tres temperaturas del agua de lavado (50,70 y 80°C),
y encontraron que, mediante el lavado con agua a
50 °C, se puede reducir el contenido de saponina
hasta en un 25%, del contenido inicial; mientras que
con lavados a 70 y 80 °C, la saponina residual ya no
es detectable. De igual forma Quispe y otros (2012)
determinaron que la concentracion de saponinas
disminuia con el aumento de la temperatura (de
20°C a 60°C) de lavado con solucion EtOH/H,0 al
50%, bajo agitacion constante; con tiempos de 15
a 120 min.

En este trabajo se utilizo una solucion alcoholica
de etanol absoluto y agua bidestilada al 50 %
y 75 %, siendo estas las que presentan mejores
condiciones para la extraccion del AO. Aunque la
bibliografia indica que el alcohol isopropanol es
el mejor solvente para la extraccion, este no fue
utilizado debido a su toxicidad. La temperatura de
extraccion fue de 50°C bajo agitacion constante por
un tiempo de 120 min cada lavado. Sin embargo,
la extraccion fue menor a otras bibliografias
consultadas (Nickel y otros, 2016; Quispe-Fuente y
otros, 2012; Monje y otros, 2006). Cabe acotar que,
en los trabajos mencionados, se determinaron
saponinas totales y no AO como en el presente
trabajo.



Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Agrarias - UNJu

Por otro lado, la técnica de extraccion por
soxhlet, cuya recuperacion obtenida fue del 87 %,
justifica el empleo de esta técnica. Los resultados
muestran que el contenido de AO en una misma
variedad varia segin la zona de cultivo. De acuerdo
al estudio de Soliz-Guerrero y otros (2002), el
contenido de saponinas se ve afectado por un
déficit hidrico en el suelo; estos promueven bajos
contenidos de saponinas, que concuerdan con los
obtenidos por Troisi y otros (2014) y De Santis y
otros (2016). Otro investigador Koziol (1992) muestra
como las quinuas cultivadas en regiones de poca
precipitacion presentan concentraciones menores
a las cultivadas en zonas de mayor precipitacion.
Esto justifica los resultados obtenidos en Abra
Pampa, donde el contenido es menor respecto al
obtenido en Perico (Valles) debido a que la Puna
(3500 a 4000 msnm) es una zona arida con escasas
precipitaciones (entre 100 y 300 mm anuales) a
diferencia de los Valles que reciben anualmente
entre 500 y 1200 mm, con temperaturas medias
relativamente bajas debido a su altura promedio de
1100 msnm (Alcoba y Chavez, 2015). Los resultados
obtenidos, también mostraron que el contenido
de AO presente en la poblacion de quinua 252 son
mayores a la AMMA.

Segiin Cuadrado y otros (1994) el AO representa
un 68 % del total de las saponinas en la variedad
Amarilla de Marangani y entre un 35-41% en las
variedades blancas, todas cultivadas en el altiplano
de Peri. Troisi y otros (2014) propone entre un
76-85 % para genotipos de quinuas identificadas
como RB y KVLQ52 cultivadas en Italia. Asi mismo
Gomez-Caravaca y otros (2012) en su investigacion
de compuestos fendlicos y saponinas en muestras
de quinua cultivadas bajo diferentes regimenes de
irrigacionsalinaynosalinadeterminaun porcentaje
de AO del 36-50 % con quinuas provenientes de
Dinamarca, pero cultivadas en Italia.

En todos los casos el AO fue el que se encontro
en mayor proporcion entre otras saponinas. Estas
diferencias en el contenido de saponinas (en este
caso AO) se deben a factores ambientales y/o
genéticos de la quinua.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, las
muestras provenientes de Perico presentaron
mayor contenido de AO que las de Abra Pampa.
Los resultados son similares a los reportados por
Cuadrado y otros (1994) de 218 mg/Kg para AMMA
y para las variedades blancas (todas de Peri)
valores menores de 41 mg/Kg. Por el contrario,
quinuas cultivadas en Italia presentaron un mayor
contenido de AO con valores entre 1631,29 mg/Kg a
2806,37 mg/Kg (Troisi y otros, 2014). Asi también, un
estudio realizado en Chile obtuvo altos contenidos
de AO 5880 mg/Kg en ecotipos de quinuas chilenas
(Miranday otros, 2012).

Es necesario analizar otras variedades
aumentando el namero de poblaciones de
quinuas para obtener valores estadisticamente
significativos, estos resultados son los primeros
obtenidos de Acido Oleandlico en la provincia y
sirven de base a futuros estudios que contribuiran
a la caracterizacion de las quinuas cultivadas en
Jujuy.

CONCLUSION

EL mejor método encontrado para la extraccion
de AO fue el método soxhlet, sin embargo, el
método de escarificado y lavados reiterados es el
utilizado por los productores para la eliminacion
de saponinas. De las soluciones empleadas se
pudo observar que la solucion EtOH/H,0 al 50%
es la que produce mayor extraccion Por otro
lado, se encontro diferencias significativas de AO
entre AMMA (188,2 mg/Kg) y 252 (261,7 mg/Kg). La
poblacion 252 mostro diferencias significativas
segln la region de cultivo (Perico: 306,9 mg/Kg;
Abra Pampa: 216,4 mg/Kg) no asi en la poblacion
AMMA (Perico: 1951 mg/Kg; Abra Pampa: 181,2
mg/Kg), siendo mayor la concentracion de AO
en quinuas cultivadas en Valles probablemente
debido al mecanismo de defensa del cultivo frente
al posible ataque de plagas ante las condiciones
ambientales, no asi con la poblacion AMMA.

Ante los resultados obtenidos podemos

clasificar a las quinuas estudiadas como quinuas
dulces con una concentracion menor al 0,11%. Se
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puede estimar que las condiciones ambientales
influyen en la cantidad de AO presentes en la
quinua, pero se requiere seguir estudiando otras
poblaciones de quinua.
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