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1.1. Antecedentes

Antes de que el hombre creara la gran industria del jabdn se usaban jabones naturales,
Ilamados saponinas, nombre derivado del latin sapo = jabdn. Muchas raices, frutos y
follaje de plantas tienen la propiedad de limpiar y hacer espuma con el agua por eso se
han utilizado desde la antigliedad para lavar ropa, por sus propiedades detergentes por

lo cual tienen un sabor amargo. (Moreno M., 2003).

Las saponinas son compuestos glicosidados de glucosa, galactosa o pentosas. Los
contenidos de estos metabolitos varian del 0,1% al 5 % en muchos vegetales. Después

de una hidrolisis se obtienen sapogeninas, triterpenicas o esteroidales.

Bastantes proyectos similares o parecidos de la extraccion de saponina se realizaron en
varios paises. A nivel internacional se realizaron trabajos de investigacion para la
fabricacion de jabdn de los contenidos que estan en el interior del fruto del Timboy.
Una de las investigaciones se llevo a cabo en la provincia de San Salvador de Jujuy,
estudiando las propiedades que permiten la fabricacién de jabon, los métodos de
extraccion de la saponina fueron los de observacion y experimentacion siguiendo los
respectivos procedimientos obteniéndose exitosamente un jabon en todos sus
conceptos y que cumplen su funcion limpiadora y aromatizante. (Aramayo J., 2008).
Otros trabajos de investigacion se efectuaron en Brasil, estudios que permitieron
identificar componentes principales como: la fraccion de saponina, el extracto crudo,
fraccion fenolica, polisacérido, materia insaponificable y &cidos grasos. (Matloub A.,
2018). Particularmente a nivel nacional y regional no se realizaron trabajos de

investigacion de extractos de saponina del fruto de Timboy.

Las saponinas se obtienen de muchas plantas una de ellas es la quinua. Las saponinas
de la quinua son glicésidos que se enlazan a un aglicon o sapogenina, el aglicén es de

naturaleza triterpénica.



Se han identificado varios tipos de saponinas, con diferencias, provenientes de la
quinua blanca y la de color (amarillo y rosado), tal como se observa en la tabla I-1 el

contenido de saponina en la quinua. (Subieta C. et al, 2011).

Tabla I- 1 Contenido de saponina de Quinua Real sin procesar

Porcentaje en
peso de
Saponina (%)

Quinua = Concentracién de
Real Saponina (mg/l)

Blanca 57,02 0,23
Amarilla 64,50 0,26
Rosada 68,24 0,29

Fuente: Subieta C., et al, 2011.

Asimismo se obtiene de la planta Boliche (Sapindus Saponaria L.), sus frutos son
drupas esféricas con pericarpio amarillo y translicido que tienen saponinas
triterpenoidales, taninos, gomas, azlcares y aceites que sirven para fabricar un
detergente biodegradable, por el contenido de saponinas presentes, en un 0,55 % en el
extracto hidrolizado. (Tomas G., et al, 2010).

Por otra parte, se extrae saponina del Quillay (Quillaja saponaria), los extractos de
quillay contiene saponinas, polifenoles, taninos, otras sales y azucares, la
concentracion de saponina en cada componente del Quillay son: 11,6% de la Corteza,
10,0% de las ramas con corteza, 8,8% de la Madera y 6,1% de las Hojas. (Correa C.,
etal, 2013).

En particular, que es el caso de la presente investigacion, se puede obtener saponinas
del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum). EI Timboy recibe diferentes
nombres que varian de un pais a otro como: Arariba, Cambanambi, Chimbo, Tamboi,
Timbauba, Ximbiuva, Ximbo (Brasil); Toco, Timboy, Oreja de Mono (Bolivia); Oreja
de Negro (Argentina); Timbo6 Colorado (Paraguay); Pacara, Timbé (Uruguay). (Salazar
R., 2001).



El Timboy es un arbol de copa amplia, follaje verde claro con ramificacion cimosa, de
corteza color gris claro pardo grisaceo. Las hojas son compuestas bipinnadas, alternas
de foliolos verde claro, borde entero. La flor, inflorescencia en cabezuelas es de color
blanco verdosas. (Burkat A., 1978).

Figura 1- 1 Planta Timboy (Enterolobium contortisiliquum) mostrando las hojas, flor,

fruto y corteza

Fuente: Reserva Natural Educativa, 2001.

Es un fruto seco, en forma de legumbre indehiscente, coriacea y lefiosa, encorvado en
circulo, superficie lisa y de color pardo oscuro cuando madura. Sus semillas son de
tegumento liso y muy duro, de color castafio oscuro, se encuentran dentro del fruto y
hay 10 semillas 0 mas en promedio. Sus semillas humerosas, de color castafio oscuro,
ovoideo-comprimidas de 1 cm de largo por 0,5 cm de ancho lisas y duras dispuestas

en compartimentos transversales. (Burkat A., 1978).



Figura 1- 2 Semillas del fruto de Timboy

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Los frutos de Timboy son ricos en saponina, una sustancia que hace espuma en
contacto con el agua. El mismo compuesto lo convierte en un excelente desinfectante,
de igual forma se lo utiliza como jabdn de piel, champU y para diferentes tejidos textiles
incluyendo lanas, también tiene usos medicinales, como analgesico, antiséptico,
cicatrizante, para el tratamiento y prevencion de la gonorrea y de la caspa, y como
tonificante capilar. (Plantas medicinales, 2013).

1.1.1. Identificacion del Problema del Proyecto

Actualmente existen muchos detergentes sintéticos que se han posicionado en el campo
de la industria por sus beneficios, multiples usos y bajo precio, pero frente a esto, luego
de su uso dejan residuos que contaminan al medio ambiente, como también resultan
abrasivas para la piel provocando su sequedad e irritacion, lo cual no solo plantea una
problematica global, sino que necesita un compromiso a nivel industrial y del

consumidor final.

Debido a la problemaética causada por la contaminacion de estos detergentes sintéticos,

la sociedad empieza a concientizar de los efectos que provocan al medio ambiente; en



especial a la contaminacion hidrica por lo tanto buscan detergentes de limpieza

ecoldgicos que son favorables con la naturaleza. (Pajuelo R., 2016).

El interés en estos compuestos de saponinas se debe a sus propiedades tensioactivas,
detergentes, humectantes, emulsificantes, espumantes, insecticidas, antibioticas,
fungicidas y farmacoldgicas. En este sentido las saponinas son una fuente importante,

para generar ingresos adicionales.

Es asi que para reducir el consumo de estos productos quimicos se tienen disponibles
las plantas que por su naturaleza son biodegradables tal es el caso del fruto de Timboy
para el cual se busca su aprovechamiento, darle un valor agregado, ya que actualmente
el fruto es desechado; una vez maduros caen del arbol y se encuentran depreciados y

distribuidos por el suelo siendo alimento para insectos y pajaros.
1.1.2. Mercado consumidor

Las saponinas se estan posicionando en el mercado de la cosmetica, y los detergentes
que estan en busqueda de ingredientes naturales (tanto por su efecto espumante como
de principios activos), determinada por la preferencia cada vez mas pronunciada a favor
de agentes espumantes que no contengan insumos quimicos como los sulfatos, sino
mas bien tener tensioactivos naturales que se obtienen a partir de materias primas
renovable, reducen el potencial de irritacion, totalmente biodegradables. Algunos
extractos de saponina tienen un costo elevado, ademas de algunas plantas su
explotacion es criticada por la deforestacion que ocasiona y procesos de extraccion

complejos y costosos. (Pajuelo R., 2016).
Existe una creciente demanda de surfactantes biodegradables a base de plantas.
1.1.3. Precios de la saponina

Los precios estimados de comercializacion de la saponina, en ddlares americanos en
solido y en dolares americanos por litro se muestra en la Taba I-2. Estos datos pueden
variar segun los proveedores que lo comercializan, de la materia prima de donde se

extrae la misma y de la concentracion que contiene.



Tabla I- 2 Precio de saponina

Preciodela  (Bus/ka) | (Sus/l)

Saponina | 55 199 4.913

Fuente: Quiminet, 2016.
1.1.4. Mercado competidor

En Tarija hay diferentes productos de limpieza o detergentes sintéticos que se
encuentran en el mercado. Estos productos mayormente llegan de paises vecinos como
Argentina, Chile y Perq, asi también hay productos de limpieza o detergentes sintéticos
que se fabrican en el departamento de Santa Cruz y Cochabamba, pero en la ciudad de

Tarija no se fabrican estos productos.

Segun las estadisticas de Aduanas de la Camara de Comercio Internacional (CCl),
dentro de los tensioactivos sintéticos preferidos por la industria del cuidado personas,
el més conocido el Lauryl Sulfato de Sodio, cuyo uso es masivo debido principalmente
a su bajo precio. En la tabla 1-3 se muestran las importaciones de tensioactivos

sintéticos en miles de dolares.



Tabla I- 3 Importaciones de tensioactivos sintéticos sulfatos en miles $us

Valor Valor Valor Valor Valor
Importadores | importado Importado importado importado importado
en 2011 en 2012 en 2013 en 2014 en 2015

China 146149 152171 140345 138399 141857
Francia 186718 175468 157710 167729 131769
Eﬂi%%‘f 131215 138210 140270 = 128885 120808
Alemania 126162 123128 110858 120217 105219
Canada 110978 120076 116517 124040 103745
Malasia 112564 95007 92412 93120 | 94939
Paises Bajos 89342 90574 89009 89373 79033
India 30871 = 48114 47983 75301 | 70690
Italia 05040 88320 88252 77785 | 66904
Brasil 76187 84430 83661 86661 | 66556
Rusia 56108 73053 60749 61510 64283

Fuente: Pajuelo R., 2016

Existen en el mercado una gran variedad de detergentes que facilitan la eliminacion de
la suciedad y se dispersan en el agua. Estos detergentes son sintéticos o también
Ilamados tensioactivos, surfactantes que son sustancias que se utilizan para cambiar la
tension superficial del agua y facilitar el lavado, su funcién es la humectacion de

superficies, formando espuma y originando una emulsion.

El uso de tensoactivos puede causar problemas si no son tratadas de acuerdo a la ley
del medio ambiente, afectando a la calidad de agua que son eliminados por medio de
alcantarillado a los cuerpos de rio; los principales impactos ambientales que causan se

sefialan en la tabla 1-4.



Tabla I- 4 Principales afecciones de los tensoactivos al medio ambiente

Problemas ambientales causados por los tensoactivos

Aumento de pH en aguas residuales mas de 12.

Presencia de cloro y organocloros en el agua (de caracter tdxico y
carcindgeno).

El oxigeno del ambiente es utilizado para degradar los tensoactivos

causando condiciones anoxicas en el ambiente.

Son compuestos toxicos para microorganismos.

Tienen efectos de coagulacion y sedimentacion.

Los tensioactivos anidnicos precipitan y acumulan sales alcalino-térreas
en diferentes matrices ambientales.

Fuente: Cantero, 2010, et Trujillo N., 2017

Por lo tanto la tendencia actual, hacia el uso de productos ecoldgicos, muestra un gran
interés por parte de las industrias nacionales e internacionales en la produccion de
detergentes y espumantes, para adoptar a la saponina como materia primaen sus
procesos. En consecuencia parece necesario realizar un proceso industrial que permita

obtener saponinas para satisfacer esta demanda potencial.
1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

» Obtener a nivel experimental, extracto de saponina a partir del fruto de Timboy

(Enterolobium contortisiliquum) del departamento de Tarija.
1.2.2. Objetivos Especificos

» Caracterizar la materia prima: fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum) del

departamento de Tarija, para la obtencion de extracto de saponinas.



» Seleccionar el método del proceso tecnoldgico experimental de obtencion de
extracto de saponina del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliqguum).

» Ejecutar la fase experimental del proceso tecnolégico de obtencion de extracto de
saponina del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum).

» Caracterizar el producto a obtener extracto de saponina del fruto de Timboy
(Enterolobium contortisiliquum).

» Determinar el rendimiento en el proceso tecnoldgico de obtencidn de extracto de
saponina del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum).

» Analizar y discutir los resultados del proceso tecnolégico experimental de obtencidn
de extracto de saponina del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum) del

departamento de Tarija.
1.3. Justificacion del Proyecto

El Timboy se encuentra en el departamento de Tarija y en la region tropical y
subtropical de Bolivia, su aprovechamiento es fundamental para la extraccion de
saponina que son requeridos para los productos de limpieza y detergentes, ademas en
los farmacos, y al aporte de la industria nacional ya que los productos son importados

del exterior.

Antiguamente en nuestro departamento cuando no se gozaba y no eran conocidos los
productos de limpieza se usaba agua con el fruto (trozado) lo agitaban y les servia como

limpiador de trajes, champu o jabon.
Se busca un aprovechamiento sostenible de estos frutos que buscan nichos de mercados
como estrategia de diversificacién comercial.

1.3.1. Justificacion Econdmica

La actividad generara desarrollo econdmico, sustituira parte de las importaciones de
saponina y de los productos de limpieza o detergentes, cubrira parte de la demanda
nacional de calidad a menores precios y asi potenciar la productividad del sector de
produccion de liquidos concentrados de saponina en Tarija.
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La extraccion de saponina del fruto de timboy no es de mucha inversion econdémica ya

que se tiene la disponibilidad de la materia prima, los materiales y equipos disponibles.
1.3.2. Justificacion Tecnoldgica

En el ambito tecnoldgico se espera implementar la disponibilidad de la tecnologia
adecuada para el proceso de extraccion sélido-liquido mediante maceracién y con el
uso de solvente organico, para extraer la saponina del fruto del Timboy, sin grandes
inversiones para su produccion y asi poder aprovechar la materia prima que
actualmente se desecha ya que estos frutos ya maduros se caen del arbol sin ser

utilizados.
1.3.3. Justificacion Social

Se estableceran mas fuentes laborales para las personas que habitan en la regidn,
generar atribucion econémica para la ciudad; se ofertardn productos nuevos,

diversificando los productos existentes en el mercado a base de saponinas.
1.3.4. Justificacién Ambiental

El uso de recursos renovables y naturales para obtener productos biodegradables que
tienden a minimizar el impacto ambiental y sobre todo la reduccion de la
contaminacion hidrica que es desechada sin ser tratada en los rios, aguas de desecho,
etc., asi gestando a conceptos de sostenibilidad; los tensioactivos naturales como la
saponina son de origen vegetal apto para cosmética o detergentes naturales, ya que se
obtiene a partir de materias primas renovables, son totalmente biodegradables, reducen
el potencial de irritacion de otros tensioactivos comunes en el mercado. (Rodriguez J.,
2017).

Como también se puede aprovechar los residuos que resultan del proceso de extraccion
como abono para la tierra, y con las semillas con un proceso de germinacion se pueden

plantar arboles, sin desperdiciar nada del fruto de Timboy.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de la Saponina

2.1.1. Definicién de la Saponina

Se denomina saponina a sustancias de tipo heterdsido que tienen propiedades comunes.
Se caracterizan por producir espuma persistente y bajar la tension superficial. Las
saponinas estan formados por una aglicona o porcion no sacarida de la molécula de
saponina denominada sapogenina o0 genina, que puede ser un esteroide o un alcaloide

esteroidal o un triterpeno y con glucosidicos que son azucares. (Gianna V., 2013).

Figura 2- 1 Estructura general de la saponina. Se indica el enlace entre la aglicona y

un glucoésido

Aglicona

Carbohidraros

OH

HO 8]
HO

OH

Enlace glucosidico

Fuente: Ahumada A., et al., 2016.
La mayoria de las saponinas se ajustan a la formula general: CnH2n-8O10.

Las saponinas del Timboy (Enterolobium Contortisiliguum) son de agliconas
triterpérnicas y éstas a lo largo del tiempo se estudiaron, en el afio 1963 se aislaron
lupeol (1) y acetato de lupeyl (2) de la fraccion de hexano ;en el afio 1967 se aislaron

el triterpeno del tipo -amirina, la lactona del &cido machaerénico, por Marx y Trusch,

Delgado et al., 1984, aislaron los triterpenos acido 3B-hidroxi-21p-ecinamoil-oxioleo-

12-en-20-oico, 3P, 21 acido dihidroxioleano-12-en-28-oico (acido machaerinico) (4)
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y su lactona 3p-hydroxyolean-12-en-21p — 28-lacton (5) de los frutos de Enterolobium
Contortisiliquum. Los ésteres metilicos y etilicos del acido 3f, 21B-dihidroxioleano-

12-en-oico se aislaron y se caracterizaron como artefactos (3) como se muestra en la
Figura 2-2.

Figura 2- 2 Estructuras quimicas de compuestos (1-5) aislados del fruto de

Enterolobium contortisiliquum

HO'

(3

Fuente: Gamal M., et al, 2017.
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Mimaki et al., en el 2003, aislaron dos bisdesmosidos triterpénicos, denominados
Enterolosaponina A (6) y B (7), de la fraccién soluble en n-butanol del extracto acuoso

de los pericarpios de E. contortisiliquum como se muestra en la Figura siguiente.

Figura 2- 3 Enterolosaponina

OH
o

o
HO ti)\'"ﬁ’o o

HO.
HO o_ | N
H&a{ —
o

*Compound 6 (R= a-l-arabmno-furanosyl group). Compound 7(R= H)

Fuente: Gamal M., et al, 2017.
2.1.2. Clasificacion

El aglicon puede ser de naturaleza triterpénica o esteroidal y en funcion de esto las
saponinas se clasifican en saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales

respectivamente.
2.1.2.1. Saponinas Triterpénicas

Las sapogeninas triterpénicas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal y se
presentan en 3 estructuras quimicas diferentes (30-45 carbonos): aciclicas como el
escualeno; tetraciclicas como el panaxadiol y pentaciclicas como la estallogenina.
Estas sustancias pueden presentarse en sus fuentes naturales: en forma libre, formando
ésteres, 0 como parte de un glicésido (saponina). Las sapogeninas pentaciclicas se
subdividen a su vez en 3 grupos: tipo lupano; tipo ursano (derivado de la a amirina),

ambos no estan presentes en los forrajes y los de tipo oleanano (derivados de la 3
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amirina) presentes en estos ultimos. Entre los mas conocidos estan: el 4cido oleandlico
y la hederagenina. Son de reaccion ligeramente &cida y su sabor es menos amargo que

en las saponinas esteroidales. (Usifia K., 2017).

Figura 2- 4 Ejemplo de saponina Triterpenica

acido oleandlico acido ursdlico

Fuente: Serrano C., et al, 2016.
2.1.2.2. Saponinas Esteroidales

Estas saponinas poseen una aglicona que corresponde a un grupo esteroidal de 27
atomos de carbono que es un nlcleo espirostano. Son menos abundantes en la
naturaleza, de caracter neutro. Se encuentran por lo general en familias de la clase
monocotiledonea, como son; Liliacea (Agavaceae), Dioscoreaceae y Amaryllidaceae.
En las dicotileddneas, se les ha encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariacea.
En el género Agave se han identificado varias sapogeninas como: hecogenina,
manogenina, yucagenina, agavogenina, sarsapogenina, texogenina, esmilagenina,

gitogenina, tigogenina y clorogenina. (Usifia K., 2017).



Figura 2- 5 Ejemplo de Saponina Esteroidal

O™

D—f_r
H o
CH3 ‘

0

Diosgenina

Fuente: Waizel J., 2009.

2.2. Materia prima

2.2.1. Taxonomia de Timboy

En la siguiente tabla se muestra la taxonomia de la planta Timboy.

Tabla I1- 1 Taxonomia de la planta Timboy

Reino:
Phylum:
Division:
Subdivision:
Clase:

Subclase:

Grado Evolutivo:

Grupo de Ordenes:

Orden:

Familia:

Subflia.:

Vegetal
Telemophytae
Tracheophytae

Anthophyta
Angiospermae
Dicotyledoneae
Archichlamydeae
Corolinos
Rosales

Leguminosae

Mimosoideae

15
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Nombre cientifico: Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong

Nombre comdn: Timboy — timbo- pacara — oreja de negro
Fuente: Acosta I., Encargado Herbario de la UAJMS, 2018.

2.2.2. Morfologia del fruto de Timboy (Enterolobium Contortisiliquum)

El pericarpio consta de tres partes: exocarpio o epicarpio, mesocarpio y endocarpio. El
epicarpio: deriva de la epidermis externa del carpelo, puede ser glabro o pubescente
glanduloso, membranoso, también puede ser seco. EI mesocarpio: deriva del mesofilo
del carpelo, puede ser carnoso y grueso o seco Yy delgado. El endocarpio: deriva de la
epidermis interna del carpelo, puede ser carnoso, papiraceo, lefioso, esclerificado, duro.
(Morfologia Vegetal, 2015).

Figura 2- 6 Morfologia del fruto Timboy

Mesocarpio E!%\ifocarpio

Epicarpio

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
Caracterizacion morfoldgica del fruto

El fruto es del tipo legumbre indehiscente que no se abren a la madurez, bacoide,
simple, seco, indeseable, retorcido, reniforme, polispérmico (12 a 15 semillas); la
longitud media es de 4,17 cm (varia de 2,15 a 4,79 cm), una anchura media de 7,87 cm
(variando de 5,11 a 9,18 cm) y un espesor medio de 1,62 cm (que varia de 0,56 a 1,85
cm). El pericarpio consta de: a) epicarpio rugoso, poco pulido a opaco, glabro,
esponjoso-coriaceo, con estrias verticales, variando entre el marron rojo-goya en negro,

presenta ondulaciones a lo largo de su longitud, evidenciando la division de los falsos
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septos; extremo auriculiforme, borde ondulado, estipulado, de pedinculo liso y estriado
verticalmente; b) mesocarpio alvacento, esponjoso, de consistencia pegajosa y de
coloracion amarillenta y ¢) endocarpio blanco, fibroso, formando falsos septos.
(Barbosa S., et al, 2011).

Figura 2- 7 Fruto maduro de Timboy

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
2.3. Extracto de Saponina del fruto de Timboy

Los extractos acuosos de saponina de la fraccidn soluble en n-butanol demostraron que
tienen saponinas triterpenicas bisdesmosidicas a las que se les dio los nombres triviales
contortisiliosidas A-G. (Mimaki Y. et al., 2004).

Contortisiliosida A: p-D-glucopiranosil- (1—3) -a-L-ramnopiranosilo- (1—2) -B-D-
glucopiranosilo 21B-[((E) -3-fenilprop-2-enoil) oxi] -3B- [(B-D-xilopiranosil- (1—2) -
a-L-arabinopiranosil- (1—6) - [B-D-glucopiranosilo- (1—2)] -pB-D-glucopyranosyl)

oxy] olean-12-en-28-oate.

Contortisiliosida B: -D-glucopiranosil- (1—3) - [a-L-arabinofuranosil-(1—4)] -a-L-

ramnopiranopiranosilo - (1—2) -B-D-glucopyranosyl 21B- [((E)-3-phenylprop-2-
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enoyl) oxy] -3B- [(B-D-xylopyranosyl- (1—2) -a-L-arabinopiranosil - (1—6) - [B-D-

glucopiranosil- (1—2)] -B-D- glucopiranosil) oxi] olean-12-en-28-oato.

Contortisiliosida C: f-D-glucopiranosil- (1—3) - [a-L-arabinofuranosil- (1—4)] -a-L-
ramnopiranosilo-(1—2) -p-D- glucopiranosilo 21B- [((E) -3-fenilprop-2-enoil) oxi] -
3B- [(B-D-xilopiranosil- (1—2) -p-D-galactopiranosilo- (1—6) - [B-D-glucopiranosil-

(1—2)] -B-D- glucopiranosil) oxi] olean-12-en-28-oato.

Contortisiliosida D: B-D-glucopiranosil- (1—3) -a-L-ramnopiranosil- (1—2) -B-D-
glucopiranosilo 21B-hidroxi-3 - [(B-D-xilopiranosil- (1—2) -a-L-arabinopiranosil-
(1—6) - [B-D-glucopiranosilo- (1—2)] -B-D-glucopiranosilo)oxi]olean-12-en-28-oato.

Contortisiliosida E: B-D-glucopiranosil- (1—3) - [a-L-arabinofuranosil- (1—4)] -a-L-
ramnopiranosilo (1—2) -p-D-glucopiranosilo 21B-hidroxi-3p- [(B-D-xilopiranosilo-
(1-2) -a-L-arabinopiranosilo- (1—6) - [B-D-glucopiranosil- (1—2)] -B-D-
glucopiranosil) oxi] olean-12-en-28-oato.

Contortisiliosida F: B-D-glucopiranosil- (1—3) - [a-L-arabinofuranosil- (1—4)] -a-L-
ramnopiranosilo-(1—2) -B-D- glucopiranosilo 21B-hidroxi-3p- [(B-D-xilopiranosilo-
(1-2) -B-D- galactopiranosilo- (1—6) - [B-D-glucopiranosil- (1—2)] -B-D-
glucopiranosil) oxi] olean-12-en-28-oato.

Contortisiliosida G: B-D-glucopiranosil- (1—3) - [a-L-arabinofuranosil- (1—4)] -a-L
ramnopiranosilo-(1—2) -B-D- glucopiranosilo 3p - [(B-D-glucopiranosil- (1—2) -B-D-
glucopiranosil) oxi] -21B-hidroxioleina-12-en-28-oate. (Mimaki Y .et al. 2004).
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Figura 2- 8 Estructuras quimicas de compuestos aislados del Enterolobium

contortisiliquum
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2.3.1. Contenido de Saponinas en diferentes plantas

En la Tabla 1I- 2, se muestra el porcentaje de contenido de saponina en la materia

prima de diferentes plantas naturales.

Tabla I1- 2 Comparacién de porcentaje de saponina en la materia prima

Materia Prima utilizada para la Porcentaje de
y _ Fuente
extraccion saponinas
Blanca 4,88 % )
) i Subieta C.,
Quinua Real Amarilla 6,18 %
et al, 2011.
Rosada 5,75%
Quentu (Rumex acetosella) 12,16 %
Cafiihua (Chenopodium Guzman B.,
- 0,87-4,32 %
pallidicaule A) etal, 2013.
Quinua (Chenopodium quinoa) 3,61 %
. . Quizhpe G.,
Hojas de la Cabuya (furcraea andina) 1,52 % etal 2017.
Quinua de Recuay (Chenopodium Ahumada et
. 0,28%
quinoa) al., 2016.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
2.3.2. Componentes del extracto de Saponina

En la tabla siguiente, se detallan los extractos en porcentaje peso/peso extraidos de la
fraccion de metanol, y agua/n- butanol.
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Tabla 11- 3 Los rendimientos de extractos sucesivos y fracciones del pericarpio de

Enterolobium contortisiliquum

Extractos y rendimientos de (% plp de polvo seco)

fracciones
Extracto de crudo 71,46
Extracto de metanol 35,00
Fraccion De Saponina 3,50
Fraccion fendlica 11,00
Fraccion del polisacarido 7,49
Fraccion de proteina 4,50

Fuente: Matloub A. et al., 2018.
2.3.3. Anadlisis Fitoquimico

El analisis fitoquimico consiste en la obtencidn de extractos de plantas con solventes
apropiados, para determinar la existencia de un tipo de compuesto quimico. En este
tipo de analisis se realiza reacciones de coloracion, espectrometria, cromatografia y

otros métodos.
2.3.3.1. Fraccion Polisacarido

El andlisis en cromatografia liquido-gaseosa del derivado de hidrolizado de fraccion de

polisacarido permitio identificar 9 azticares como se muestra en la siguiente tabla.



22

Tabla Il- 4 Cromatografia liquido - gaseosa de hidrolizado de polisacérido del fruto

de Enterolobium Contortisiliquum

Azucares Rendimiento % Relativo
Arabinosa 7,454 11,52
Xilosa 7,562 7,38
Ribosa 7,817 0,62
Rhamnose 8,355 10,15
Manitol 9,690 1,15
Sorbitol 9,812 0,60
Fructosa 10,00 0,56
Galactosa 10,77 8,84
Glucosa 10,927 59,17
Acido galactourénico 11,791 -
Acido glucorénico 14,469 -

Fuente: Matloub A. et al., 2018.
2.3.3.2. Fraccion de proteina

Con respecto a la fraccion de la proteina, se identificaron dieciséis aminoacidos en

proteinas hidrolizadas utilizando un analizador de aminoacidos.



Tabla Il1- 5 Composicion de aminodcidos de la proteina aislada del fruto de

Enterolobium contortisiliquum

Aminoacidos g/ 100 g de aislados proteina

Aminoacidos esenciales:

Treonina 0,148
Valina 0,187
Metionina 0,004
Isoleucina 0,160
Leucina 0,404
Fenilalanina 0,354
Lisina 0,252
Total 1,509

Amino&cidos no esenciales:

Acido aspartico 0,338
Acido glutamico 0,614
Serina 0,309
Glicina 0,100
Histidina 0,163
Arginina 0,160
Alanina 0,376
Proline 0,321
Tirosina 0,250
Total 2,631
Contenido total de aminoacidos 4,140

Fuente: Matloub A. et al., 2018.
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2.3.3.3. Aceites Esenciales

Las semillas de Enterolobium contortisiliguum se someten a destilacion al vapor para
obtener un aceite esencial amarillo claro con un rendimiento de 3 ml/kg de semillas.
Los componentes principales del aceite que se identifican mediante Cromatografia de
Gases/Espectrometria de masas son: Furfural, Limoneno, Linalool, Estragol, Carvona
y Apiole, la Carvona representa méas del 50% de la composicion total. (Shahat et al.,
2006. Gamal M. et al., 2017).

2.3.4. Actividad Bioldgica
2.3.4.1. Evaluacion citotoxica

El extracto de alcohol acuoso de Enterolobium contortisilliguum exhibe una potente
actividad citotdxica contra diferentes lineas celulares de céncer humano. Los
inhibidores tienen distintos espectros de inhibicion y muestran diferentes niveles de

eficacia para inhibir el crecimiento de lineas celulares tumorales en cultivo.

Las enterolosaponinas aisladas del fruto Enterolobium Contortisiliquum muestran
actividad citotoxica contra macréfagos de raton, células de linfoma de raton, y
fibroblastos de raton. (Gamal M. et al., 2017).

2.3.4.2. La actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de diferentes fracciones de extracto de fruta de
Enterolobium contortisiliquum, se determina frente a varias cepas bacterianas, Gram-
positivas (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus) y dos bacterias Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Serratia Marcescencs)
y patogenas fangicas utilizando la difusion en el pozo de agar. La actividad
antibacteriana se estima midiendo el diametro de la zona clara de inhibicion del

crecimiento en mm.

El aceite esencial inhibe el crecimiento de todas las bacterias analizadas, es mas

efectivo contra las bacterias grampositivas. (Gamal M. et al., 2017).
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2.4. Métodos de extraccion de Saponina
2.4.1. Extraccion solido-liquido

La extraccion es una operacion de transferencia de materia basada en la disolucion de
uno o varios de los componentes de una mezcla (liquida o que formen parte de un
solido) en un disolvente selectivo. Aprovechandose, la diferencia de solubilidades de
los componentes de la mezcla en el disolvente afiadido. Se hace la distincion entre la
extraccion liquido-liquido y la extraccién solido-liquido (llamada también lixiviacion)
segun que la materia a extraer esté en un liquido o en un sélido respectivamente. Un
problema importante lo constituye la seleccion del disolvente extractor. En la
extraccioén sélido-liquido se acostumbra a trabajar por cargas o en semicontinuo por la
dificultad de manipulacion del sélido que hay que someter a extraccion. Uno de los
extractores sélido-liquido mas usados a escala de laboratorio es el extractor Soxhlet.
(Gomis, 1998, Zarate S., 2016).

2.4.2. Extractos etandlicos

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de origen
vegetal, por maceracién o percolacion en contacto con etanol, seguida de la eliminacion
de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a
determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar

notablemente la calidad del producto deseado.
2.4.3. Extraccion de saponina mediante agitacion

En el afio 2016, Zarate S. planted la extraccion de saponina del afrecho del polvillo de
la quinua mediante agitacion durante 30 a 80 minutos a 800 rpm con solvente alcohol,
posterior a esta operacion se procedio al filtrado a vacio, se centrifugé la mezcla para

poder separarla de la solucion.
2.4.4. Extraccion de saponinas mediante Soxhlet

Es un método de extraccion continuo, que se utiliza en materiales sélidos. Consiste en

colocar el material a extraer, previamente molido y pesado, en un cartucho de celulosa
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que se introduce en la cAmara de extraccion, conectada por una parte a un balén que se

calienta a ebullicion, un refrigerante.

El disolvente contenido en el balon se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el
tubo lateral y se condensa en el refrigerante, cayendo sobre el material. Cuando alcanza
el nivel conveniente sifona por el tubo regresando al balén. EI proceso se repite hasta
conseguir el agotamiento deseado del material y se concentran en el disolvente. (NUfiez
C., 2008).

En el afio 2016, Rodriguez A. realizo la extraccion de saponinas mediante el Soxhlet a
partir de la Furcraea hexapétala donde tomo el material vegetal secé y lo colocé en el
cartucho con diferentes solventes como: éter de petréleo, cloroformo y n-butanol

saturado en agua durante 4 horas cada uno.

Figura 2- 9 Extraccion con Soxhlet en el momento que se produce el sifonamiento del

solvente

Salida de agua

Refrigerante —>

Entrada de agua

Solvente puro
condensado

Tapon de
algodon
Ensanchamiento Cartucho
Sifén poroso
Ascenso de

Regreso del vapores

olvente +extraido

Fuente: Nufiez C., 2008.
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2.4.5. Extraccion mediante maceracién

Es una extraccion solido-liquido que consiste en humedecer el material vegetal,
debidamente seco y molido en un solvente (agua o etanol) hasta que éste penetre y
disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa que no

sea atacado con el disolvente.

En el recipiente se coloca el material vegetal con el disolvente y tapado se deja en
reposo por un periodo de 2 a 14 dias dependiendo de lo que se quiere extraer, luego se
filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente en un evaporador

rotatorio y se obtiene el extracto. (Lopez C., 2010).

El proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados, el sélido
ausente de esencias o el propio extracto. Generalmente se realiza a temperatura
ambiente pero existen dos métodos de maceracion de acuerdo a la temperatura, caliente

y frio.

La maceracion en frio tiene la ventaja de extraer la mayoria de las propiedades de los

gue se macera, practicamente en su totalidad sin alterarla por efectos de temperatura.

La maceracion con calor tiene la desventaja de no extraer totalmente pura la esencia
del producto, destruye algunas propiedades ya sean compuestos termolabiles que se
ven afectados por la temperatura.

En el 2018, Matloub A. et al., realizaron un estudio fitoquimico y bioldgico para la
extraccion de saponina a partir del pericarpio seco de Timboy mediante maceracion
con etanol a 80 % por 24 horas, luego se filtrd, concentré a vacio a 45 °C en un

evaporador rotatorio.

2.4.6. Seleccion del método para la extraccion de Saponina a partir del fruto de

Timboy

Considerando que los procesos de extraccion mencionados anteriormente no
corresponden para la materia prima fruto del Timboy, se hara una seleccion del proceso
que se adecUe a la materia prima en funcién al rendimiento de extraccién, y el solvente

utilizado. Para esto se construye una tabla que se le asigna una calificacién de acuerdo



a una escala predeterminada de cero a diez.

Tabla 11- 6 Escala de Calificacion por Puntuacion del 1 al 10

ESCALA DE PUNTUACION = PUNTUACION
Excelente 10
Muy Buena 7
Buena 5
Regular 3
Mala 1

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Tabla 11- 7 Seleccion del proceso de extraccidn de Saponina

Factor

evaluado

Disponibilidad
de
informacion y
aplicabilidad

Comentarios del evaluado

28

Extraccion
solido- liquido
mediante
agitacion

La informacion
para este
método se
encuentra por la
fuente
secundaria,
tiene un buen
porcentaje de
extraccion
debido a la
agitacion pero
€S en un menor
tiempo.

Calificacion

Extraccién de
solido-liquido
mediante
Soxhlet

Se encuentra
informacién
para este
proceso pero
no tiene un
buen
porcentaje de
extraccion

Calificacion

Extraccion
solido-liquido
mediante
maceracion

Se encuentra
disponible la
informacion
para la
extraccion
mediante
maceracion, se
obtiene de
manera mas
eficiente los
extractos de
saponina no es
un método
muy
complicado

Calificacion

10



Uso de
solventes

Tiempo se
extraccion

Calidad de
extraccion

Costos

Fuente Elaboracion propia, 2018.

Utiliza solventes
organicos como
etanol, butanol,
agua.

En el proceso de
extraccion se
realiza en un
tiempo menor,
aprox. 30 min.

El proceso
alcanza una
mayor
concentracion
de extraccion en
comparacion
con el método
mediante
soxhlet.

Debido a la
accesibilidades
de los equipos y
solventes se
encuentran en el
laboratorio de
LOU.

10

El uso de
solventes que
utiliza es
fundamental,
son solventes
organicos
derivados de
los alcoholes.

El tiempo que
tarda el
proceso de
extraccion es
alrededor de 4
horas.

Tiene un
porcentaje de
extraccion
menor a los

dos anteriores.

Se tiene
disponible el
equipo de
soxhlet en el
laboratorio de
Quimicay
solventes se
encuentran
disponibles.

Los solventes
utilizados son
organicos
como el
etanol- agua.

Es un tiempo
de extraccion
mas largo se
encuentra de
24 — 48 horas.

Alcanza un
mayor
porcentaje de
extraccion ya
que tiene mas
tiempo en
contacto
solido-liquido.

Los materiales,
los equipos y
solventes para
este proceso se
encuentran
disponibles en
LOU.

29

10

7
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Tabla I1- 8 Matriz de decision para el tipo de proceso de extraccion de Saponina

Factores

Disponibilidad
de informacion
y aplicabilidad

Uso de
solventes

Tiempo se
extraccién

Calidad de
extraccion

Costos

Total

Seleccion del Proceso para la extraccion saponina del Fruto de Timboy

Valoracion
Porcentual

%

30

20

20

20

10

100

Extraccion solido-
liquido mediante
agitacion

Calif

10

Calif

/10

0,7

0,7

0,7

0,7

Fuente: Elaboracion Propia, 2018.

Soxhlet

Pond ~ Calif 2"
20 5 05
47 07
20 5 05
14 5 05
77 07
76

Extraccion solido-

liquido mediante

Extraccion solido-
liquido mediante

maceracion
Pond Calif Sigf Pond
15 10 1 30
14 7 0,7 14
10 7 0,7 14
10 10 1 20
7 7 0,7 7
56 85
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De acuerdo a lo expuesto, el método de extraccion que permite un porcentaje de

extraccion mayor al resto de métodos es la maceracién. (Choon Y., 2014).

Figura 2- 10 Técnicas de extraccion utilizadas en la obtencion de saponinas a partir

de materiales vegetales

Reflux (22%)

™ Green extraction technologies ] conventional extractions
Fuente: Yoong Ch., 2014,
2.4.7. Variables que influyen en el proceso de extraccion

Las propiedades de cada variables del proceso extraccidén son diversas, por €eso es
importante el estudio de dichas variables para determinar un proceso Optimo de

extraccion.
2.4.7.1. Tipo de solvente

El solvente seleccionado depende de los parametros técnicos y econdmicos como: el
alto limite de saturacion, selectividad respecto al soluto para extraer, capacidad para
producir el material extraido con calidad no alterada, estabilidad quimica en
condiciones de proceso, temperatura de ebullicion no demasiado elevada, baja
viscosidad, baja presion de vapor, baja toxicidad, baja densidad, baja tension
superficial, facilidad y economia de recuperacion dela corriente de extracto y costo.

(Instituto Tecnoldgico de Oaxaca, 2017).
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Los solventes mas utilizados son los hidrocarburos alifaticos: eter de petrdleo, hexano,
propano, butano; asimismo se utilizan disolventes halogenados, alcohdlicos sobre todo

el etanol; soluciones acidas o alcalinas y el agua.
2.4.7.2. Tamafio de la particula

El tamafio de la particula sélida adecuada tiene gran importancia de tal manera que la
reduccion aumenta el area de contacto, sobre todo en sélidos de baja porosidad, pero si
es muy pequefio o polvos finos se impedira una buena separacién, manipulacion e
impidiendo una buena solubilidad ya que no puede entrar con facilidad. Pasa lo mismo

si el tamafo de la particula es grande.
2.4.7.3. Tiempo de extraccion

Es un factor importante para la extraccién y debe ser suficiente para permitir la
separacion de los compuestos de interés, tampoco debe ser excesivo por eso se debe
determinar el tiempo 6ptimo ya que esta relacionado con el tamafio de la particula y el

tipo de solvente.

2.5. Métodos para la determinacion de Saponina

Para la determinacion de la saponina se utilizan métodos cualitativos y cuantitativos.
2.5.1. Métodos Cualitativos

Se efectda un estudio preliminar para determinar la presencia de saponinas.

2.5.1.1. Método de Coloracion

Ensayo de Liebermann- Burchard, permite reconocer en un extracto la presencia de
triterpenos y/o esteroides. Un ensayo positivo se presenta por un cambio de coloracion.
Las estructuras esteroidales producen coloraciones azules o azules verdosas, mientras
que para las triterpénicas se observan colores rosado, rojo o purpura. Estas coloraciones
pueden variar por interferencias producidas por carotenos y xantofilas que pueden estar

presentes en la muestra. (Delporte C. 2014).
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2.5.1.2. Método Cromatografia en Capa Delgada C.C.D.

El proceso de cromatografia de adsorcidn se basa en la separacion de un soluto entre

una fase solida de absorbente y una fase mavil.

En esta técnica se tienen consideraciones especiales que constan de cinco etapas

principales:
Armado de la placa: implica la disposicion espacial que adoptara la fase estacionaria

Siembra: se refiere al contacto inicial de la mezcla a separar con la fase estacionaria,

para su posterior desarrollo.
Desarrollo: es el pasaje de la fase movil a través de la fase movil

Revelado: implica la localizacion de las zonas en que se encuentran los compuestos ya

separados, cuando estos no poseen color intrinseco.

Elucion: se utiliza cuando se intenta remover los solutos de la fase estacionaria.
(Galagovsky L., 2001).

La técnica de cromatografia en capa delgada es de aplicacion analitica, se utiliza
comunmente para seguir el desarrollo de una reaccion (aparicién de productos o
desaparicion de reactivos), y para analizar el numero aproximado de componentes de

una muestra.

Las placas se preparan con absorbente de tamafio granulado entre 10 y 40 micrones.
Para cubrir el soporte con la capa se puede suspender el absorbente en un solvente
volatil donde se sumerge la placa y luego se seca al aire, o también se puede utilizar
capas de absorbentes ya preparadas, sobre laminas de poliéster o sobre laminas de
aluminio, las cuales pueden cortarse del tamafio deseado y luego usarse y revelarse,
una vez localizadas la manchas de los compuestos (revelado), se determinara el

solvente optimo de desarrollo. (Galagovsky L., 2001).



34

Figura 2- 11 Esquema del proceso de Cromatdgrafo en Capa Delgada

Solvente de desarrollo

Muestra Mezcla
patrén
a) b) c) d)

Fuente: Galagovsky L., 2001.

En el anterior esquema se muestra una mezcla y el patron de un posible componente, a
una corta distancia del borde inferior de la capa absorbente, a la derechay a la izquierda
respectivamente; luego se sumerge el borde inferior en el solvente de desarrollo que
asciende por capilaridad, desorbiendo selectivamente a los distinto componentes de la

mezcla.
2.5.1.3. Método de Espuma

Este método es semicuantitativo y esta basado en la propiedad de las saponinas de
disminuir la tensién superficial del agua, donde la cantidad de espuma que se forma es
linealmente proporcional a la concentracion de saponinas en solucion acuosa, en un

rango determinado, Norma Boliviana NB 683.

Se construye una curva de calibracion, altura de espuma (mm) versus concentracion de
saponinas (mg/l), a partir de una solucion patrén, estando el rango de la curva de
calibracidn. Se coloca 20 ml de cada solucion en un tubo de ensayo de base plana, se
agita de manera continua por 1 minuto y se deja en reposo por 15 minutos,

posteriormente se mide la altura de espuma. (Subieta C. et al., 2011).

Calculos:

0.646 * (altura de espuma en cm) 0.104
peso de la muestaen g

mg saponina/peso fresco =
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0.646 * (altura de espuma en cm) 0.104

0 [ =
o saponinas (peso de la muesta en g) * 10

2.5.2. Métodos Cuantitativos
2.5.2.1. Método espectrofotométrico

Este método es cuantitativo y estd basado en la propiedad de las saponinas de
reaccionar con algunos compuestos quimicos, acompafado de un desarrollo de color,
cuya intensidad es proporcional a la concentracion de saponinas. La curva de
calibracién, absorbancia versus concentracion de saponinas (mg/l), se construye a

partir de una solucién patron.

Para la determinacion del contenido de saponinas, correspondientes a la curva de
calibracion y las muestras, se usa un reactivo de color que es una mezcla de anhidrido
acetico y &cido sulfurico en una proporcion de 1:5 (16,67 %). La muestra se mezcla

con el reactivo de color en una proporcién de 1:3,5 (22,23 %).

Después de un barrido espectral entre 400 y 600 nm, se determina que la maxima
absorbancia corresponde a una longitud de onda de 527,5 nm, fijandose este valor para
la medicién de las absorbancias de las muestras, en un Espectrofotdmetro Shimadzu
UV-1601.

Las lecturas se realizan a los 60 minutos después de haber afiadido el reactivo de color
a la muestra, las mediciones se hacen por duplicado. Los valores determinados

corresponden al total de las saponinas presentes en la muestra.

El color leido corresponde a la suma de colores debido a: la reaccion del reactivo de

color con las saponinas (vino tinto). (Subieta C., et al, 2011).
2.5.2.2. Método Cromatografia Liquida de Alta Presion HPLC

La Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), es la técnica analitica de separacion
ampliamente utilizada por las razones de sensibilidad. Su fécil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la separacion de especies no volatiles

o termolabiles y consta de dos fases: la fase movil es un liquido y la fase estacionaria es
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una columna. (Galagovsky L., 2001).

Figura 2- 12 Esquema del equipo de Cromatografia Liquida de Alta Presion

1. Reservorio
2. Bomba
3. Amortignador de pulsos
. Inyactor
Columna
. Datector
Colector de fracciones
. Graficador

oo =3 G O o

T

Fuente: Galagovsky L., 2001.

Reservorio del solvente: es importante desmasificar el solvente antes de introducir en el
reservorio ya que las burbujas se disolveran dentro del aparato arruinando la sefial del

detector, y filtrarlo para eliminar cualquier impureza sélida.

Sistema de Bombeo: el solvente que atraviesa la columna debe tener alta presion, continua
y sin pulsos, para ello se utiliza bombas que sean capaces de entregar 20 ml/min de

solvente a una presion de 300 a 400 atm.

Camara de inyeccion: el disefio de los sistemas de inyeccion debe ser cuidadoso porque
debe resistir altas presiones, tener un volumen pequefio, y sus cavidades deben ser

facilmente lavables por la fase movil.

Las Columnas: estan construidas de material inerte, generalmente acero inoxidable, que
sean herméticas a altas presiones de trabajo. Las formas de las columnas estan en relacion
al tamafio y dimension del termostato que se utiliza, las dimensiones varian entre 15 cm
y varios metros de largo y 2mm hasta 9 mm o mas de didmetro para aplicaciones

preparativas.

Las Fases Estacionarias: los materiales de relleno deben ser estables a altas presiones
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Termostato: es un dispositivo optativo en los equipos, ya que la mayoria de los analisis

se realizan a temperara ambiente.

Recoleccion de Fracciones: en cromatografia liquida existe la facilidad de recolectar los

componentes de la muestra analizada y hay recolectores manuales y automaticos.

Detectores: un detector debe generar una respuesta proporcional a la concentracion de la

muestra. Los tipos de uso mas generalizado son dos:

— Detector de indice de refraccion: mide los indices de refraccion del solvente mas puro
y de la solucién que emerge de la columna, es sensible a los cambios de flujo y
temperatura.

— Detector de luz ultra violeta: se basa en la absorcion de luz que pasa a través de la
solucién emergente de la columna, se detectan los compuestos que absorban la luz de
la longitud de onda a la que opera el detector, es sensible a los cambios de flujo y

temperatura. (Galagovsky L., 2001).
2.6. Usosy aplicaciones de la saponina

e Agroquimicos: EI mecanismo funcional de la saponina es en la Tensién superficial.
Es utilizado en polvo soluble o liquidos de herbicidas para mejorar la eficacia, como
un plaguicida bioldgico, insecticida, fungicida, nematicida, como agente de
limpieza de los estanques. El insecticida que contiene saponina, mata los gusanos,
lombrices nematodos etc. (Castedo J., CCBOLGROUP, 2008).

e Acuicultura: Es ampliamente utilizado en la acuicultura para eliminar los peces no
deseados, los insectos nocivos en los peces y estanques de camarones.
Desintoxica rapidamente el agua, no son perjudiciales para el ganado. En la
ganaderia, se puede reducir el nivel de colesterol en el interior de los animales y
desarrollar productos de bajo contenido de colesterol de los animales. No dejan
residuos nocivos acumulativos. (Castedo J., CCBOLGROUP, 2008).

e Quimica: Lasaponina se puede utilizar para la produccién de champu para el lavado
de cabello ya que tiene buenos efectos como proteccion, desinflamacion y la

eliminacion de la caspa. La Saponina también se puede utilizar como detergente
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para lavar la ropa ya que no reduce el color, no encogen y no pierde brillo por lo
tanto sirve de mucho en la industria textil. (Zarate S., 2016).

Medicina: La Saponina tiene caracteristicas antiinflamatorias. Durante el periodo
primario de la inflamacion, puede normalizar los vasos capilares; regular el
contenido de azlcar en sangre, reduce el colesterol, previene las enfermedades
cardiovasculares, puede aliviar la tos y curar la bronquitis y los edemas pulmonares,
también puede eliminar las bacterias y restringir el albicans blanco, y escherichia
coli, puede incluso frenar la absorcion del alcohol, la disolucién del alcohol en la
embriaguez después estar borracho. (Ahumada A., 2016)

Bebidas: La Saponina en el vino, puede evitar que la levadura actué, y obtener una
calidad estable. También se puede utilizar en los vinos espumantes. (Castedo J.,
CCBOLGROUP, 2008).

Limpieza: La saponina es uno de los surfactantes no idnicos méas natural, tienen una
mejor funcion de emulsificacion, en la limpieza, la dispersion y la espuma. Cuando
se utiliza como detergente para lavar ropa, jersey de lana y tela, etc., posee la
facultad de limpiar la suciedad con grasa. (Zarate S., 2016).

Mineria y Petréleo: La saponina como resultado de la funcién de la tensién
superficial, se puede usar para la explotacion petrolera. En la mineria, puede ser un
excelente agente y mejora la eficiencia de flotacion. En los procesos de recuperacion
del cobre, evitando la contaminacién de gases toxicos. (Castedo  J.,
CCBOLGROUP, 2008).

Fotografia y copias: Para procesar papel de copia, se puede aumentar la claridad y
calidad. Como también para hacer la pelicula fotogréafica, se puede mejorar
significativamente la calidad de imagen y brillo. (Castedo J., CCBOLGROUP,
2008).

Contra incendios: La saponina tiene una capacidad de espuma muy fuerte, y tiene
buena funcion retardante de fuego. Puede convertirse en agente de lucha contra
incendios. (Castedo J., CCBOLGROUP, 2008).



CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL
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CAPITULO 111
PARTE EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion aplicada se ha desarrollado en instalaciones del
Laboratorio de Operaciones Unitarias (L.O.U.), que es dependiente del Departamento de
procesos Industriales Biotecnoldgicos y Ambientales (D.P.1.B.A.), de la Facultad de

Ciencias y Tecnologia de la Universidad Autonoma Juan Misael Saracho (U.A.J.M.S.).
3.1. Descripcion y analisis de materias primas

3.1.1. Caracterizacion fisicas de la Materia Prima: fruto de Timboy

(Enterolobium contortisiliquum) del departamento de Tarija

Tabla I11- 1 Propiedades del fruto y semilla del fruto de Timboy

Propiedades Fruto
Color Café oscuro
Olor Caracteristico
Sabor Amargo
Forma Vaina plana
Textura Lisa
Peso (Q) 12-20
Longitud (cm) 3-12
Ancho (cm) 3-8
Namero de semillas 10
Tactibilidaql del endocarpio Sensacion _jabonosa,
y mesocarpio pegajosa
pH (20 °C) 4,85

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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3.2. Descripcion del método de investigacion

La metodologia a emplear, para esta finalidad de trabajo de grado, sera la obtencion de
extracto de saponinas, que se llevard a cabo de manera experimental; por lo tanto se
establecen un conjunto de pasos o etapas basadas en el proceso productivo para su

extraccion.

Diagrama Il1- 1 Etapas del proceso de extraccion

( )

Recoleccion del fruto
de Timboy

| J

A 4

" Caracterizacion del |
fruto de Timboy

A 4

Lavado del fruto

A 4

" Pesado del fruto con |
semilla

$
Secado del fruto

A 4

Trituracion del Fruto

4

Extraccion 1, 2

@
Filtrado

A 4

Concentrado

 Extracto de Saponina |
del fruto

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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3.3. Disefio Experimental del Proceso Tecnoldgico de obtencidén de Extracto de

Saponinas a partir del fruto de Timboy

El disefio experimental es una técnica estadistica, que tiene por objetivo definir el
namero de pruebas que se van a realizar en una investigacion manipulando dos o mas
variables, independiente del problema en estudio, de tal manera que sea posible

observa los cambios que se producen en la variable respuesta,
3.3.1. Planteamiento de la Hipdtesis

Se determinan las dos variables principales que se deben controlar en el Proceso de

extraccion de Saponina, las cuales son:

e Tiempo de Extraccion
El tiempo de extraccion es una variable que se controla porque se busca el tiempo
Optimo de extraccidn para asi poder lograr la mayor separacion de la saponina del fruto

del Timboy.

e Volumen de solvente
La cantidad del solvente es la variable que se controla porque ejerce un efecto

significativo en la concentracién de saponinas presentes en los crudos obtenidos
3.3.1.1. Disefio Factorial

Es el conjunto de puntos experimentales o tratamientos que puede formarse
considerando todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores. Permite

el estudio de la interaccion entre los factores

Tabla Il1- 2 Niveles de variacién de los factores

Nivel
Factores
Unidad Bajo Alto
Tiempo de Extraccién Horas 48 72
Volumen del solvente Mililitros 500/500 1000

Fuente: Elaboracion propia, 2018.



Tabla Il1- 3 Codificacién de las variables

Factor A Factor B
Nivel Tiempo de Concentracion
extraccion (h) (ml)
1 1 1
2 -1 1
3 1 -1
4 -1 -1

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

3.3.2. Factores de estudio

El nimero de experimentos a realizar son:
2k

Donde:

2: Niveles

K= Ndmero de factores = 2

El nimero de experiencias es: 2% = 4

NUmero de experimentos: 4 * 2 = 8 experimentos.

42
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Tabla I11- 4 Disefio factorial para el Proceso de Extraccion de Saponina

N° de Tiempo Volumen % Extraccion
Exp. (horas) solvente (ml)

1 +1 +1 Y1

2 -1 +1 Y2

3 +1 -1 Y3

4 -1 -1 Ya

5) +1 +1 Ys

6 -1 +1 Ye

7 +1 -1 Y7

8 -1 -1 Ys

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

En la tabla anterior, se muestran las 8 pruebas con las dos variables independientes con

sus valores bajos y altos.



Tabla I11- 5 Disefio factorial con sus valores bajos y altos

N° de Tiempo Volumen %
Exp. (horas) solvente (mL) Extraccion

1 48 500 et /500 H20 Y1

2 72 500 et /500 H.O Y2

3 48 1000 et Ys

4 72 1000 et Yq

5 48 500 et /500 H.0 Ys

6 72 500 et /500 H.0 Yo

7 48 1000 et Y7

8 72 1000 et Ys

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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En la tabla anterior, se muestran las variables con sus respectivos datos para el disefio

factorial en el proceso de extraccion.
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3.4. Procedimientosy técnicas empleados para la obtencion de los resultados.

3.4.1. Material de Laboratorio

Tabla I11- 6 Equipos y materiales empleados para la extraccion

EQUIPO

FUNCION ESPECIFICACIONES CANTIDAD

Estufa de Tiro
Forzado

Rota-evaporador

Molino de Bolas

MATERIAL

Recipientes de
vidrio

Recipientes de
Plastico

Probetas

Para quitar el Margen de Temperatura:

contenido de 20-80°C

Potencia Nominal: 2000 W 1
humedad del .
fruto. Frecuencia: 50 Hz

Voltaje: 220 V

Potencia de calefaccion:

1300 W

Margen de Temperatura en 1
el bafio: 20-180 °C

Velocidad: 20-270 rpm

Velocidad: 227 rpm (en el
cilindro motor)

Para moles los | Potencia: 250 W

frutos trozados | Frecuencia: 50 Hz
Voltaje: 230 Trifasico
Corriente eléctrica: 2.3 A

Para concentrar
la extraccion

FUNCION ESPECIFICACIONES CANTIDAD

Para macerar o Grandes 3000 ml

almacenar la A
materia prima y .

el producto. Pequerfios 200 ml

Para almacenar

la materia Medianos de 500 ml 4
prima.

Para medir 1000 ml

volimenes de 500 ml .
forma

aproximada 25ml
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Balanza Para pesar las

Analitica muestras 5009 1

Termometro Para medir las 200 °C 1
temperaturas
Para medir el

Alcoholimetro grado, . 100 ° GL 1
alcohdlico del
solvente

Varilla - - 1

Espatula - - 1

Mortero y maso - 500 ¢ 1
Necesario

. cuando se .. ., .

Papel filtro realice Ia Media filtracion (pliegue) 2

filtracion.

Fuente: Elaboracién propia, 2018.
3.4.2. Solvente

Un Solvente es la sustancia que forma parte y esta en mayor cantidad en una solucion.

La solucion es compuesta por la combinacion y tratamiento de un soluto (en menor
cantidad, por lo general sélido o liquido pero con mayor concentracién) y un solvente
(liquido con propiedades propicias para que ese soluto se disuelva correctamente).

3.4.2.1. Etanol

El etanol es un liquido incoloro, volatil, con un olor caracteristico y sabor picante,

inflamable, también se conoce como alcohol etilico.

En las siguientes tablas se describen las siguientes especificaciones del etanol

Tabla I11- 7 Descripcion del Etanol


https://conceptodefinicion.de/solut/
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Etanol — Alcohol Absoluto — Etil

Sindnimos Hidroxido — Metil Carbinol — Etil
Hidrato.

Formula Quimica C2Hs02

Peso molecular 46,10

Grupo Quimico
NUmero CAS

Numero NU
Fuente: Winkler, 2007.

Compuesto Organico - Alcohol
64-17-5

1170

Tabla I11- 8 Propiedades fisicas, quimicas y termodinamicas del Etanol

Estado Fisico Liquido

Apariencia Incoloro

Olor Olor caracteristico fragante — umbral del
olor: 100 a 180 ppm

pH No reportado

Temperatura de Ebullicion
Temperatura de Fusion
Densidad (20 °C)

Presion de Vapor (20 °C)
Densidad de Vapor

indice de refraccion
Temperatura de Ignicion
Calor especifico (20 °C)
Conductividad térmica

Temperatura critica

78,3 °C
-114,1 °C
0,789 kg/I
44,3 mm Hg
1,59 g/ml
1,361

363 °C

2,42 /g °C
0,17 W/m K

243,1 °C.
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Presion critica 63,116 atm
Volumen critico 0,167 I/mol

Miscible con agua en todas proporciones,
Solubilidad éter, metanol, cloroformo, acetona y
benceno.

Fuente: Winkler, 2007.

Tabla I11- 9 Identificacion de riesgos de Etanol

Riesgo Principal Inflamable
Riesgos Secundarios Nocivo - Irritante y Reactivo leves
Ratula NFPA Rétulos UN

Rétulo o‘o

Fuente: Winkler, 2007

3.4.2.2. Agua Desionizada

El agua desionizada o desmineralizada es Ilamada asi porque se le han quitado,
mediante resinas de intercambio iénico de lecho mixto, los cationes, como los de sodio,
calcio, hierro, cobre y aniones como el carbonato, fluoruro, cloruro, etc.. Esto significa
que al agua se le han quitado todos los iones excepto el H*, 0 mas rigurosamente HzO*
y el OH", pero puede contener pequefias cantidades de impurezas no iénicas como
compuestos organicos. (Gil 1., 2014).

Tabla I11- 10 Descripcion del Agua Desionizada
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Oxido hidrogenado, agua

Sinonimos desmineralizada
Formula molecular H20

Peso molecular 18.02

Familia quimica Oxidos

NUmero CAS 7732-18-5
NUmero UN N/A

Fuente: Meyer Reactivos Quimica, 2008.

Tabla Il11- 11 Propiedades fisicas y quimicas del Agua Destilada

pH 5-7

Conductividad 10 uS / cm.

Aspecto Transparente/ incoloro
Olor Inodoro

Peso especifico 1

Presion de vapor (20°C) | 17.5 mm Hg
Punto de fusion 0°C

Punto de ebullicion 100 °C
Fuente: Meyer Reactivos Quimica, 2008.

3.5. Descripcion del diagrama de bloques del Proceso Experimental de
Obtencién de Extracto de Saponinas a partir del fruto de Timboy

(Enterolobium contortisiliquum)

Para comprender el proceso que se selecciona primero se realiza un diagrama de
bloques detallado y luego se hace una explicacion de cada etapa del proceso

experimental para la obtencion de extracto de saponina a partir del Fruto de Timboy.



Diagrama Il1- 2 Diagrama de bloques del proceso de Obtencion de Extracto de

Solvente

Fuente: Elaboracién propia, 2018
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3.5.1. Recoleccion de la materia prima: Fruto de Timboy

Para iniciar el proceso, se recolecta la materia prima que es el fruto de la planta
Timboy.

Una vez alcanzada su madurez el fruto tienden a tener un color café oscuro y seco, se
los recogié de los arboles Timboy provenientes del barrio El Tejar ubicados en la
avenida Victor Paz de la ciudad de Tarija.

Para la recoleccion de los frutos se utilizd una escalera, recipientes y bolsas;
posteriormente se los traslada al Laboratorio de Operaciones Unitarias LOU para la

respectiva extraccion.

Fotografia 3- 1 Arbol Timboy para la recoleccion, fruto maduro en el arbol

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

3.5.2. Lavado

Se acondiciona la materia prima, haciendo la seleccion de los frutos que estan aptos

para la extraccion y los dafiados o defectuosos.

Posterior a esto se procede a lavar los frutos para la limpieza y asi eliminar los restos

de tierra y suciedad que estan presentes en el fruto.
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Fotografia 3- 2 Lavado del fruto Timboy

Fuente: Elaboracion propia, 2019

3.5.3. Secado
Inicialmente el fruto de Timboy seco y maduro contiene 8.10 % de Humedad.

Al momento que se lava el fruto aumenta su porcentaje de humedad, por lo cual se
lleva a secar el fruto de Timboy a una estufa de tiro forzado a 85 °C de temperatura,

para eliminar el agua del lavado y asi reducir la humedad.

Inicialmente se dejo6 en la estufa 90 min, pasado ese tiempo cada 15 min se procedio a
sacar la muestra para pesarla hasta que el peso del fruto se mantenga constante y poder
trabajar con la materia prima acondicionada para mejorar el triturado del fruto para el

proceso de extraccion, este proceso se efectia en el L.O.U.
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Fotografia 3- 3 Fruto en la estufa

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
3.5.4. Triturado y Molienda del fruto
El fruto de Timboy entero y seco debe ser triturado y molido.

Primero se tritura con un mortero para separar las semillas del fruto ya que solo se

emplea el pericarpio (epicarpio, mesocarpio y endocarpio) para la extraccion.

También se necesita una rejilla para cernir las semillas del fruto triturado y pasar al
proceso de molienda, este proceso se efectta en el L.O.U.
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Fotografia 3- 4 Fruto triturado y separado de las semillas

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Las particulas trituradas anteriormente tienen distintos didmetros y para que alcancen
un tamafio uniforme y homogéneo se realiza la molienda en el molino de bolas que se
encuentraen el L.O.U., por un tiempo de 20 min con bolas de diferente tamafio y peso;

posterior a eso se retiro las bolas del cilindro y el fruto molido.

Fotografia 3- 5 Molino de bolas

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Fotografia 3- 6 Fruto después de la molienda

‘.\ M ‘- 7

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

Este proceso se hace para tener mejor manipulacion de la materia prima y mayor

contacto con el solvente para la extraccion.
3.5.5. Extraccion mediante Maceracion en dos etapas con solvente

Se realiza la extraccién de saponina del fruto de Timboy por el método de maceracion

con doble extraccion recuperandose el solvente.

La concentracion del solvente y el tiempo de extraccién son fundamentales para

obtener un mayor rendimiento de extracto de Saponina.
3.5.5.1.Preparacion del solvente

Para extraccion se necesita preparar el solvente de dos formas, de acuerdo con la

concentracion de alcohol que se requiere en los experimentos.

Para la disolucién se utilizé la siguiente formula:
C1xV1=0CrxV;

Donde:

C1= Concentracion de la solucién inicial que tenemos (96 %)

V1= Volumen que utilizamos para la dilucion (ml)

Cz = Concentracion que se desea obtener (%)
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V2= Volumen final de la dilucion (ml)

En la tabla consecutiva se especifica la concentracién y el volumen del solvente cuando

se utiliza alcohol puro.

Concentracion y volumen del solvente puro

C1(%) V1 (ml)

96 1000
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Para los extractos que requerian una disolucién de agua desionizada y alcohol, se

detalla en la siguiente tabla.

Tabla I11- 12 Concentraciones y volimenes requeridos para la disolucién

C1(%) V1 (ml) C2(%) V2 (ml)

96 500 48 1000
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
3.5.5.2. Maceracion

Segun el disefio experimental para el proceso de maceracion se requiere un tiempo de
48 y 72 horas, utilizandose frascos de vidrio de 3 litros aproximadamente con tapas de

plastico.

La materia prima seca y molida es pesada en cantidades iguales a 100,1 gramos cada
unay disueltas en 1 litro de solvente con distintas concentraciones. Se tapa muy bien 'y
se recubren los frascos con papel estafiado y se los deja macerar a temperatura

ambiente.
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Fotografia 3- 7 Proceso de maceracion

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Después del proceso de mezclado el fruto seco y molido con el solvente
correspondiente, se rotula cada frasco, se los recubre y se almacenan en un lugar fresco

a temperatura ambiente.

Fotografia 3- 8 Proceso de Maceracién

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
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Pasado el tiempo de maceracién los solidos se asientan en el fondo de los recipientes
de vidrio y para ser mas facil el proceso de filtracion, se mide la temperatura que oscila
entre 20 - 21 °C; también se mide el grado alcohdlico de las muestras con un

alcoholimetro, este proceso se efectta en el L.O.U.

Fotografia 3- 9 Después del proceso de maceracion

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
3.5.6. Filtracion

Una vez obtenida la solucién del extracto de saponina se debe filtrar a vacio para
eliminar los posibles residuos y particulas pequefias que puedan quedar para que no

puedan perjudicar el proceso de extraccion.
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Fotografia 3- 10 Filtracion a Vacio

Fuente: Elaboracion Propia, 2019

Fotografia 3- 11 Después del filtrado

Fuente: Elaboracién propia, 2019
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3.5.7. Concentracion

En un Rota-evaporador existente en el L.O.U., con vacio se concentran los extractos
crudos de saponina, hasta formar una solucién lo mas concentrada posible, asimismo
se recupera por evaporacion el solvente en el matraz de recuperado y se mide su grado
alcohdlico, para luego ser reutilizado en la segunda extraccion.

Para tener un buen funcionamiento de la bomba se le agrega aceite ya que este tiende
a calentarse.

Fotografia 3- 12 Rota-evaporador con la muestra en el matraz

Fuente: Elaboracion propia, 20109.
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Fotografia 3- 13 Conexién del Rota-evaporador para la concentracién del extracto

Fuente: Elaboracion propia, 20109.

En la siguiente tabla se detallan los parametros y especificaciones de control del Rota-
evaporador para la respectiva concentracion.

Tabla I11- 13 Parametros del Rota-evaporador

Parametros Especificaciones
Temperatura del bafio 40 °C
Velocidad de Rotacién 30 rpm
Presion de Vacio 79,9 KPa

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
3.5.8. Segunda extraccion de maceracion con solvente recuperado

La segunda extraccion de saponinas se realiza con el reflujo o residuo sobrante del
filtrado correspondiente a cada extraccion y se reutiliza el solvente recuperado de la
concentracion del mismo, dejandose macerar segun el tiempo planteado en el disefio

experimental.
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Pasado el tiempo de maceracion se procede a filtrar a vacio y concentrar cada muestra

tal hecho como los pasos anteriores.

Fotografia 3- 14 Segunda extraccion con solvente el recuperado

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
3.5.9. Producto Obtenido

El producto obtenido de extracto se almacena en pequerios frascos de vidrio cerrados
manteniéndolos a temperaturas bajas (-2°C), hasta su caracterizacion y analisis

respectivo.

Fotografia 3- 15 Extractos obtenidos segun el disefio experimental

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Fotografia 3- 16 Extractos combinamos para ser analizados

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

3.6. Determinacion de saponinas por Cromatografia Liquida de Alta Presion
HPLC

Para el andlisis de saponinas mediante el HPLC se acondiciona un método en base a
los métodos desarrollados por Madl T., Sterk H., et al. El anélisis es realizado en un
equipo HPLC Agilent 1100 series, que se encuentra en el 1.1.Q., del departamento de
La Paz, que consta de 4 modulos: el descalificador de solventes, la bomba cuaternaria,
la columna reversa C18 y el detector de los compuestos. Las separaciones son corridas
en una columna Zorbax Eclipse Plus C18 de 4,6 mm*150 mm d.i., 3,5 yum a 23 °Cy
210 nm. Se inyecta 25 ul de muestra patron de concentracion 6 mg/ml, obtenido
solamente del mesocarpio mediante una extraccion de maceracion y agitacion con
50/50 etOH/H20. Se efectla una segunda extraccion con n-butanol donde se separa en
dos fases acuosas y butandlica, esta tltima se concentray liofiliza para tener un extracto

Seco.

Para la separacion se emplea como fase movil agua al 0,1 % en acido formico como
solvente “C” y Acetonitrilo como solvente “D”. Para la elucion se trabaja con un
sistema en gradiente lineal de 75 % a 65 % de solvente “A” con un flujo constante de
0,4 ml/min durante 40 min, luego en los siguientes 15 min con un gradiente lineal de
65 % a 55 % de solvente “A”, y a los 35 min con un gradiente lineal de 55 % de solvente

“A” que se mantuvo constante hasta los 40 min.

Las muestras de los 4 extractos, previamente a la inyeccion al equipo, son preparadas
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por disolucion en agua grado HPLC, luego se pasan por un filtro para jeringa de 0,44
um, en seguida se inyectan 25 ul de cada uno de los extractos para ser analizados y
comparados con el patrén, todo este proceso se desarrolla en el 1.1.Q., de la Facultad de

Ciencias Puras y Naturales de la U.M.S.A. en el departamento de La Paz.



3.7. Diagrama de Flujo del Proceso de Extraccion de saponina

Diagrama I11- 3 Flujo del proceso de obtencion de Extracto de Saponina a partir del Fruto de Timboy
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Fuente: Elaboracion Propia, 2019.
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Tabla I11- 14 Lista de Equipos

Texto Mostrado Descripcion
E-1 Secador
E-2 Molino de Bolas
E-3 Recipiente Cerrado
E-4 Filtracion
E-5 Rota-evaporador

Fuente: Elaboracion Propia, 2019.

Tabla I11- 15 Corrientes del proceso de extraccion

Corriente Especificacion Corriente Especificacion
C1 Fruto Timboy maduro Cc10 Etanol condensado
Cc2 Masa de agua evaporada Cl1 Extracto Concentrado
C3 Fruto Timboy seco C12 Solvente 2
C4 Semillas separadas C13 Solucion del Extracto 2
C5 Fruto Timboy molido C14 Residuos materia solida 2
C6 Solvente C15 Extracto liquido filtrado 2
C7 Solucion del Extracto C16 Etanol Condensado 2
C8 Residuos materia solida 1 C17 Extracto Concentrado 2
C9 Extracto liquido filtrado

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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3.8. Balance de Materiay Energia
3.8.1. Balance de Materia

El balance de materia se realiza a partir de 657 gramos del fruto de Timboy, el cual
pasa por un proceso de acondicionamiento, secado y molido, asimismo para su

respectivo analisis.

El proceso de extraccion mediante maceracion se realiza a partir de los 100,1 gramos
del fruto seco y molido en condiciones mas Optimas posibles, lo restante se utiliza para

las posteriores extracciones, 1:1,10 soluto: solvente.



Tabla I11- 16 Datos del proceso de obtencion de Extracto de saponina

Secado

Cantidad inicial de fruto himedo
Cantidad final de fruto seco

Porcentaje de humedad
Temperatura

Tiempo de secado
Triturado y Molido

Tiempo de molienda

Mezclado y Macerado
Cantidad de fruto Timboy molido
Relacion soluto solvente
Volumen del solvente
Concentracion del etanol
Tiempo de maceracion

Densidad del etanol

656,89 g
620,018 g
5,61%
85 °C

4h

30 minutos

100,100 g
01:10
1000 ml
96%
48 h

0.804 g/ml

Concentracion en el Rota-evaporador 4000

Cantidad inicial de extracto liquido
Temperatura de bafio

Presion de vacio

Tiempo

Velocidad de rotacion
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

691.440 g
40 °C
79,9 KPa
2h

30 rpm
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3.8.1.1. Balance de materia en secado del fruto Timboy

=17

E-1

A
A

Calculo de cantidad de masa de agua evaporada.
Balance general:
C1=C2+ G Ec. 3.1
Despejando C: de la ecuacion 3.1, la masa de agua evaporada es:
C,=C,—Cs
C1=656,890¢
C3=620,018 ¢
C2=656,890 g -620,018 g
C2=136,872¢
La humedad del producto final es X3 = 0,056, entonces X1
Balance por componente: Agua
C1+X1 =0y %X+ C3%X3 Ec.3.2
Despejando X1 de la ecuacion 3.2, se tiene:
C2 es el vapor de agua por lo que X2 =1

Cz *X2+C3 *X3
X1= Cl
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X. — (36,872 g * 1) + (620,018 g * 0,056)
e 656,890 ¢

X1=0,109
3.8.1.2. Balance de materia en Trituracién y Molienda

En este proceso se reduce el tamafio de las particulas, y se calcula la cantidad de

semillas separadas.

E-2
Balance General:
63 - C4_ + Cs
Ec. 3.3
C3=620,018¢
Cs=471,214 ¢

Despejando C4 de la ecuacion 3.3, se determina la cantidad en peso de las semillas:
C,=0C3—-Cs
C1=620,018 g — 471,214 g

Ca = 148,804 g
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3.8.1.3. Balance de materia en Mezclado y Maceracion

Para el proceso de mezclado se considera solo 100,100 g de la muestra para cada
prueba, utilizando una relacion 1:100 g/ml en etanol al 96 % utilizado como solvente,

por 48 h de maceracion.

Lo restante de 471,214 gramos de fruto molido y seco se utiliza para las demas pruebas
experimentales.

L

E-3

Cs =100,100 g de fruto de Timboy
Cs= 1000 ml de Etanol a 96 % de Concentracion
Densidad del Etanol es: 0,804 g/ml, entonces:
Cs = 1000 s * 0,804 g/mit E.3.4
Cs = 804 g de etanol
Balance General:
C;=C5+Cs E.3.5
C7=100,100 g + 804 g
C7 =904,100 g de solucién macerada
Balance por componente: Saponina

Para calcular el porcentaje de saponina en la materia prima, se considera la masa total

de extracto sobre masa de materia prima inicial utilizada, por el 100 % y este resultado
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multiplicalo por el porcentaje relativo analizado de saponina. Como resultado se tiene
46,515 %.

Entonces la composicion de la saponina en la materia prima es: Xs = 0,465

Xe = 0 porque es el solvente puro.

Cr+%X7=0C5*X5+ Cq*Xg E.3.6

Despejando de la ecuacion 3.6, X7 es:

C5 X5 +€5+X5
7 =
¢y
_ 100,14 * 0,465
7 904,1 ¢
X7=0,051

3.8.1.4. Balance de materia en Filtracion

Es una operacion en la que consiste la separacion del extracto liquido de la fase sélida,
obteniendo como resultado el residuo que posteriormente se volvera a utilizar para la

segunda extraccion. Se calcula el extracto liquido

8
N

E4

Balance General:
Ch = CatCy E.3.7

C7 =904,100 g de solucién macerada

Cs = 156,976 g residuo del extracto
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Despejando Co de la ecuacién 3.7, la masa de extracto liquido filtrado es:
Cg = C7 - Cg
Co =904,100 g — 156,976 g
Co = 747,130 g de extracto liquido filtrado

Considerando que la masa inicial del s6lido no varia, la cantidad del solvente perdido

es:
Pérdida = Cg — Cs E.3.8
Pérdida = 156,976 g - 100,100 g
Pérdida = 56,876 g
Balance por componente: Saponina
C;%X; =Cg*Xg+Co*Xg E.3.9
La composicion de la saponina en X7 = 0,051
Xo = 0,0048 es determinado en el balance de materia del Rota-evaporador.

Entonces, despejando Xsde la ecuacion 3.9, tenemos:

_ C7%xX7—C9*Xo
8 = Cs

(904,100 g * 0,051) — (747,130 g * 0,0048)

8 156,976 ¢

Xs=0,271



3.8.1.5. Balance de materia en Concentracion en el Rota-evaporador

KO

A

E-5
Balance General:
Cog=Cq0+Cqq E.3.10
Co = 747,130 g de extracto liquido filtrado
C11 = 38,656 g de concentrado
Ci0=Co—C1q
Ci0 = 747,130 g — 38,656 g
C10=708,474 g de solvente recuperado
Balance por componente: Saponina
Co*Xg=Cro*X10+C11 Xy E.311
Donde:

X10 = 0 por ser el recuperado del solvente puro
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El porcentaje relativo de saponina que se determind en el extracto es de 9,3 %, entonces

la composicion en X11 = 0,093 de saponina analizada, de mayor rendimiento.

_ Exg+Xqp+ C11 * X11

X
9 Co
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_ (641040-9+6) + (38,656 g * 0,093)

Xo
747,130 g

X9 =10,0048

El peso del extracto de saponinas del fruto de Timboy es 38,656 gramos, con volumen
de 33,5 ml de extracto concentrado obtenido a partir de 96 ° GL de etanol, por lo tanto

se puede determinar el rendimiento del proceso de extraccion:

., . _ _ Masa del exrato obtenido
Rendimiento = n, = Masa inicial del fruto timboy 100 E.3.12
Rendimient 38,6569 100
= *
endirmiento 100’100g

Rendimiento = 38,617 %

3.8.2. Balance de Energia

Se realizara el balance de energia para los procesos de Secado, Molino, Concentracién

y Evaporacion en el rota-evaporador.
Considerando que la energia que se transfiere se comprende:

o Calor sensible cuando existe un cambio de temperatura

o Calor latente cuando existe un cambio de fase
3.8.2.1. Balance de energia en el Secador

Las condiciones de secado de la materia prima son:
t = 4 horas Tiempo de secado

T =85 °C Temperatura de secado

Po = 2000 W Potencia del secador

Costo de KW h en la ciudad de Tarija es 0,60 Bs.
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| I
Q1
E-1
Energia = Po x t E.3.13

Energia=2 KW * 4 h
Energia=8 KW h

La energia consumida por la estufa es de 8 KW h y para encontrar el costo de la energia

consumida se multiplica la energia consumida por el tiempo de trabajo de este:

0,60 Bq
KWh E.3.14

Costo =8 KW h«

Costo = 4,8 Bs

3.8.2.2. Balance de energia en el Molino

Las condiciones en la molienda son:



t=0.5 h Tiempo de molienda

Po = 250 W Potencia en el molino de bolas

Energia = Po xt

Energia= 0.25 KW *0,5h

Energia= 0,125 KW h
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E.3.15

La energia consumida por el molino es de 0,125 KW h y para encontrar el costo de la

energia consumida se multiplica la energia por el tiempo de trabajo de este:

0,60 Bs
Costo = 0,125 KWW/ h «

Costo = 0,075 Bs
3.8.2.3. Balance de energia en el Rota-evaporador
Las condiciones en el rota-evaporador son:
Te = 313,15 kJ Temperatura de entrada
Tsist = 295,15 °K Temperatura del sistema
T bafio =311,15 °K Temperatura en el bafio
Cp etanol = 13,966 KJ/ Kg K

PM etanol = 40,069 g/mol



Co = 691,440 g > 0,691 Kg
Patm = 101,3 KPa
Pbomba = 79,9 KPa

Cp agua = 4,185 KJ/Kg K

K%

——

e )

i
Q?} -

3.8.2.4. Balance en el bafio del Rota-evaporador
QB = QSensible + Qvaporizacién Ec. 3.16

Para calcular el calor sensible:

QSensible = C9 * Cpetanol * (Ts - Te) Ec.3.17

K
Qsensivte = 0,691 kg » 13,966 - ]K « (311,15 — 295,15) K
g

Q sensible = 154,506 KJ

Para calcular el calor de Vaporizacion del etanol:

Qvap. etanol — Cox AH

vap. etanol Ec. 3. 18
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Para determinar la entalpia de vaporizacion se debe considerar la presion del sistema
con el que se trabaja, la bomba a una presion de 79,9 KPa y la presion atmosférica en

la ciudad de Tarija es 103,1 KPa; por lo tanto la presion del sistema es:

Ec. 3. 19

Psistema = Patmosférica - Pbomba
Pgistema = 101,3 KPa — 79,9 KPa

P sistema = 21,4 KPa

A esta presion del sistema la entalpia de vaporizacion es:

Kj
vap etanol — 94,147 K_g

AH

Reemplazando la ecuacién 3.18 tenemos:
K]j
Qvap.etanol = 0,691 kg * 257,614 Ka
Q vap. etanol = 65,097 KJ
Reemplazando los valores obtenidos en la ecuacion 3.16 tenemos:

Q3 = 200,5406 K] — 178,125 K]
Q3=89,409 KJ

La potencia en el Rota-evaporador en el bafio 1300 W, por lo tanto el tiempo minimo

sera:

Q; =Poxt Ec. 3. 20

Despejando el tiempo de la ecuacién 3.20 tenemos:

Q3
t=—
Po
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2522,416 KJ
t = —{q
1’300T
t=68,776 s

3.8.2.5. Balance en el condensador del Rota-evaporador

Ec.3.21
Qcedido = Qganado

Q4= Qs
Cg * AHyap etanol + Cg * Cpetanol * (Te - TS) = magua cond. * Cpagua * (Tent.sist - TS)

Despejando masa de agua condensada de la ecuacién 3.21 tenemos:

Cg * AH'Uap. etanol + C9 * Cpetanol * (Te - TS)

m =
agua cond. Cpagua * (Tent sist — Tsat)
Kl Kf _
0,691 Kg * 94,14771@L + 0,691 Kg * 13,996k_gK * (311,15 —295,15) K
m d =
aguacon 4185 2 (311,15 — 295,15)k
kg ¥

M agua cond. = 3,279 kg

Qs = magua cond. * Cpagu'l * (Tent sist Tsalida) =0s

K
]K* (311,15 — 295,15) ¥

Q4 = 3,279 kg * 4,185

Q4 =219,603 KJ

3.9. Calculosy resultados del balance de materiay energia

En la Tabla I11-17 y Tabla 111-18, se muestra los resultados obtenidos del balance de

materia y de energia.



Tabla I11- 17 Resultados del Balance de Materia

Corrientes Gramos
C1l Fruto Timboy maduro 656,890
C2 Masa de agua evaporada 36,872
C3 Fruto Timboy seco 620,018
C4 Semillas separadas 148,804
C5 Fruto Timboy molido 471,214
C6 Solvente 804,000
Cc7 Solucion del Extracto 904,100
C8 Residuos materia solida 1 156,976
C9 Extracto liquido filtrado 747,130
C10 Etanol condensado 708,474
C11-C17 Extracto Concentrado 38,656

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

Tabla I11- 18 Resumen del Balance de Energia

Corrientes

Q1

Energia consumida en el Secador

8 KW h
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Q2

Q3

Q4

Q5

Energia consumida en el Molino
de Bolas

Energia consumida en el Rota-
evaporador

Calor en el condensador del
Rota-evaporador

Calor en el condensador del
Rota-evaporador

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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0,125 KW h

89,409 KJ

219,603 KJ

219,603 KJ
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Andlisis Fisicoguimicos de la Materia Prima: Fruto de Timboy

Los analisis fisicoquimicos de la materia prima del fruto de Timboy se efecttan en el
Centro de Analisis Investigacion y Desarrollo (CEANID) de la Universidad Autébnoma
Juan Misael Saracho (UAJMS), en la ciudad de Tarija.

En la tabla se presentan los resultados de los analisis Fisicoquimicos del Fruto de

Timboy.

Tabla IV- 1 Andlisis Fisicoquimico de la Materia Prima: fruto de Timboy

Parametro Resultados %
Azucar Total 26,26
Ceniza 2,74
Fibra 41,89
Materia Grasa 1,00
Proteina (N*6,25) 14,25
Humedad 8,10
Hidratos de Carbono 32,02
Valor Energético (Kcal/100 g) 154,08
Densidad (g /cm®) 0,67

Fuente: Elaboracién propia, CEANID, 2019.
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Se vuelve a mostrar la Tabla I11-1 las caracteristicas y propiedades fisicas del fruto de

Timboy, realizadas en el Laboratorio de Operaciones Unitarias (L.O.U.).

Tabla I11-1 Propiedades fisicas del fruto de Timboy

Propiedades Fruto
Color Café oscuro
Olor Caracteristico
Sabor Amargo
Forma Vaina plana
Textura Lisa
Peso (g), rango promedio 12-20
Longitud (cm), rango promedio 3-12
Ancho (cm) rango promedio 3-8
Numero de semillas, rango 1915

promedio

Tactibilidad del endocarpio y
mesocarpio

Sensacion jabonosa,
pegajosa

pH (20 °C) 4,85
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

4.2. Analisis Cualitativos del extracto de Saponina de Timboy

Los anélisis preliminares de los extractos de saponina se realizan en el Instituto de
investigaciones Quimicas (I.1.Q.) de la Universidad Mayor de San Andrés del

departamento de La Paz.



Tabla IV- 2 Andlisis Preliminares del Extracto de Saponina a partir del fruto de

Metabolitos
Secundarios

Timboy

Ensayos o Test Cualitativos

Saponinas

Fenoles

Triterpenos

Alcaloides

Azucares

Taninos

Proteinas

Flavonoides

Espuma y Libermann-Burchard

Cloruro Férrico

Libermann-Burchard

Wagner

Fehling

Acetato de plomo

Nihindrina

Shinoda
Fuente: Elaboracién Propia, 11Q, 2019.
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Tabla IV- 3 Anlisis fitoquimico preliminar de los Extractos de saponina de Timboy

Metabolito = Extractol Extracto2 @ Extracto3 | Extracto 4
Saponinas +++ +++ +++ 4+
Fenoles +++ +++ +++ +++
Alcaloides
Triterpenos +++ +++ +++ +++
Azlcares ++- ++- ++- +4-
Taninos ++- ++- ++- ++-
Proteinas +++ +++ +H+ -
Flavonoides +-- +-- +-- 4o

Fuente: Elaboracion propia, 11Q, 2019.
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En la tabla anterior se muestran los metabolitos determinados en cada extracto con los

resultados, estos significan:
+++ = Altamente positivo existe el 100%
--- = Altamente negativo, no existe
++- = Contiene més del 50%
+-- > Contiene menos del 50%
4.3. Analisis de Cuantificacion por Cromatografia HPLC del Extracto de

Saponina

El anélisis de semi-cuantitativo del extracto de Saponina a partir del fruto de Timboy
se realizd en el High Performance Liquid Chromatography o Cromatografia Liquida
de Alta Presion HPLC, en la ciudad de La Paz, en el Instituto de Investigaciones
Quimicas 11Q de la Universidad Mayor de San Andreés, la documentacion se adjunta en

los anexos.

Tabla IV- 4 Anélisis semi-cuantitativo de Saponina por Cromatografia Liquida de
Alta Presion HPLC

% Relativo de

Muestras saponina en extractos
Extracto 1 47
Extracto 2 4,5
Extracto 3 93
Extracto 4 8,7

Fuente: Elaboracion propia, 11Q, 2019.
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4.4. Analisis Fisicos de los extractos concentrados de Saponina de Timboy

Los andlisis fisicos de los extractos concentrados de saponina son analizados en el
Laboratorio de Operaciones Unitarias, perteneciente al DPIBA de la Universidad

Auténoma Juan Misael Saracho de la ciudad de Tarija.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de la densidad, pH a 20 °C y la

viscosidad de los extractos obtenidos en la parte experimental.

Tabla IVV- 5 Densidad de los extractos concentrados

n° Densidad
Extractos (g/ml)
Ext1 1,24
Ext 2 1,28
Ext 3 1,15
Ext 4 1,10
Ext5 1,22
Ext 6 1,24
Ext7 1,15
Ext 8 1,08

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Tabla IV- 6 pH a 20 °C de los extractos concentrados

n° Extractos pH a 20°C

Ext1l 5,14
Ext 2 5,06
Ext 3 4,81
Ext 4 4,63
Ext5 5,15
Ext 6 5

Ext 7 4,88
Ext 8 4,95

Fuente: Elaboracion propia, 2019.



Tabla IV- 7 Viscosidad de los extractos concentrados

n° Extractos Vi?g?;gad
Ext1 580
Ext 2 570
Ext 3 410
Ext 4 440
Ext5 550
Ext 6 530
Ext7 400
Ext 8 430

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
4.5. Resultados del proceso de obtencion del Extracto de Saponina
Porcentaje del Proceso de Extraccion de Saponina a partir del fruto de Timboy

Tabla IVV- 8 Extraccion 48 % a 48 h

Extracto Solvente Extracto o
Liquido = Recuperado Concentrado 70
Rendimiento
ml mil ml
1000 565 50,5 5,05
1000 588 58,5 5,85
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
Tabla IV- 9 Extraccién 48 % a 72 h
Extracto Solvente Extracto o
Liquido Recuperado @ Concentrado 70
Rendimiento
ml ml ml
1000 680 51 51
1000 700 60,5 6,05

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Tabla IV- 10 Resultados Promedios al 48 %

. Promedioa | Promedio a
Caracteristicas
las 48 horas | las 72 horas

Extracto Concentrado ml 54,5 55,75

Rendimiento Promedio % 5,45 5,575
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Tabla IVV- 11 Extraccion 96 % a 48 h

Extracto Solvente Extracto

P %
Liquido Recuperado @ Concentrado Rendimiento
ml ml ml
1000 708,474 38,656 3,86
1000 705,500 38,200 3,82
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Tabla I\V- 12 Extraccién 96 % a 72 h
Extracto ~ Solvente Extracto o
Liquido Recuperado @ Concentrado 70

Rendimiento
ml ml ml
1000 770 21,5 2,15
1000 782 26,6 2,66

Fuente: Elaboracién propia, 2019
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Tabla IV- 13 Resultados Promedios al 96 %

. Promedioa | Promedio a
Caracteristicas
las 48 horas | las 72 horas

Extracto Concentrado ml 38,4 24,05

Rendimiento Promedio % 3,84 2,405
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

4.6. Comparacion del contenido de extracto de Saponina del Timboy con otros

extractos de saponina de diferentes plantas naturales.

Tabla IV- 14 Comparacion de contenido del extracto de saponina del

timboy con otros extractos de diferentes materias primas naturales

) Porcentaje de
Extractos de saponina _ Fuente
saponinas

Quillay (Quillaja saponaria

_ 16 % Silva D., 2019.
Molina)
Quillay (Quillaja 1000 20-25 % Saponinas del
saponaria) Ultra 65-70 % Quillay, 2019.
Mojuelo de Quinua Carrasco C.,
_ ) 6,5 %
(Chenopodium quinoa) 2015.
Quinua Real (Chenopodium 47,3-56,2 % Lozano M., etal,
quinoa willd) 2012.
Fruto del Timboy (Enterolobium o Gutiérrez A.,
9 %
Contortisiliquum) 2019.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
La tabla anterior indica la comparacion de los porcentajes de extractos de saponinas
que estan presentes en diferentes plantas naturales lo cual indica también que la

saponina del fruto de Timboy se encuentra dentro del rango de porcentajes.
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4.7. Analisis estadisticos del disefio experimental

Para realizar el andlisis estadistico del disefio experimental, se utiliza el programa IBM
SPSS Statistics 25.0 (Stadistical Package for the Social Sciences) que permite un
tratamiento integrado de todas las fases en el analisis de datos obteniéndose resultados

representativos y confiables.

En la tabla 1VV-14 se muestran los resultados obtenidos del proceso de extraccion que
son introducidos al programa SPSS, de acuerdo al disefio factorial de 22 con su
respectiva réplica; con la influencia de los factores tiempo y volumen sobre la variable

respuesta que es el rendimiento de saponina.

Tabla IV- 15 Variables experimentales

Variable ' variable Variable
Tiempo Volumen Rendimiento

1 1 4,7

-1 1 45

1 -1 9,3

-1 -1 8,7

1 1 4,6

-1 1 4,4

1 -1 9,26

-1 -1 8,64

Fuente: Elaboracion propia, 2019.



4.7.1. Céalculo del analisis de varianza

Tabla IV- 16 Factores inter-sujetos

Etiqueta
N

de valor
-1,00 48 4

Tiempo
1,00 78 4
-1,00 1000 4
Volumen

1,00 500/500 4

Fuente: Elaboracién propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.
Tabla IV- 17 Pruebas de efectos inter-sujetos
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Variable dependiente: Rendimiento

Tipo 11 de .
Origen suma de ol I\/Ieo!|a_1 F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo 39573° | 3 13,191 4187,656 | 0,000
corregido
Interseccion 365,851 1 365,851 116143,254 0,000
Tiempo 0,328 1 ,328 104,143 0,001
Volumen 39,161 1 39,161 12432,143 0,000
Tiempo * 0,084 1 0,084 26,683 | 0,007
Volumen
Error 0,013 4 0,003 - -
Total 405,437 8 - - -
Total corregido 39,586 7 - - -

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada =,999)

Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.
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En la tabla anterior se observa las variables como: Tiempo, Volumen vy
Tiempo*Volumen influyen en el rendimiento debido a las colas de significancia ya que

son menores 0,05 y se considera una confiabilidad del 95 %.

Tabla IV- 18 Variables entradas/eliminadas?®

Variables Variables ,
Modelo .. Método
entradas eliminadas

TiemVol,
1 Volumen, - Introducir
Tiempo®

a. Variable dependiente: Rendimiento

b. Todas las variables solicitadas introducidas.
Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.

En la tabla IV-18 se muestran las variables introducidas y eliminadas a través del
programa, pero al ser significativas (menor al 5 % o 0,05) todas las variables, no se

eliminan ninguna variable ya que se utilizan para el modelo lineal matematico.

Tabla IV- 19 Resumen del modelo °

R cuadrado Error estandar
Modelo R R cuadrado ] de la
ajustado . .
estimacion
1 1,0002 1,000 0,999 0,05612

a. Predictores: (Constante), TiemVol, Volumen, Tiempo

b. Variable dependiente: Rendimiento
Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.




Tabla IV-20 ANOVA?
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Modelo ClSJl;g:’desS gl cul;/tlzlerzgca F Sig.
Regresion 39,573 3 13,191 4187,656 0,000P
Residuo 0,013 4 0,003
Total 39,586 7
a. Variable dependiente: Rendimiento
b. Predictores: (Constante), TiemVol, Volumen, Tiempo
Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019
Tabla IV- 21 Coeficientes ?
cootoo | co e,
Estand. Estand. B
Modelo t Sig.
o || e e | L
(Constante) | 6,763 0,020 340,798 | 0,000 6,707 6,818
Tiempo 0,203 | 0,020 0,091 10,205 | 0,001 | 0,147 0,258
Volumen -2,213 | 0,020 -0,995 | -111,500 | 0,000 | -2,268 -2,157
Tiem*Vol -0,103 | 0,020 -0,046 -5,166 0,007 -0,158 -0,047

a. Variable dependiente: Rendimiento

Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.

Con los resultados obtenidos de la tabla IVV-20 del sistema de analisis estadistico la

ecuacion del modelo lineal matematico ajustado para el proceso de obtencion de

saponina de Timboy es la siguiente:




Rendimientogsgponing = 6,763 + 0,203 Tiempo — 2,213 Volumen —

0,103 Tiempo * Volumen

Gréfica IV- 1 Problema normal de regresion, Regresion estandarizado

Variable dependiente: Rendimiento

Problema acumulado esperado

"0,0 0.2 04 06 0g 10

Problema acumulado observado

Fuente: Elaboracion propia, SPSS Statistics IBM 25, 2019.
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Tabla IVV- 22 Rendimientos

Pruebas Rendimiento | Rendimiento Error
Observado Modelo

1 4,7 4,60 0,10
2 4,50 4,40 0,10
3 9,30 9,26 0,04
4 8,70 8,64 0,06
5 4,60 4,70 0,10
6 4,40 4,50 0,10
7 9,26 9,30 0,04
8 8,64 8,70 0,06
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Fuente: Elaboracion Propia, informacién del SPSS Statistics IBM 25, 2019.

Gréfica IV- 2 Rendimiento Observado y Rendimiento Modelo

12

10

0 2

Fuente: Elaboracién Propia, informacion del SPSS Statistics IBM 25, 2019.

—&—Rend Observ

4

——Rend Mod

6

8

10



97

Gréfica IV- 3 Error entre el rendimiento observado y rendimiento modelo

0.12 Error

0,10
0,08
0,06
0,04
0,02

0,00
0 2 4 6 8 10

Fuente: Elaboracién Propia, informacién del SPSS Statistics IBM 25, 2019

En la gréfica V-2 se observa la comparacion entre los rendimientos obtenidos y los
rendimientos esperados por el modelo de sistema lineal estadistico, ya que estas dos
se encuentran parejas. Se hizo una segunda gréfica para comprobar que entre estas

dos existe un error.

4.8. Analisis estimativo de costos para la obtencidn del extracto de Saponina del

Timboy

Para determinar el estimativo de costos para la obtencidn de extracto de saponina a
partir del fruto de Timboy, es necesario sumar los costos individuales mas relevantes

tales como los servicios varios, mano de obra, directa e indirecta, etc.

Los costos considerados se muestran en las siguientes tablas:



Tabla IVV- 23 Detalle de Servicios Directos
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i Costo | Costo
Item Descripcion Unidad Cantidad Unitario = Total
(Bs) (Bs)
1 Analisis de Humedad en MP  andlisis 1 12 12
2 Analisis de ceniza en MP analisis 1 21 21
3 Anédlisis de proteina en MP anélisis 1 30 30
4 Anadlisis de grasa en MP analisis 1 15 15
5 Andlisis de fibra en MP andlisis 1 30 30
6 Analisis de azlcar total en MP | analisis 1 30 30
7 Anélisis de Densidad en MP analisis 1 12 12
g Analisis e Flidratos de andlisis 1 10 10
9 Anédlisis de Valor Energético analisis 1 10 10
en MP
10 é;;éﬁiiﬁade Extractos de andlisis 4 1400 5600
11 Mano de obra dia 200 100 20000
Costo Subtotal 1 25770 Bs

Fuente: Elaboracion propia, 2019.



Tabla IV- 24 Detalle de Servicios Indirectos
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) Costo Costo
Item Descripcion Unidad @ Cantidad @ Unitario Total
(Bs) (Bs)
1 Internet horas 200 3 600
2 Transporte pasajes 250 2 500
3 Transporte viaje = pasajes 4 130 520
Costo Subtotal 2 1620 Bs
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
Tabla IV- 25 Detalle de Materia Prima y Reactivos
} Costo Costo
Item Descripcion Unidad Cantidad Unitario Total
(Bs) (Bs)
1 Fruto Timboy Kg - - -
2 Agua desionizada I 10 6 60
3 Alcohol al 96 % I 10 8 80
4 Aceite para la | 1 20 20
bomba
Costo Subtotal 3 160 Bs

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Tabla IVV- 26 Detalle de Materiales

Costo Costo

Item Descripcion Unidad Cantidad Unitario Total
(Bs) (Bs)
1 Frasco de vidrio pieza 6 20 120
grande
9 Frasco~s de vidrio pieza 8 6 48
pequefio
3 Recipientes de pieza 2 25 50
plastico
4 Bidon (20 It) pieza 1 25 25
5 Embudo pieza 1 75 75
6 Mortero y maso pieza 1 45 45
7 Papel filtro pliegue 1 4 4
8 Repasadores pieza 2 5 10
9 Detergente pieza 1 5 5
Costo Subtotal 4 382 Bs

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Tabla IVV- 27 Detalle de Material de Escritorio

) Costo Costo
Item Descripcion Unidad @ Cantidad Unitario Total
(Bs) (Bs)
1 Papel Bond hojas 1500 0,10 150
(resma)
2 Fotocopias hojas 20 0,2 4
3 Marcadores unidad 2 5 10
4 Cinta adhesiva unidad 1 6 6
5 Anillados anillado 4 5 20
g  lIntapara cartucho 2 60 120
impresora
7 Empastado unidad 3 60 180
Costo Subtotal 5 490 Bs

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

Tabla V- 28 Detalles de Consumo de Energia en los Equipos

- Potencia Costo
Item Descripcion Unidad  Tiempo Total
KW
(Bs)
1 Secado horas 4 2 4,8
2 Molienda horas 0,50 0,25 0,075
3 Rotaevaporador horas 2 1,3 1,56
Costo Subtotal 6 6,435 Bs

Fuente: Elaboracién propia, 2019.



Tabla IV- 29 Costo Total

Descripcion TOC,[:SISE%S)
Detalle de Servicios Directos 25770
Detalle de Servicios Indirectos 1620
Detalle de Materia Prima y Reactivos 160
Detalle de Materiales 382
Detalle de Material de Escritorio 490
Detalles de Consumo de Energia en los Equipos 6,435
Total 28 428,435

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

El estudio de investigacion de acuerdo con el objetivo general, permitié obtener un
extracto de Saponina a partir del fruto de Timboy (Enterolobium contortisiliquum).

De acuerdo a los objetivos planteados inicialmente en la investigacion se concluye en:

» Se caracteriza la materia prima, los parametros fisicogquimicos analizados en el
laboratorio CEANID, estos dan como resultado: Humedad 8,10 %, Ceniza 2,74%,
Fibra 41,89%, Grasa 1%, Proteina 14,25%, Azucares totales 26,26% y Densidad
0.6 g/ml; asimismo se realiz6 un andlisis de las propiedades fisicas en los frutos de
Timboy en el Laboratorio de Operaciones Unitarias, Yy se puede decir que los frutos
son adecuados para la elaboracion de extracto de saponina.

» Se realiz6 una hipotesis del proceso tecnoldgico, considerando el proceso mas
Optimo mediante una matriz de decision, del cual se selecciona el proceso de
maceracion, considerando los parametros: el tiempo de maceracion y el volumen
de solvente, utilizando solventes organicos como el alcohol y el agua porque
influyen significativamente en el rendimiento y en la obtencion de extracto. De esta
manera se ejecutd la fase experimental en el Laboratorio de Operaciones Unitarias,
de la Universidad Autdnoma Juan Misal Saracho, teniendo en cuenta las anteriores
consideraciones.

» El producto obtenido se lo analiz6 de manera cualitativa mediante un analisis
preliminar fitoquimico, analizandose los metabolitos como: Saponina, Fenoles,
Alcaloides, Triterpenos, Azlcares, Taninos, Proteinas y Flavonoides.
Asimismo se realizo el analisis semi-cuantitativo en el equipo de Cromatografia
HPLC en el laboratorio del Instituto de Investigaciones Quimicas 11Q perteneciente
a la Universidad Mayor de San Andrés UMSA, de la cuidad de la Paz.

» El rendimiento del proceso tecnoldgico se determind mediante el analisis de

cromatografia, al tratarse de una investigacion que todavia no se han explorado en
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la region y a nivel nacional, se tuvo que adaptar y basar en Madl T., Sterk H., et
al., (2006), para obtener un extracto patron puro, y asi determinar el porcentaje
relativo de los extractos de saponina del Timboy, dando como resultado el mejor y
mayor rendimiento de 9,3 % de saponinas con los parametros de un tiempo de 48
horas y con un volumen de solvente de 1000 ml de etanol puro a 96 %; haciendo
las respectivas comparaciones con diferentes porcentajes de extracto de saponina
de diferentes plantas naturales se puede decir que el porcentaje del extracto de
saponina del fruto de Timboy se encuentra dentro del rango de porcentajes de estos
extractos.

Los resultados del proceso tecnoldgico experimental para la obtencion del Extracto
de Saponina son satisfactorios segun los andlisis realizados, porque pude
determinar la existencia de saponinas, aunque difieran un poco de los datos
bibliogréaficos existentes, ya que se adecUa el proceso a las condiciones reales del

medio.

Recomendaciones

En base a lo desarrollado en la presente investigacion, se identifican distintos factores

que mejoran y complementan la informacion obtenida, por lo que se presenta las

siguientes recomendaciones:

>

Realizar iniciativas para el cultivo sostenible de la planta de Timboy, pues
actualmente es una planta silvestre que se produce en lugares himedos y neutros.
A futuros estudios, en el proceso de extraccion se recomienda trabajar con el menor
tiempo posible para tratar de extraer la mayor cantidad de saponina y no asi los
demas componentes que también son solubles en el solvente.

Se recomienda realizar un desengrasado y eliminacion de taninos, previamente a la
extraccion de saponinas.

Se considera importante para el aislamiento y clarificacion de las saponinas,
trabajar con el mesocarpio y endocarpio, ya que el epicarpio tiene una coloracion
café oscuro que se debe a la presencia de taninos, opacando la visibilidad de las

saponinas.
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Realizar trabajos de investigacion e implementacion de laboratorios para anélisis
y caracterizacion de saponinas, para que se pueda seguir estudiando a nivel de la
region.

Los resultados obtenidos motivan a recomendar un estudio méas detallado de las
saponinas y de los compuestos que tienen los extractos para el uso industrial como
detergente.

Estudiar nuevas aplicaciones en de la Saponina de Timboy para la industria de
Farmacos.

El presente trabajo de investigacién brinda informacion importante para realizar en
un fututo un estudio de factibilidad econdmica para una Planta Piloto al fin de
promover el proceso a nivel industrial, asimismo el aprovechamiento de la materia

prima fruto de Timboy.



