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Abstract— This study evaluated the effect of the solid-to-solvent
ratio on the ultrasound-assisted extraction of total saponins from
quinoa husk (Chenopodium quinoa Willd.), with the aim of
identifying an efficient operating range for further optimization
studies. Saponin quantification was performed using the vanillin-
sulfuric acid spectrophotometric method, employing commercial
saponin from Quillaja saponaria as a standard. Calibration curves
with high linearity (R’ > 0.996) and adequate reproducibility were
obtained. Screening assays were carried out under fixed extraction
conditions (40% v/v ethanol, 60 °C, 50% ultrasonic amplitude, and
a 30 s ON-30 s OFF pulse cycle), evaluating five solid-to-solvent
ratio levels (0.01-0.10 g CQ/mL Sol). The results showed a
significant increase in the total saponin content of the extract with
increasing solid-to-solvent ratio, reaching concentrations of up to

20.27 mg total saponins/mL of extract. A reduction in the
progressive increase in yield was observed at treatments above 0.075
g CQ/mL Sol., attributed to physical limitations of the system. Based
on these results, an optimal operating range was established
between 0.050 and 0.100 g CQ/mL Sol, which provides a technical
basis for the subsequent application of a Box-Behnken design for
multivariable process optimization. This study contributes relevant
experimental criteria for the sustainable valorization of quinoa
husk using ultrasound-assisted extraction technologies.
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Resumen— El presente estudio evalud el efecto de la relacion
solido—solvente en la extraccion asistida por ultrasonido de
saponinas totales a partir de cascarilla de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.), con el objetivo de identificar
un rango operativo eficiente para estudios posteriores de
optimizacion. La cuantificacion de saponinas se realizo
mediante el método espectrofotométrico vainillina—dcido
sulfurico, empleando saponina comercial de Quillaja
saponaria como estindar, obteniéndose curvas de
calibracion con alta linealidad (R* > 0.996) y adecuada
reproducibilidad. Los ensayos de screening se llevaron a
cabo bajo condiciones fijas de extraccion (40 % v/v etanol,
60 °C, 50 % de amplitud ultrasonica y ciclo de pulso 30 s
ON-30 s OFF), evaludindose cinco niveles de relacion
sdlido—solvente (0.01-0.1 g de cascarilla de Quinua(CQ)/mL
solucion). Los resultados mostraron un incremento
significativo del contenido de saponinas totales en el extracto
al aumentar la relacion solido—solvente, alcanzdindose
concentraciones de hasta 20.27 mg saponinas totales/mL de
extracto. Se observo una reduccion en el aumento progresivo
del rendimiento a tratamientos superiores a 0.075 g CQ/mL
Sol, atribuida a limitaciones fisicas del sistema. Con base en
estos resultados, se establecié un intervalo operativo dptimo
entre 0.050y 0.100 g CQ/mL Sol, el cual constituye una base
técnica para la aplicacion posterior de un diseiio Box—
Behnken orientado a la optimizacion multivariable del
proceso. El estudio aporta criterios experimentales
relevantes para la valorizacion sostenible de la cascarilla de
quinua mediante tecnologias de extraccion asistidas por
ultrasonido

Palabras Clave: Cascarilla de quinua, saponinas totales,
extraccion asistida por ultrasonido, relacion solido—solvente,
optimizacion de procesos.

I. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cultivo de alto
valor nutricional cuyo procesamiento industrial genera
subproductos como la cascarilla, rica en saponinas
triterpénicas [1], [2]. Estos compuestos presentan propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas e

hipolipemiantes, lo que ha incrementado su interés en
aplicaciones alimentarias, farmacéuticas y cosméticas [3]—[5].
En particular, estudios recientes destacan que la cascarilla
concentra una proporcion significativa de estas moléculas
bioactivas, convirtiéndose en una fuente estratégica para su
valorizacion [6], [7].

Desde una perspectiva tecnologica e industrial, la valorizacion
de la cascarilla de quinua representa una oportunidad para
transformar un residuo agroindustrial subutilizado en una
fuente de compuestos de alto valor agregado. En paises
productores como Peru, el procesamiento de quinua genera
volumenes importantes de cascarilla, cuya gestion inadecuada
puede generar impactos ambientales. En este contexto, el
desarrollo de procesos eficientes para la recuperacion de
saponinas contribuye no solo a la generacion de valor
econdémico, sino también a la sostenibilidad de la cadena
productiva.

La extraccion asistida por ultrasonido se ha consolidado como
una tecnologia eficiente y sostenible para la recuperacion de
metabolitos secundarios, debido a su capacidad para mejorar
la transferencia de masa mediante cavitacion acustica [8], [9].
Investigaciones previas han demostrado que esta técnica
permite incrementar el rendimiento de extraccion y reducir el
consumo de solventes frente a métodos convencionales [10],
[11].

Entre los parametros operativos del proceso, la relacion
solido—solvente desempefia un papel determinante, al influir
directamente en la difusion del soluto, la saturacion del medio
y la eficiencia de cavitacion [12], [13]. Aunque diversos
estudios han optimizado procesos de extraccion de saponinas
en semillas y tejidos vegetales, existe aun informacion limitada
sobre la evaluacion sistematica de este parametro en la
cascarilla de quinua [6], [14]. Desde una perspectiva de
ingenieria de procesos, la adecuada seleccion de esta variable
es clave para el escalamiento del proceso y la evaluacion de su
viabilidad técnico-econdémica.

Asimismo, la cuantificaciéon confiable de saponinas totales
constituye un requisito esencial para evaluar el desempefio
extractivo. El método colorimétrico vainillina—acido sulfurico
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ha sido ampliamente validado por su sensibilidad y
reproducibilidad en matrices de quinua [15], [16].

En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto de la relacion solido—solvente en la
extraccion asistida por ultrasonido de saponinas totales a partir
de cascarilla de quinua y establecer un rango operativo éptimo
como base para estudios posteriores de optimizacion mediante
disefio Box—Behnken. Asimismo, los resultados obtenidos
aportan criterios técnicos relevantes para el disefio de procesos
sostenibles con potencial aplicacion industrial en la
valorizacion de subproductos agroindustriales.

Il. MATERIALES Y METODOS
A. Materia prima y preparacion de la muestra
La materia prima utilizada correspondié a granos de
quinua (Chenopodium quinoa Willd.) variedad blanca Junin-
Inia Lote: AYA-15-23 proveniente de la Regi6n Ayacucho,
Per(. La obtencion de la cascarilla se realiz6 mediante
escarificado  mecanico empleando una escarificadora
VULCANO modelo EQV-200 (Per(). Previamente, se
efectuaron ensayos preliminares para establecer las
condiciones Optimas de operacion, considerando criterios de
eficiencia, estabilidad y rendimiento del proceso. El
procedimiento estandarizado fue ejecutado en triplicado (R1,
R2 y R3), manteniendo constantes los pardmetros operativos.
En la Fig. 1 se muestra el proceso de escarificado mecéanico de
quinua.

Fig. 1 Proceso de Escarificado de Quinua

La cascarilla obtenida fue recolectada, envasada al vacio
en bolsas trilaminadas y almacenada en condiciones de
congelacién, con el fin de preservar su estabilidad
fisicoquimica y evitar la degradacion de los compuestos
bioactivos. Antes de los ensayos de extraccién, las muestras
fueron  descongeladas a temperatura ambiente y
homogenizadas, sin aplicar tratamientos térmicos previos.

B. Reactivos, materiales y Equipos

Para el desarrollo experimental se empled extracto
comercial de saponina de Quillaja saponaria con una pureza
declarada del 28 % (Merck) como estandar de referencia. El
etanol (96 %) y el acido sulfarico (95.9 %) fueron de grado

analitico. La vainillina (CAS 121-33-5) fue utilizada con
pureza > 99 %, y se empled agua destilada en la preparacion
de todas las soluciones.

Entre los principales materiales de laboratorio se
incluyeron matraces aforados, pipetas  volumétricas,
micropipetas digitales (0.5-5 mL), tubos con tapa rosca,
gradillas, vasos de precipitados y celdas espectrofotométricas
de 1 cm de paso Optico.

Los equipos utilizados comprendieron una escarificadora
VULCANO modelo EQV-200 (Per(), una balanza analitica
Precisa Serie LX (x£0.0001 g), una balanza gramera AND GF-
6100 (Japon), un espectrofotémetro UV-Vis GENESYS 150
(Thermo Scientific), un homogeneizador ultrasénico para
procesamiento liquido modelo YR05830, acoplado a un bafio
termostatico criogénico modelo YR04986 para el control de
temperatura durante la sonicacion, una selladora al vacio
BOXA SV3 (Per() y un sistema de congelacion para el
almacenamiento de muestras.

C. Preparacion de Solucion estandar y Curva de calibracion
Las soluciones patrén de saponina fueron preparadas a
partir de extracto comercial de Quillaja saponaria con una
pureza declarada del 28 %, corrigiendo la masa pesada segln
dicho valor. Se prepararon cinco niveles de concentracion: 0.5,
2, 5, 8 y 10 27 mg saponinas totaless/mL de extracto,
presentados en la Fig. 2. Para cada concentracion, las
soluciones fueron elaboradas por triplicado con el fin de
evaluar la precisién y reproducibilidad del procedimiento.

Fig. 2 Estandares de Saponina

Inicialmente, la masa correspondiente del extracto patrén
fue pesada en una balanza analitica y transferida a los matraces
aforados de 25mL. Posteriormente, se adicionaron
aproximadamente 12.5 mL de etanol para favorecer la
solubilizacion inicial del extracto. Tras obtener soluciones
homogéneas, el volumen fue completado con agua destilada
hasta el enrase. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 0.5
mL de cada solucion estandar, a las cuales se afadieron 0.5
mL de solucion de vainillina al 4 % (p/v) y 2.0 mL de solucién
de &cido sulfurico al 50 % (p/v). Las mezclas reactivas fueron
incubadas a 65 °C durante 15 min para permitir el desarrollo
del color caracteristico, y posteriormente enfriadas en bafio de
hielo durante 5 min. La absorbancia de cada muestra fue
medida a una longitud de onda de 473 nm utilizando celdas de
1 cm., presentado en la Fig. 3.
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Fig. 3 Medicion espectrofotométrica de estandares para curva de
calibracion

Las curvas de calibraciéon fueron construidas en dos
escenarios analiticos independientes, a partir del promedio de
tres mediciones por nivel, evaluandose su linealidad mediante
regresion lineal y el coeficiente de determinacion (R?). Las
ecuaciones obtenidas fueron utilizadas para la cuantificacion
de saponinas totales en los extractos.

D. Extraccion Asistida por Ultrasonido

Los ensayos de extraccion se realizaron empleando un
homogeneizador ultrasonico modelo YR05830, acoplado a un
bafio termostatico criogénico modelo YR04986 presentado en
la Fig. 4, con el fin de garantizar el control de la temperatura
durante el proceso. El sistema fue operado bajo condiciones
constantes previamente establecidas.

Fig. 4 Equipo de extraccion asistida por ultrasonido

Para cada ensayo, se pes6 una cantidad definida de
cascarilla de quinua y se coloc6 en tubos con tapa rosca,
adicionando una solucion hidroalcohdlica de etanol al 40 %
(v/v) como solvente extractante. El volumen de solvente fue
mantenido constante para todos los tratamientos, variando
Unicamente la masa de muestra segin la relacién sélido—
solvente evaluada. Las condiciones operativas del proceso se
fijaron en una amplitud de ultrasonido del 50 %, con un ciclo
de pulso de 30 s ON — 30 s OFF y una temperatura controlada
de 60 °C. La sonicacion se realiz6 durante un tiempo total
constante para todos los experimentos. Durante la extraccion,
las muestras fueron sometidas a agitacion ultrasénica directa
con la finalidad de realizar la transferencia de saponinas de la
cascarilla hacia el solvente (Fig. 5). Al finalizar el tratamiento,
los extractos fueron enfriados y filtrados para su posterior
analisis espectrofotométrico.

Fig. 5. Proceso de Extraccion asistida por ultrasonido

E. Ensayos de Screening de la Relacién Sélido—Solvente

Previo a la etapa de optimizacion multivariable, se
realizaron ensayos preliminares de screening con el objetivo
de evaluar el efecto de la relacion sdlido—solvente sobre el
rendimiento de extraccién de saponinas totales y definir un
intervalo operativo adecuado para estudios posteriores.

La relacion solida—solvente expresado en g cascarilla de
quinua/mL solucion (g CQ/mL Sol.), consiste en modificar la
masa de cascarilla de quinua y manteniendo constante el
volumen de solvente. Se estudiaron cinco niveles: 0.01, 0.02,
0.05, 0.075 y 0.10 g cQ/mL sol. Cada tratamiento fue realizado
por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los
resultados. Una vez finalizada la extraccién, los extractos
obtenidos fueron sometidos a analisis espectrofotométrico
mediante el método vainillina—acido sulfarico, y la
concentracion de saponinas totales fue determinada a partir de
la curva de calibracién previamente validada. Los resultados
fueron expresados como mg de saponinas por mL de extracto
(mg ST/mL Ext.) y analizados estadisticamente para evaluar la
tendencia y significancia del efecto de la relacion solido—
solvente.

I11. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Validacion del Método
Saponinas Totales

La cuantificacion de saponinas totales mediante el método
espectrofotométrico vainillina—acido sulfirico presentd una
relacion lineal adecuada entre absorbancia y concentracion en
el rango de 0.5-10 mg ST/mL Ext., con coeficientes de
determinacion superiores a 0.996. Estos resultados son
consistentes con lo reportado para matrices de quinua y otros
materiales vegetales, donde se ha documentado una elevada
sensibilidad y reproducibilidad del método cuando se emplea
saponina de Quillaja saponaria como estandar [2], [6], [15].

La curva de calibracion obtenida mostré una pendiente
estable y baja dispersion entre réplicas, evidenciando una
adecuada  sensibilidad  analitica 'y una  respuesta
espectrofotométrica proporcional a la concentracion de
saponinas. La estabilidad del método vainillina—acido
sulfurico depende del control térmico, la homogenizacion de la
muestra y la cinética de desarrollo del color, factores que

Espectrofotométrico  para
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fueron mantenidos constantes durante el andlisis, en
concordancia con recomendaciones metodologicas reportadas
en la literatura [3], [6].

En la Fig. 6 se muestra las curvas de calibracion obtenidas
para ambos escenarios analiticos, evidenciando la adecuada
proporcionalidad entre absorbancia y concentracion.

Estos resultados confirman la confiabilidad del método
analitico aplicado, en concordancia con estudios previos que
reportan el uso del sistema vainillina—acido sulfirico como
una herramienta robusta para la evaluacién comparativa de
procesos extractivos de saponinas en matrices de quinua [2],
[3], [6].
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Fig. 6. Curvas de calibracion obtenidas en los dos escenarios analiticos.

B. Efecto de la Relacion Soélido—Solvente en la Extraccion de
Saponinas

En la Tabla I se presentan los resultados obtenidos de las
lecturas de medicion espectrofotométrica para cada uno de los
escenarios de Relacion Soélido-Solvente realizados por
triplicado. Mientras que en la Tabla II, se presentan los
resultados de concentracion de Saponinas Totales obtenidos a
partir de los resultados de la Tabla I y la Curva de Calibracion
presentada en la Figura 6. En la Figura 7, se muestra una
representacion grafica de los resultados de la Tabla II.

TABLAI.
LECTURAS DE ABSORBANCIA DE LA RELACION SOLIDO-SOLVENTE
ol we ws T

0.010 0.674 0.554 0.525 0.58433 0.07896
0.020 1.149 0.979 1.052 1.06000 0.08528
0.050 1954 1.962 1.792 1.90267 0.09593
0.075 2.601 2425 2.413 2.48033 0.10470
0.100 2.758  2.758 2.822 2.77933 0.03635

Los ensayos de screening evidenciaron un efecto positivo y
estadisticamente significativo de la relacién sélido—solvente
sobre el contenido de saponinas totales extraidas. E1 ANOVA
de una via mostro diferencias altamente significativas entre
tratamientos (F = 369.42; p < 0.001), y la prueba de Tukey

confirmo diferencias significativas entre todos los niveles
evaluados (p < 0.05). Al incrementar la relacion de 0.01 a 0.10
g CQ/mL Sol., la concentracion de saponinas totales aumento de
4.23 a 20.27 mg ST/mL Ext., indicando una mejora en la
transferencia de masa y una mayor disponibilidad de soluto en
el sistema solido-liquido, en concordancia con estudios
previos de extraccion asistida por ultrasonido [11], [13].

TABLA II
LECTURAS DEL CONTENIDO DE SAPONINAS TOTALES DE LA
RELACION SOLIDO-SOLVENTE

Relacion Saponinas SD SD
(g CQ/mL Sol.) Totales A) Saponinas Totales
g " (mg ST/mL Ext.) (mg ST/mL Ext.)
0.010 4.23 0.07896 0.58
0.020 7.70 0.08528 0.62
0.050 13.85 0.09593 0.70
0.075 18.08 0.10470 0.76
25
N
520 ;¢
515 3
£% 10
= [}
w "~ 5 !
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Relacion Solido-Solvente (g CQ/mLSol.)
0.100 20.27 0.03635 0.27
TABLA 1II

ANOVA Y PRUEBA DE TUKEY PARA EL CONTENIDO DE SAPONINAS
TOTALES SEGUN LA RELACION SOLIDO—SOLVENTE

Relacion Saponinas Totales Grupo Tukey
(g CQ/mL Sol.) (mg ST/mL Ext.)
0.010 4.23+0.58 a
0.020 7.70 £ 0.62 b
0.050 13.85+0.70 c
0.075 18.08 £ 0.76 d
0.100 20.27 £0.27 e

ANOVA: F = 369.42; p < 0.001
Tukey HSD (o = 0.05): letras diferentes indican diferencias significativas

En la Tabla III se muestran los resultados del analisis
estadistico ANOVA vy la prueba de comparaciones multiples
de Tukey para el contenido de saponinas totales en funcion de
la relacion sdlido—solvente. Los grupos estadisticos
identificados mediante letras (a—e) evidencian diferencias
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significativas entre todos los niveles evaluados (p < 0.05),
confirmando que el incremento progresivo de la relacion
solido—solvente genera cambios reales y consistentes en la
eficiencia extractiva del sistema.

En el intervalo de 0.01 a 0.05 g CQ/mL Sol., el incremento fue
casi proporcional, sugiriendo condiciones favorables de
cavitacion ultrasénica y adecuada dispersion del solido [7],
[9], [11]. Sin embargo, a partir de 0.075 g CQ/mL Sol., se
observé una reduccién en el aumento progresivo del
rendimiento, lo que podria asociarse a efectos de saturacion
parcial del solvente, aumento de viscosidad y reduccion de la
intensidad de cavitacion a altas cargas solidas [8], [12], [13].
Estos resultados evidencian un comportamiento no lineal del
proceso y sugieren la proximidad a una zona de meseta
extractiva, informacion relevante para la posterior
optimizacion mediante RSM considerando la relacion sélido—
solvente como factor critico.

C. Reproducibilidad y Comportamiento del Sistema Extractivo
Las desviaciones estandar obtenidas para las réplicas
experimentales fueron bajas y consistentes en todos los niveles
de relacion sdlido—solvente, lo que evidencia una alta
reproducibilidad del proceso y una adecuada precision
analitica del método de cuantificacion empleado. La baja
variabilidad observada respalda la estabilidad del sistema
extractivo y la robustez del método vainillina—&cido sulfdrico
bajo condiciones experimentales controladas, en concordancia
con reportes previos sobre cuantificaciéon de saponinas en
matrices de quinua [6], [15].

Desde el punto de vista estadistico, el ANOVA mostro
diferencias altamente significativas entre tratamientos (p <
0.001), mientras que la prueba de Tukey confirmé que cada
nivel de relacion solido—solvente presentd respuestas
diferenciadas. Estos resultados evidencian que la variable
estudiada no solo es critica, sino también estable dentro del
sistema, ya que pequefios cambios en la proporcién sélido—
solvente generan variaciones reproducibles en la eficiencia
extractiva. En términos fisicoquimicos, esto sugiere que la
transferencia de masa y la interaccion sélido—liquido se
mantienen bajo condiciones controladas de cavitacion
ultrasonica, evitando fluctuaciones experimentales asociadas a
inestabilidad hidrodinamica [12], [16].

D. Implicancias para la Optimizacion del Proceso

Con base en los resultados obtenidos, se establecié un
intervalo operativo comprendido entre 0.050 y 0.100 g CQ/mL
Sol., como la regidn de mayor eficiencia extractiva. Este rango
permite maximizar el contenido de saponinas totales sin
incurrir en pérdidas significativas de eficiencia asociadas a
limitaciones fisicas del proceso de extraccion, tales como
saturacion del solvente y disminucién de la eficacia de
cavitacion ultrasonica [8], [10], [12].

La delimitacion de este intervalo resulta fundamental para la
aplicacion posterior de un disefio Box—Behnken, ya que

permite concentrar la optimizacién multivariable en una region
experimental técnicamente favorable y coherente con estudios
previos de optimizacion de extraccion de saponinas a partir de
matrices vegetales [16].

IV. CONCLUSIONES

La relacion solido—solvente tuvo un efecto significativo en
la extraccion asistida por ultrasonido de saponinas totales a
partir de cascarilla de quinua (Chenopodium quinoa Willd.). El
método espectrofotométrico vainillina—acido sulfirico mostro
adecuada linealidad y reproducibilidad para la cuantificacion
de saponinas totales.

El incremento de la relacion solido—solvente aumenté el
rendimiento de extraccion; sin embargo, a valores superiores a
0.075 g CQ/mL Sol., se evidencid una reduccion en el
aumento progresivo del rendimiento, atribuida a limitaciones
fisicas del sistema. Con base en los ensayos de screening, se
estableci6 un intervalo operativo 6ptimo entre 0.050 y 0.100 g
CQ/mL Sol., el cual constituye un punto de partida para
estudios posteriores de optimizacion mediante disefio Box—
Behnken.
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