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INTRODUCCION

El Per(, por su geografia diversa, es reconocido como un centro global de biodiversidad y se
clasifica como un pais megadiverso, rico en recursos de flora y fauna. Entre estos recursos, se
destacan las plantas beneficiosas para el ser humano, especialmente las alimenticias y
medicinales, que han sido utilizadas desde la época preincaica y contindan siendo relevantes en
la actualidad. En los altimos afios, ha aumentado el interés por investigar las propiedades de las
plantas medicinales, enfocandose en aquellas que contienen polifenoles y poseen actividad

antioxidante, debido a sus efectos positivos en la prevencion de diversas enfermedades.

La "Anccoripa" (Senecio canescens) es una especie herbacea nativa que se desarrolla en las
regiones altoandinas, especificamente a altitudes superiores a 4,727 m.s.n.m. Esta planta se
caracteriza por sus propiedades beneficiosas para la salud, que incluyen actividades
antiinflamatorias, analgésicas y antioxidantes, lo que la convierte en un objeto de estudio

relevante para futuras aplicaciones tecnoldgicas.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el contenido total de
polifenoles y la capacidad antioxidante en extractos metandlicos y etanolicos de las hojas de
"Anccoripa” (Senecio canescens), recolectadas en el distrito de Oropesa, provincia de
Antabamba, a una altitud de 3,636 m.s.n.m. Se emplearon dos métodos de extraccién: Soxhlet

en caliente y maceracion pasiva.

En el método de extraccion Soxhlet en caliente, se utilizaron dos solventes (metanol al 80 % y
etanol al 75 %) y dos relaciones de materia prima a solvente (1/15 y 1/20). El analisis estadistico
correspondiente a este método se llevo a cabo utilizando un disefio experimental completamente

al azar (DCA) con un arreglo factorial 2x2.

Por otro lado, en el método de extraccion por maceracion pasiva, se emplearon los mismos
solventes (metanol al 80 % y etanol al 75 %), asi como dos relaciones de materia prima a
solvente (1/15 y 1/20) y tres tiempos de maceracion (3, 6 y 9 dias). El andlisis estadistico para
este método también se realiz6 mediante un disefio experimental DCA, con un arreglo factorial
2%2%3.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el contenido de polifenoles
totales y evaluar la capacidad antioxidante en extractos de hojas de "Anccoripa” (Senecio
canescens), provenientes del distrito de Oropesa, provincia de Antabamba, utilizando diferentes

métodos de extraccion: Soxhlet en caliente y maceracion pasiva.

Para la extraccién de polifenoles totales y la evaluacion de la capacidad antioxidante mediante
el método Soxhlet en caliente, se analizaron dos factores: tipo de solvente (metanol al 80 % y
etanol al 75 %) y relacion materia prima-solvente (1/15 y 1/20). El tratamiento que utiliz6 etanol
al 75 % vy la relacion materia prima-solvente de 1/20 permitié obtener un contenido de
polifenoles totales de 4806.76 = 43.71 mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g de
materia seca, siendo este el valor méas alto en comparacion con los demas tratamientos. En
cuanto a la capacidad antioxidante, el tratamiento con metanol al 80 % Yy la relacion materia
prima-solvente de 1/20 resultd en una capacidad antioxidante de 2725.80 + 13.66 pg de
equivalentes de trolox (ET)/g de biomasa seca, destacandose como el valor mas favorable entre

los tratamientos evaluados en este método.

Para la extraccion de polifenoles totales y la evaluacion de la capacidad antioxidante mediante
el método de maceracion pasiva, se consideraron los siguientes factores: tipo de solvente (etanol
al 75 % y metanol al 80 %), relacion materia prima-solvente (1/15 y 1/20) y tiempo de
maceracion (3, 6 y 9 dias). El tratamiento con etanol al 75 %, relacion materia prima-solvente
de 1/20 y un tiempo de maceracion de 6 dias resulté en un contenido de polifenoles totales de
5138.24 £ 43.71 EAG/100 g de biomasa seca, siendo este el valor mas alto en comparacion con
los demas tratamientos. Respecto a la capacidad antioxidante, el tratamiento con metanol al 80
%, relacion materia prima-solvente de 1/20 y un tiempo de maceracion de 3 dias proporcion0
una capacidad antioxidante de 2722.38 £+ 13.66 pg ET/g de biomasa seca, destacandose
nuevamente como el valor mas elevado en comparacion con los demas tratamientos en este

método.

Al comparar ambos metodos de extraccion, se concluye que el método Soxhlet en caliente
favorece la extraccién de metabolitos con capacidad antioxidante, mientras que el método de

maceracion pasiva es mas eficiente para la extraccién de polifenoles totales, segin la
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comparacion estadistica de los resultados obtenidos y la interaccion de los factores y niveles
analizados en esta investigacion.

Palabras clave: Anccoripa, polifenoles totales, capacidad antioxidante, Folin-Ciocalteu,
DPPH.
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ABSTRACT

The present research aimed to determine the total polyphenol content and evaluate the
antioxidant capacity of leaf extracts from "Anccoripa™ (Senecio canescens) from the Oropesa
district, Antabamba province, using different extraction methods: hot Soxhlet and passive

maceration.

For the extraction of total polyphenols and the evaluation of antioxidant capacity using the hot
Soxhlet method, two factors were analyzed: solvent type (80% methanol and 75% ethanol) and
raw material-solvent ratio (1/15 and 1/20). The treatment using 75% ethanol and a raw material-
solvent ratio of 1/20 yielded a total polyphenol content of 4806.76 + 43.71 mg of gallic acid
equivalent (GAE)/100 g of dry matter, the highest value compared to the other treatments.
Regarding the antioxidant capacity, the treatment with 80% methanol and the raw material-
solvent ratio of 1/20 resulted in an antioxidant capacity of 2725.80 = 13.66 ug of trolox
equivalents (TE)/g of dry biomass, standing out as the most favorable value among the

treatments evaluated in this method.

For the extraction of total polyphenols and the evaluation of the antioxidant capacity by the
passive maceration method, the following factors were considered: type of solvent (75%
ethanol and 80% methanol), raw material-solvent ratio (1/15 and 1/20) and maceration time (3,
6 and 9 days). The treatment with 75% ethanol, raw material-solvent ratio of 1/20 and a
maceration time of 6 days resulted in a total polyphenol content of 5138.24 + 43.71 EAG/100
g of dry biomass, being this the highest value compared to the other treatments. Regarding
antioxidant capacity, treatment with 80% methanol, a 1/20 raw material-to-solvent ratio, and a
3-day maceration period provided an antioxidant capacity of 2722.38 + 13.66 ug TE/g of dry
biomass, again standing out as the highest value compared to the other treatments in this

method.

Comparing both extraction methods, it is concluded that the hot Soxhlet method favors the
extraction of metabolites with antioxidant capacity, while the passive maceration method is
more efficient for the extraction of total polyphenols, according to the statistical comparison of

the results obtained and the interaction of the factors and levels analyzed in this study.

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-50de83-

Keywords: Anccoripa, total polyphenols, antioxidant capacity, Folin-Ciocalteu, DPPH.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

A nivel global, el uso de la medicina alternativa basada en especies herbéceas es una
practica comun, con aproximadamente el 80 % de la poblacién utilizandola, siendo las
plantas medicinales las mas prevalentes (SALAZAR, 2022). La planta "Anccoripa”
(Senecio canescens) se encuentra en el distrito de Oropesa, provincia de Antabamba, a
una altitud de 4,727 m.s.n.m. Esta especie se desarrolla de forma natural entre los meses
de febrero y octubre, en cantidades que son proporcionales a las condiciones geograficas

favorables para su crecimiento vegetativo.

El consumo de las hojas de "Anccoripa” se realiza generalmente en forma de infusiones
por un pequerfio porcentaje de la poblacion local, mientras que una gran parte desconoce
las ventajas potenciales de esta planta. La falta de conocimiento sobre las caracteristicas
fitoquimicas de "Anccoripa" limita su aprovechamiento y su posterior aplicacion para
mejorar las condiciones de vida de la comunidad.

La investigacion presentada en este estudio tiene como objetivo facilitar la adecuada
aplicacién de las propiedades de "Anccoripa”, asi como generar valor econémico en la
region donde se desarrolla, promoviendo su uso alternativo. Esta planta y sus propiedades

son parte integral de la biodiversidad de un area geografica especifica.

Los métodos de extraccidn, los tipos de solventes, la relacién materia prima-solvente y el
tiempo de maceracion evaluados en este estudio son fundamentales para la extraccion y
cuantificacion de los polifenoles totales y la capacidad antioxidante de "Anccoripa™. Esta
investigacion busca proporcionar informacion cientifica que optimice la extraccion de
estos metabolitos y su capacidad antioxidante, contribuyendo asi al conocimiento y uso

sostenible de esta valiosa especie.
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1.2 Enunciado del Problema

121

1.2.2

1.2.3

Problema general
¢Cudl es el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) provenientes del distrito

de Oropesa, provincia de Antabamba, con diferentes métodos de extraccion?

Problemas especificos
e ;Cual es el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) por el método

Soxhlet en caliente?

e (Cudl es el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) por el método

maceracion pasiva?

e ;Cual es el método de extraccion que permite obtener el mayor contenido
de polifenoles totales y capacidad antioxidante en extractos de hojas de

“Anccoripa” (Senecio canescens)?

Justificacion de la investigacion

La provincia de Antabamba, ubicada en el departamento de Apurimac, alberga
una amplia variedad de especies vegetales, muchas de las cuales poseen
propiedades medicinales, gracias a un ecosistema favorable para su desarrollo.
Entre estas especies destaca el "Anccoripa” (Senecio canescens), que Se
encuentra en el distrito de Oropesa, a una altitud notablemente superior al nivel
del mar. Sin embargo, actualmente existen pocos reportes de investigacion que

aborden las propiedades botanicas y fitoquimicas de esta planta.

Este estudio tiene un impacto social significativo, ya que los resultados
contribuirdn al bienestar de los habitantes de la region, promoviendo la
valoracion del consumo de "Anccoripa” en funcién de sus propiedades
fitoquimicas. Estas propiedades son actualmente utilizadas por diversas

instituciones que prestan servicios de salud publica en Peri (ESSALUD, 2016).
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Desde una perspectiva econdmica, la investigacion se fundamenta en el uso de
equipos disponibles en los laboratorios de quimica organica y analisis de
productos agroindustriales de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial. Los costos asociados a reactivos quimicos, insumos y materiales

diversos hasta la publicacion final fueron asumidos por los tesistas.

En términos tecnoldgicos, la universidad cuenta con equipos adecuados que
facilitaron la realizacion de esta investigacion, en la que se emplearon métodos
y procedimientos analiticos estandarizados para determinar el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante de los metabolitos derivados de

"Anccoripa".

El aspecto ambiental de este estudio implicé una cuidadosa gestién de los
residuos generados durante el analisis. EI método espectrofotométrico utilizado
no incluye reactivos que tengan impactos negativos significativos en el
ambiente, y todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con el reglamento

de gestion de residuos del laboratorio.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el contenido
de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de "Anccoripa” (Senecio
canescens) mediante dos métodos de extraccion: Soxhlet en caliente y
maceracion pasiva. Ademas, los resultados obtenidos serviran como base para
iniciar futuras investigaciones relacionadas con esta especie, dado que existe una

escasa informacion disponible en nuestro pais.
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CAPITULO 1
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1  Obijetivos de la investigacion
2.2.1 Objetivo general
Determinar el contenido polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) provenientes del distrito

de Oropesa, provincia de Antabamba, con diferentes métodos de extraccion.

2.2.2 Objetivos especificos
e Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) por el método Soxhlet

en caliente.

e Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en
extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) por el método

maceracion pasiva.

e Determinar el método de extraccion que permite obtener el mayor contenido
de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en extractos de hojas de

“Anccoripa” (Senecio canescens).

2.2 Hipdtesis de la investigacion

2.2.1 Hipotesis general
Los diferentes métodos de extraccién influyen en el contenido de polifenoles
totales y la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens) provenientes del distrito de Oropesa, provincia de Antabamba.

MICAELA BASTIDAS
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2.2.2 Hipdtesis especificas
e El método Soxhlet en caliente influye en el contenido de polifenoles totales y
la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens).

e EIl método maceracion pasiva influye en el contenido de polifenoles totales y
la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens).

e El contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante varia de acuerdo

al método de extraccion Soxhlet en caliente y maceracion pasiva usados.

2.3 Operacionalizacién de variables
2.3.1 Variables dependientes
e Meétodo de extraccion: Soxhlet en caliente y maceracion pasiva.
e Solvente de extraccion: Metanol 80 % y etanol 75 %
e Relacion materia prima-solvente: 1/15 (1 g de materia prima por 15 mL de
solvente) y 1/20 (1 g de materia prima por 20 mL de solvente)
e Tiempo de maceracién: 3, 6 y 9 dias.

2.3.2 Variables independientes

e Polifenoles totales expresado en mg EAG/100 g b.s
e (Capacidad antioxidante expresados en ug ET/g b.s

MICAELA BASTIDAS
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Tabla 1 — Variables independientes y dependientes
Variable Mediciones Indicadores Indice
Soxhlet en caliente Adimensional
Método de 3 dias
. Maceracion
extraccion _ 6 dias Adimensional
pasiva
Variables 9 dias
independientes
Etanol 75 % mL
Solvente
Metanol 80% mL
Relacion materia 115 9/ mL
prima — solvente 1/20 g/ mL

Variables
dependientes

Polifenoles totales

Contenido de polifenoles totales

mg EAG/100 g b.s

Capacidad

antioxidante

Capacidad de absorcion de
radicales libres DPPH

ng ET/gb.s
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CAPITULO 11l
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

d)

AGUILAR et al. (2020), desarrollaron una investigacion denominada “Capacidad
antioxidante de extractos obtenidos de las hojas de Senecio rufescens DC ”. Este estudio
tuvo como objetivo determinar el contenido de fenoles totales del extracto metandlico
y etandlico de las hojas mediante diferentes métodos: DPPH, ABTS y FRAP. Para la
extraccion de extractos usaron el método de maceracion con etanol y metanol al 80 %
y una relacién materia prima-solvente 1/10, determinando el contenido de fenoles
totales 149,81 + 5,02 GAE/g de extracto y su capacidad antioxidante 529,80 + 14,30
umol ET/g de extracto.

CARBAJAL et al. (2018), realizaron una investigacion titulada “Evaluacion del efecto
antiinflamatorio y analgesico del extracto de Culcitium canescens (humb. & bonpl.)
“vira” en animales de experimentacion”. Utilizaron el método de extraccion por
percolacion, usando solventes de diferentes polaridades como etanol 96 %, cloroformo
y éter de petréleo; también maceraron con etanol al 96% durante 24 horas; en sus
resultados llegaron a la conclusion de que el extracto obtenido con etanol (solvente
polar) tuvo un mayor porcentaje de rendimiento, ya que tiene la capacidad de solubilizar

la mayor cantidad de compuestos.

FIGUEROA (2019), determind la “capacidad antioxidante de las hojas de Senecio
canescens (wira wira)", mediante el método del radical DPPH; la obtencién de sus
extractos se desarroll6 con metanol al 80%, cuyo resultado fue 69.39 + 3.69 mM de
Trolox /g de muestra seca, concluyendo que el extracto metandlico de las hojas de
Senecio canescens (wira wira) posee contenido de polifenoles y capacidad antioxidante,

considerando una especie de alto interés.

VARGAS (2018), en su investigacion, se determino el contenido de fenoles totales y la
capacidad antioxidante de las hojas de tres especies del género Senecio: S.

adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC. El contenido de
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fenoles totales fue determinado mediante el método de Folin-Ciocalteu, y la actividad
antioxidante se evalu6 utilizando el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). Las hojas de las especies fueron sometidas a un proceso de extraccion con
etanol al 80 % en un equipo Soxhlet. Entre las especies analizadas, S. adenophylloides
Sch. Bip. mostro el mayor contenido de fenoles totales (63,076 = 0,25 mg EAG/g de

muestra seca) y presentd la mayor capacidad de secuestro de radicales libres DPPH.

e) SANCHEZ et al. (2015), determinaron el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante en extracto etanolico de las hojas y flores de Chuquiraga spinosa Less
“huamanpinta”. Estas hojas y flores fueron maceradas en etanol al 96% durante 7 dias
con 5 minutos de agitacién diaria y una relacion materia prima-solvente de 1/5; el
contenido de polifenoles totales lo desarrollaron por el método Folin Ciocalteu y la
capacidad antioxidante mediante el método de DPPH. El contenido de polifenoles
totales en hojas fue 51,8 £ 1,27 mg EAG/g de extracto y en las flores fue de 354,2 + 1,9
mg EAG/g de extracto.

3.2 Marco teorico

3.2.1 Plantas madicinales
Son plantas que producen sustancias activas con efectos medicinales potencialmente
beneficiosos o perjudiciales para los organismos vivos. Estas sustancias activas son
subproductos del metabolismo vegetal secundario y no existen en forma pura en las
plantas mismas, sino como complejos cuyos componentes interactdan y se refuerzan
entre si en sus efectos sobre los seres vivos. Debido a que estas sustancias activas
presentan un equilibrio fisico dentro de la planta y el organismo, son mas faciles de

asimilar por el cuerpo y no tienen efectos adversos (QUESADA, 2008).

3.2.2 Anccoripa (Senecio canescens)

3.2.2.1 Descripcion botanica de la planta
La planta es perenne y tiene un tallo recto de unos 40 cm de largo con una
roseta de hojas en el suelo. Las hojas son elipticas de unos 18 cm de largo y
5 c¢cm de ancho, densamente lanosas por ambos lados. Son enteras,
subuladas, puntiagudas y obtusas en el apice. El extremo del tallo del
espécimen solo tiene un pedunculo, que debe medir 6-8 cm de ancho, y el
fruto se conoce como aquenio (HOSCOBEK, 2017).

MICAELA BASTIDAS
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Figura 1 — “Anccoripa” (Senecio canescens)

3.2.2.2 Clasificacion taxonomica
Segin RAMIREZ et al. (2020), la Anccoripa se clasifica taxonémicamente

de la siguiente manera.

Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Senecio
Nombre cientifico: Senecio canescens
Nombre comudn: Anccoripa, wira wira

3.2.2.3 Ubicacién geografica y habitat
La especie del género Senecio canescens crece en casi todas las zonas
ecoldgicas y habitats del Per(, pero su mayor diversidad se encuentra en los
habitats andinos, que estan expuestos en los pajonales de los departamentos
de Ancash, Apurimac, Cusco, Pasco, Puno, Huanuco, Huancavelica, Junin,
La Libertad, Lima y Tacna, todos ellos situados entre los 3500 y 5000
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metros sobre el nivel del mar (BELTRAN et al., 2015). En la region de
Apurimac, se encuentra en las provincias de Antabamba, Grau, Aymaraes y
Cotabambas. Conocida con los nombres de "wira wira", "oreja de conejo”,

"Anccoripa" y "wila wila", esta planta se utiliza con fines medicinales.

3.2.2.4 Composicién quimica
El Senecio canescens es una planta rica en sustancias beneficiosas. Entre sus
componentes, encontramos carbohidratos, como los azlcares reductores,
que son esenciales para su crecimiento. Ademas, contiene una variedad de
compuestos mas complejos, como alcaloides, compuestos fendlicos,
flavonoides, esteroides, triterpenos y saponinas. Estos Ultimos son
especialmente interesantes por sus posibles propiedades medicinales
(QUISPE et al., 2014).

3.2.2.5 Usos tradicionales
El Senecio canescens es una planta que se utiliza por via topica. Para esto
se usa la parte de las hojas de la planta, y su forma de preparacién es a partir
de infusiones de las mismas. Se utiliza para contrarrestar afecciones
respiratorias, asi como por sus propiedades analgésicas, antibacterianas,
antirreumaticas y aclaradoras de la piel (RAMIREZ et al., 2020).

3.2.3 Método de extraccidn de extractos vegetales
La pre extraccion y la extraccion son el punto de partida del estudio de las plantas
medicinales; esta técnica es fundamental para la preparacion de extractos en el
procesamiento de los componentes bioactivos de los materiales vegetales que son
extraidos a partir de diferentes métodos (AZWANIDA, 2015).

3.2.3.1 Usos tradicionales
El procedimiento de extraccion Soxhlet es un método utilizado para separar
los componentes solubles de una muestra mediante un disolvente.
Posteriormente, las muestras se lavan con cartuchos calientes, lo que facilita
la extraccion de los compuestos de interés. Este procedimiento se repite
hasta que los analitos se eliminan completamente de la muestra y se
concentran en el cartucho (JAIME, 2021).

MICAELA BASTIDAS
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3.2.3.2 Extraccion con maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, haciendo que el
material vegetal entre en contacto prolongado con el disolvente, que debe
molerse o pulverizarse para aumentar su superficie de contacto con el
disolvente. El poder de extraccion del disolvente disminuye con el tiempo
que el disolvente esta en contacto con el material vegetal; para este tipo de
extractos, es mejor proteger el recipiente de extraccion de la luz solar, ya
que esta puede descomponer las sustancias fotolabiles (ANGULO et al.,
2023).

3.2.4 Solventes
Los solventes son sustancias quimicas capaces de disolver otras sustancias para
generar una solucion, sin causar alteraciones quimicas en estas. Hay una amplia
variedad de disolventes, tales como el agua y compuestos organicos simples (como
alcoholes, éacidos e hidrocarburos), cada uno utilizado segun las propiedades
especificas del soluto que se busca disolver (RECINOS, 2004).

Una caracteristica de los solventes es la polaridad, la cual establece la variacion en
la carga eléctrica entre las diferentes secciones de una molécula. Esta es la distincion
esencial entre los solventes, puesto que estos definen una linea de base desde la cual
se pueden categorizar los solventes, y constituye la diferencia esencial entre estos.

Por otro lado, se clasifican en polares y no polares (RECINOS, 2004).

a) Solventes polares
Son compuestos cuyas moléculas presentan una distribucion asimétrica
de las nubes electronicas, lo que significa que sus polos positivos y
negativos estan espaciados una determinada distancia y hay un dipolo
que esta presente en todo momento (MORALES, 2013).

b) Solventes no polares
Suelen ser sustancias organicas; por lo general, no tienen polos positivos
ni negativos en sus moléculas, ya que la distribucién de la nube
electronica es simétrica en sus moléculas y no se pueden considerar
como dipolos permanentes (COVA, 2018). Esta clase de disolventes

incluye el tetracloruro de carbono, el cloroformo, el benceno, el hexano,

MICAELA BASTIDAS
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el tolueno, el xileno, el dietil éter, las cetonas y el ciclohexano
(GUARDADO et al., 2009).

3.2.5 Solventes

En la naturaleza, se encuentran diversos compuestos cuya estructura molecular se
caracteriza por la presencia de uno o mas anillos fenolicos. A estos compuestos se
les conoce como polifenoles. Su origen principal esté en las plantas, que los producen
en grandes cantidades como parte de su metabolismo secundario. Algunos de ellos
son esenciales para las funciones fisiologicas de las plantas, mientras que otros
intervienen en mecanismos de defensa frente a situaciones de estrés y distintos
estimulos (como el hidrico o el luminoso) (QUINONES et al., 2011).

La produccion de polifenoles, como parte del metabolismo secundario en las plantas,
se lleva a cabo mediante dos rutas metabdlicas principales: la via del cido siquimico
y la via de los poliacetatos (TOCHE et al., 2017).

La ruta del acido siquimico, influenciada por la luz, comienza en los plastos con la
condensacion de la eritrosa-4-fostato y el fosfoenolpiruvato. Tras varias

transformaciones, se obtiene el &cido siquimico, del cual derivan algunos fenoles.

Esta ruta puede continuar con la formacion de fenilalanina, un aminoacido esencial,
que, mediante la accion de la enzima fenilalanina amonioliasa, se convierte en acido
trans-cinamico. Luego, el &cido trans-cinimico se transforma en acido p-cCumarico,
que, através de la accion de la CoA-ligasa, se convierte en p-cumaroilCoA, precursor
de los fenoles vegetales (PALAZON et al., 2001).

La via de los poliacetatos se inicia con acetilCoA y, mediante una serie de
condensaciones, se forman los poliacetatos. Estos pueden transformarse en acidos
grasos a través de procesos de reduccidn, o bien, mediante ciclacién, dar lugar a una
amplia variedad de compuestos aromaticos, incluyendo quinonas y otros metabolitos

que se producen a través de rutas mixtas (PALAZON et al., 2001).
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Figura 2 — Esquema de la ruta biosintética de los polifenoles
en las plantas.

Acidos fenolicos

Esta clase de compuestos se distingue por la presencia de un anillo
aromatico, un grupo carboxilico y un grupo hidroxilo en su estructura
quimica. Para sintetizar los acidos fendlicos se utiliza la ruta
fenilpropanoide, que comienza con la fenilalanina producida a lo largo de la
ruta del &cido shikimico (RODRIGUEZ, 2008).

Flavonoides

Se trata de pigmentos vegetales naturales que se encuentran en una gran
variedad de frutas, verduras y plantas. Protegen al organismo de los agentes
oxidantes, como los contaminantes de la dieta, la radiacion UV y el medio
ambiente. Dado que el organismo no puede producir estos compuestos de
forma natural, sélo pueden obtenerse mediante la ingestion de alimentos o
suplementos (GONZALEZ et al., 2020).
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Flavonoide Flavanol Antocianidina

OH

Flavona Flavonol

Fuente: GONZALEZ et al., 2020
Figura 3 — Estructuras bésicas de los flavonoides

a) lIsoflavona
Las isoflavonas poseen una estructura quimica similar con el estradiol y
tienen un ligero efecto estrogénico. Se encuentran en frutas, verduras,
cereales y legumbres; estas Ultimas tienen la mayor concentracion
(MATTHIES et al., 2008).

OR3

Daidzein: Ry =H; R, =H:R3;=H
Formononetin: Ry = H; Ry = H: R3 = OCHj
Glycitein: Ry = H: Ry = OCHj3

Genistein: Ry = OH; R, =H,R; =H
Biochanin A: Ry = OH; R, = H; Ry = OCH;

Fuente: TSAO, 2010

Figura 4 — Estructura quimica de las
isoflavonas

b) Flavonoles y proantocianidinas
Los flavanoles y las proantocianidinas son sustancias presentes en una

extensa diversidad de plantas, frutas y vegetales. Los flavanoles del tipo

MICAELA BASTIDAS
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flavan-3-ol son los mas comunes en los alimentos en forma de polimeros
(proantocianidinas o taninos), oligdmeros (procianidinas) o0 monémeros
(catequinas). Las principales sustancias quimicas que se encuentran en
las frutas son la epicatequina y la catequina. Las dos fuentes mas
comunes de catequinas son el vino y el chocolate (QUINONES et al.,
2011).

¢) Antocianidina
Las antocianidinas son pigmentos vegetales que se encuentran
principalmente en forma de compuestos glicosidicos conocidos como
antocianinas. Las tres antocianidinas mas frecuentes son la cianidina, la
delfinidina y la pelargonidina. Las antocianinas tienen un color que
depende del pH, volviéndose rojas en condiciones acidas y azules en las
béasicas (TSAO, 2010).

3.2.5.3 Estilbenos
Los estilbenos son un grupo de polifenoles que tienen como caracteristica
la existencia de un nucleo de 1,2-difeniletileno. El resveratrol es uno de los
mas destacados, y esta presente en varias fuentes naturales, como las uvas y
el vino de color rojo (SISEROL et al., 2016).

3.2.5.4 Lignanos
Se caracterizan por estar formados por dos unidades de fenilpropano, que, a
pesar de sus diversas estructuras, estan unidas por sus atomos centrales. Los
compuestos se pueden encontrar en todas las briofitas y helechos, asi como
en plantas superiores, donde desempefian importantes funciones

fisiologicas, principalmente con fines defensivos (ARAGON et al., 2005).

3.2.5.5 Meétodos para determinar polifenoles

a) Método de Folin — Ciocalteu
El método de Folin-Ciocalteu se usa para determinar el contenido de
agentes fenolicos; este utiliza espectroscopia ultravioleta y una reaccion
colorimétrica. El reactivo Folin-Ciocalteu se compone de una mezcla de

molibdato sodico y wolframato sédico en acido fosforico y reacciona

MICAELA BASTI
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con los compuestos fendlicos presente en la muestra. Despues de esto,
se produce el acido fosfomolibdotungstico (de color amarillo), al ser
reducido por los compuestos fendlicos. Este complejo se reduce a 6xidos
coloreados (azul) mediante transferencia de electrones, que tiene una
absorbancia maxima a 765 nm que se cuantifica por espectrofotometria
(VARGAS, 2020).

3.2.6 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que tiene la capacidad de prevenir o disminuir el
proceso de oxidacion en otras moléculas (RAMIREZ et al., 2020). La oxidacion es
una reaccién quimica de transferencia de electrones que puede producir radicales
libres, los cuales comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los
antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre e
inhiben otras reacciones de oxidacién oxidandose ellos mismos (GUTTERIDGE et
al., 2015).

3.2.6.1 Clasificacion de los antioxidantes
Los antioxidantes se clasifican en endogenos, que se producen en el propio
organismo por las células, y exdgenos, que se encuentran en la naturaleza y

forman parte fundamental de los alimentos. (CRIADO et al., 2009).

Los antioxidantes enddgenos, tanto enzimaticos como no enzimaticos, son
generados por las células. Las tres principales enzimas antioxidantes son el
glutation peroxidasa (GPX), la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa
(CAT). Estas enzimas desempefian un papel crucial al prevenir el dafio
celular causado por los radicales libres y el estrés oxidativo, actuando de

manera conjunta para proteger las células (POWERS et al., 2014).

Los antioxidantes exdgenos se consumen a través de los alimentos y se
encuentran en su mayor parte en frutas y verduras. Entre estos antioxidantes
se encuentran los flavonoides, los fenoles, la vitamina C, el betacaroteno,
los taninos y la vitamina E, etc. Estos antioxidantes también actuan

principalmente como eliminadores de radicales libres (RAMIREZ, 2004).
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3.2.6.2 Funcion de los antioxidantes
Los antioxidantes tienen varias funciones esenciales en el cuerpo,
principalmente relacionadas con la proteccion contra el dafio causado por
los radicales libres y el estrés oxidativo. Al neutralizar los radicales libres y
reducir el dafio celular, los antioxidantes desempefian un papel clave en la
prevencion de diversas enfermedades cronicas, el envejecimiento prematuro
y el mantenimiento de la salud general (ZAMORA, 2007).

3.2.6.3 Mecanismos de los antioxidantes

Los antioxidantes funcionan de diversas formas, incluyendo la prevencion
de los RL (sistema de prevencion), la inhibicion de su accion (sistema de
eliminacion) y otros promueven el sistema de reparacion, que contribuye a
la reconstruccion de las estructuras bioldgicas deterioradas. Cada
antioxidante actGa de manera especifica, puede intervenir en diferentes
etapas del ciclo oxidativo y posee afinidad por uno o mas radicales libres
(CRIADO et al., 2009).

3.2.7 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se refiere a la capacidad de una sustancia para
contrarrestar los radicales libres y evitar el dafio oxidativo en las células. La eficacia
de un alimento en este aspecto depende tanto de la cantidad como de la calidad de
los antioxidantes que contiene. Su calidad antioxidante se relaciona con su habilidad
para eliminar agentes oxidantes, mientras que la cantidad se evallUa en funcion del
contenido de vitamina C, vitamina E, carotenoides y compuestos fendlicos (FORBES
et al., 2020).

3.2.7.1 Método para determinar capacidad antioxidante

a) Método DPPH
El DPPH es un método ampliamente utilizado en la bioquimica de
plantas para detectar radicales libres y proporciona un enfoque analitico.
Implica utilizar este método para determinar la composicion de los
componentes de la planta. EI enfoque se basa en la medicion
espectrofotométrica de la alteracion en la concentracion de DPPH

después de la reaccion con un antioxidante. El radical DPPH®° de color
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violeta se transforma en DPPH-H de color amarillo palido. Este cambio
de color esté ligado a una disminucion de la absorbancia, que depende

de la cantidad de muestra y de antioxidante presente (PEKAL et al.,

2013).
NO, NO,
:N‘Q*N.— + AH— O;N :—N + A'
NO, 0,
VOLETY YILLOW

Figura 5 — Reaccion entre el DPPH y la sustancia antioxidante

El 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo se clasifica como radical libre estable
debido a su deslocalizacion. Esta deslocalizacion ademas intensifica el
particular color violeta intenso del radical, que se absorbe en metanol a
517 nandémetros. Cuando la solucion DPPH* reacciona con un sustrato
antioxidante que dona un dtomo de hidrégeno, el color se desvanece.
Mediante monitoreo espectrofotométrico, los parametros de las
propiedades antioxidantes se determinan midiendo el cambio de color
(DENG, et al., 2011).

3.3 Marco conceptual
a) Polifenoles: Son moléculas naturales del metabolismo secundario de las plantas. Estos
compuestos presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o
varios anillos fenélicos (QUINONES et al., 2011).

b) Antioxidantes: Son sustancias quimicas que poseen la habilidad de prevenir la
oxidacion de diferentes compuestos. Estas reacciones pueden afectar tanto al organismo
humano como a los alimentos, provocando cambios fisiologicos severos que pueden
originar varias enfermedades (ZAMORA, 2007).
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¢) Radicales libres: Se conoce como radicales libres a las moléculas que poseen un

electron desapareado en su orbital mas externo (ZARZOSA et al., 2015).

d) DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, es un compuesto quimico que se utiliza en la
determinacion de actividad antioxidante, los cuales se caracterizan por su capacidad
para captar radicales libres (CASTANEDA et al., 2008).

e) Folin-Ciocalteu: Se emplea para cuantificar los compuestos fenolicos en productos
vegetales. Se basa en la forma en que los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu a un pH basico, produciendo una coloracién azul que se
puede detectar espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo, que contiene una
mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en &cido fosforico, interacciona con

los compuestos fenolicos presentes en la muestra (GARCIA et al., 2015).

f) Alcohol: Son compuestos organicos que derivan de los hidrocarburos al reemplazar uno
0 més grupos hidroxilo por una cantidad igual de &tomos de hidrégeno (GONZALEZ et
al., 2020).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1 Tipoy nivel de investigacion
4.1.1 Tipo de investigacion
El estudio, segun su objetivo y en funcion de sus variables, corresponde a un tipo de
investigacion basica (HERNANDEZ et al., 2014).

4.1.2 Nivel de investigacion
El trabajo de investigacion es de nivel correlacional, ya que se establece la relacion
entre las variables utilizando un andlisis estadistico para determinar si existe una
correlacion significativa entre las variables (HERNANDEZ et al., 2014).

4.2 Disefio de la investigacion
Para la obtencion de extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) se caracterizo
las propiedades fisicoquimicas, determinando su humedad, materia seca y ceniza, que son

las condiciones en las cuales se trabajé con esta especie.

El trabajo de investigacion, se desarroll6 por dos métodos de extraccion para la obtencion
de extractos, que a continuacion se detalla el disefio experimental empleado para cada
método de extraccion, los cuales corresponden a un DCA,; para el método Soxhlet en
caliente con un arreglo factorial 2x2 detallado en la Tabla 2, y para el método maceracién
pasiva con arreglo factorial de 2x2x3 detallado en la Tabla 3.

4.2.1 Soxhlet en caliente
El disefio experimental mostrado en la tabla 2, corresponde a un disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial de 2x2; cuyos factores de
estudio son el tipo de solvente (metanol 80 % y etanol 75 %) y la relacion materia
prima-solvente (1/15 y 1/20), haciendo un total de 4 tratamientos con tres

repeticiones, lo que se traduce en 12 unidades de observacion.
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El modelo estadistico para el método Soxhlet en caliente, esta representada

en la siguiente ecuacion:

Yijk = p+ti+ Bj+ (zp)ij + eijkl
En donde:

Yijk: Es la respuesta, compuestos bioactivos de los tratamientos.

u: Es un pardmetro comdn a todos los tratamientos denominado media global.
7. Es el efecto del primer factor, tipo de solvente.

B Es el efecto del segundo factor, relacion materia prima solvente.

(zB)ij: Es el efecto de interaccion de los dos factores, tipo de solvente y relacion

materia prima solvente.

eijk: Es la componente aleatoria del error.

Los datos fueron expresados como el promedio + desviacion estandar (X + SD)

a un nivel de significancia de 95 % .

Tabla 2 — Disefio experimental, extraccion por Soxhlet en caliente

Tipo de Relacion materia | Unidades de

Tratamientos ) .
solvente prima-solvente | observacion

rl
T1 Etanol 75 % 1/15 2
r3
rl
T2 Etanol 75 % 1/20 2
r3
rl
T3 Metanol 80 % 1/15 2
r3
rl
T4 Metanol 80 % 1/20 2

r3
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4.2.2 Maceracion pasiva
El disefio experimental mostrado en la tabla 3, corresponde a un disefio
completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial de 2x2 x 3; cuyos factores
de estudio son el tipo de solvente (metanol 80 % y etanol 75 %), relacion materia
prima-solvente (1/15 y 1/20) y el tiempo de maceracion (3, 6 y 9 dias), tal como
se muestra en la tabla 4, habiendo un total de 12 tratamientos con tres repeticiones,

lo que se traduce en 36 unidades experimentales.

El modelo estadistico para el método maceracion pasiva, estd representada

en la siguiente ecuacion:
Yijk = p+7ti+ Bj +yk+(tp)ij + (ry)ik + (By)jk + (tBy)ijk + €ijkl
En donde:

Yijk: Es la respuesta, compuestos bioactivos de los tratamientos.

u: Es un pardmetro comdn a todos los tratamientos denominado media global.
. Es el efecto del primer factor, tipo de solvente.

B: Es el efecto del segundo factor, relacion materia prima solvente.

y: Es el efecto del tercer factor, tiempo de maceracion.

(zB)ij: Es el efecto de interaccion entre los factores uno y dos.

(ty)ik: Es el efecto de interaccion entre los factores uno y tres.

(By)jk: Es el efecto de interaccion entre los factores dos y tres.

(zBy)ijk: Es el efecto de interaccion de los tres factores.

eijkl: Es la componente aleatoria del error.

Los datos fueron expresados como el promedio + desviacion estandar (X + SD)

a un nivel de significancia de 95 % .
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Tabla 3 — Disefio experimental, extraccion por maceracion pasiva

Tipo de Relacion materia | Tiempo de | Unidades de
solvente prima-solvente | maceracion | observacion
rl
Tl Etanol 75 % 1/15 3 dias r2
r3
rl
T2 Etanol 75 % 1/15 6 dias r2
r3
i ri
T3 Etanol 75 % 1/15 9 dias 2
r3
i ri
T4 Etanol 75 % 1/20 3 dias 2
r3
. ri
T5 Etanol 75 % 1/20 6 dias 2
r3
. ri
T6 Etanol 75 % 1/20 9 dias 2
r3
ri
T7 Metanol 80 % 1/15 3 dias 2
r3
i rl
T8 Metanol 80 % 1/15 6 dias r2
r3
i rl
T9 Metanol 80 % 1/15 9 dias r2
r3
rl
T10 Metanol 80 % 1/20 3 dias 2
r3
rl
T11 Metanol 80 % 1/20 6 dias 2
r3
rl
T12 Metanol 80 % 1/20 9 dias r2

r3

Tratamientos

4.3 Poblacion y muestra
4.3.1 Poblacion
Para la investigacion, la poblacion de estudio fue la “Anccoripa” (Senecio

canescens) que crece en condiciones naturales, tomados del distrito de Oropesa,
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provincia de Antabamba, departamento de Apurimac, teniendo una poblacion por
conveniencia de 5 kg recolectadas en el mes de julio y guardadas bajo condiciones

ambientales hasta su estudio.

Figura 6 — Poblacion de plantulas de “Anccoripa”
(Senecio canescens) en su entorno natural, en las altitudes
del distrito de Oropesa, provincia de Antabamba

4.3.2 Muestra
La muestra fue obtenida mediante la técnica de muestreo por conveniencia, ya que
el tamafio de la muestra fue definido a criterio de los investigadores de acuerdo a
lo requerido para la ejecucion de los diferentes ensayos consistentes en la
extraccion de metabolitos, la determinacion de polifenoles totales y capacidad

antioxidante, el cual consistio en recolectar hojas de “Anccoripa” en buen estado.

Se tomd 1 kg de muestra al azar para la extraccion por el método Soxhlet en
caliente y maceracion pasiva, muestras que fueron acondicionadas para el

desarrollo de los ensayos propuestos.

Figura 7 — Muestra de hojas de
“Anccoripa” (Senecio canescens)
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4.4 Procedimiento
En la figura 8 se muestra el procedimiento general para la obtencion de extractos
metanolicos y etandlicos mediante los métodos de extraccion: Soxhlet en caliente y
maceracion pasiva, para la extraccion de polifenoles totales y la determinacién de

capacidad antioxidante.

HOJAS DE ANCCORIPA

MICAELA BASTIDAS

\ 4
Recoleccion de muestra
v
Secado al medio ambiente —»23°C
Y
Conservacion —> 2 meses
v
Seleccidn
v
Acondicionamiento de la
muestra
v
Homogenizacion
v
Pesado — 69g
v | v
., Tratamiento de extraccion
Determinacion
de r_lumedad, v ' v
cenizay Soxhlet en caliente Maceracion pasiva
materia seca I I
v v v v
Etanol 75 % Metanol 80% Etanol 75% Metanol 80%
\ v v v
Relacién Relacién -Relacién -Relacién
materia materia materia prima materia prima
prima prima solvente:1/15 y solvente:1/15
solvente: solvente: 1/20. y 1/20.
1/15y 1/15y -Tiempo de -Tiempo de
1/20 1/20 maceracion maceracion
(3dias,6 dias y (3dias,6 dias y
9 dias). 9 dias).

Y

*Polifenoles totales
*Capacidad antioxidante

Figura 8 — Proceso de extraccion de polifenoles totales y capacidad antioxidante en los
extractos de hojas de “Anccoripa”(Senecio canescens)
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1. Recoleccion de muestra: Se recolect6 la muestra “Anccoripa” fresca de forma manual
en bolsas pléasticas, evitando que éstas tuvieran dafio mecanico, en las alturas del distrito

de Oropesa, perteneciente a la provincia de Antabamba.

2. Secado al medio ambiente: La muestra fue secada en condiciones ambientales.

3. Conservacion: La muestra seca se almacen6 envuelta en papel kraft hasta su posterior
analisis.

4. Seleccion: Se seleccionaron las hojas en buen estado, desechando las hojas maltratadas,

podridas y materias extrafias.

5. Acondicionamiento de la muestra: Las hojas de “Anccoripa” fueron acondicionadas

a tamafios que permitan la extraccion por el método Soxhlet en caliente y maceracion.

Figura 9 — Acondicionamiento de
las hojas de “Anccoripa” (Senecio
canescens)

6. Homogenizacion: Las muestras de hojas de “Anccoripa” triturada se homogenizaron,

de tal manera de tener una muestra representativa.

7. Pesado: Las hojas de “Anccoripa” picada y homogenizada se pesoé en una balanza

analitica para las diferentes pruebas.

4.4.1 Determinacion de humedad, materia seca y ceniza
Se determind la humedad, materia seca y ceniza de las hojas de “Anccoripa”.

» Humedad
La humedad se determiné por el método de desecacion por estufa.
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El contenido de humedad de la muestra se calcul6 por diferencia de peso y se

expresa en % de humedad (gramos de agua / 100 g de muestra seca).

Para determinar el % de humedad, se peso la placa Petri en una balanza
analitica, anotando el resultado; seguidamente se adiciond 4 g de la muestra 'y
se registro el peso; posteriormente se ubicd la muestra en la estufa a 105 °C
por aproximadamente 3 horas hasta que el peso sea constante; finalmente se

aplicd la siguiente formula:

W1 - W2
—) x 100

%H=
AH(Wl

Donde:

W1 = Masa de la muestra original expresada en gramos (g)
W2 = Masa de la muestra seca expresada en gramos ()

H = Contenido de humedad expresada en porcentaje (%)

Materia seca

Se determinara el % materia seca por la siguiente formula:

100

% M.S ( Peso final muestra >
9™~ \Peso inicial muestra

Donde:

M.S = Cantidad materia seca expresada en porcentaje (%)

Ceniza

Para determinar la ceniza se necesitaron crisoles de porcelana de un peso
conocido, en el cual se calcin6 2 g de la muestra pesada y picada en trozos
pequerios; posteriormente, se coloco la muestra incinerada en una mufla a 600
°C por un tiempo de 6 horas para determinar el residuo de la calcinacion. Al
terminar el tiempo programado, se retird y se colocd en una campana de
desecacion hasta su enfriamiento; luego se procedio a pesar y registrar su peso

final y por la diferencia, se determind el contenido de cenizas.
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P—-P1

% Ceniza = ( ) x 100

Donde:
P = Masa del crisol con la ceniza expresada en gramos (Q)

P1 = Masa del crisol vacio expresa en gramos (g)

4.4.2 Obtencion de extractos
» En esta etapa, se han obtenido los extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens) mediante el método Soxhlet en caliente.

HOJAS DE “ANCCORIPA” ACONDICIONADA

'

Homogenizacion

v

Pesado — 690
Solvente
|
v v
Etanol 75% Metanol 80%
*90 ml Relacién materia prima Relacion materia prima | *90 ml
*120 ml | solvente:1/15y 1/20 solvente:1/15y 1/20 *120 ml

| |
v

Soxhlet en caliente

v
Filtracién

v

Extracto bruto

— Torta

Figura 10 — Obtencion de los extractos de hojas de “Anccoripa”
(Senecio canescens) mediante el método Soxhlet en caliente
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Homogenizacion: Se llevo a cabo la homogenizacion de la muestra de hojas

trituradas de "Anccoripa".

Pesado: Se peso 6 g de la muestra homogenizada en una balanza analitica para

luego colocarla en el interior del dedal del equipo Soxhlet.

Extraccion: Para la extraccion mediante el método Soxhlet, se dividié en dos
partes. En la primera extraccion, los solventes se depositaron en los vasos del
equipo: etanol en una relacion 1/20 (6 g de muestra con 120 mL de etanol 75
%) y metanol en una relacion 1/20 (6 g de muestra con 90 mL de metanol 75
%); en la segunda extraccion, los solventes se depositaron en los vasos del
equipo: etanol en una relacién 1/15 (6 g de muestra con 90 mL de etanol 75
%) y metanol en una relacion 1/15 (6 g de muestra con 90 mL de metanol 80
%).

Filtracion: Los extractos logrados a través del método Soxhlet en caliente
fueron filtrados y guardados en botellas de vidrio de tonalidad ambar a

temperatura de refrigeracion para su estudio.
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» Obtencion de los extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens)

mediante el método de maceracion pasiva.

HOJAS DE “ANCCORIPA” ACONDICIONADA

¢

Homogenizacion
JL e
Pesado
Solvente
|
Etanol 75% Metanol 80%
*90 ml | Relacion materia prima Relacion materia prima (<90 ml
*120ml | solvente:1/15 y 1/20 solvente:1/15y 1/20 *120 ml

[ J

3 dias,6 dias y 9 dias. } Maceracion pasiva | — Agitacion diaria

v

Filtracion — Torta

v

Extracto bruto

Figura 11 — Obtencion de los extractos de hojas de “Anccoripa”
(Senecio canescens) mediante el método de maceracién pasiva

1. Homogenizacion: La muestra acondicionada hojas de

“Anccoripa” picada se procedi6 a homogenizar.

2. Pesado: La muestra homogenizada se pesdé 6 g en una balanza
analitica para luego colocarla en el interior de los matraces de una
capacidad de 250 mL.

3. Maceracion: Para este procedimiento se coloc6 la muestra en el
interior de un matraz de capacidad de 250 mL con el solvente

requerido por el método.

MICAELA BASTIDAS
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Las maceraciones se desarrollaron en tres tiempos diferentes: 3 dias,
6 dias y 9 dias, con agitacion diaria por 4 horas; los matraces fueron
cerrados herméticamente y se colocaron en una caja negra tapada el

tiempo requerido por el método.

Maceracion en tres dias: Etanol en una relacion 1/15y 1/20 (6 g de
muestra con 90 mL de etanol 75 % y 6 g de muestra con 120 mL de
etanol 75 %) y metanol en una relacion 1/15 y 1/20 (6 g de muestra
con 90 mL de metanol 80 % y 6 g de muestra con 120 mL de metanol
80 %).

Maceracion en seis dias: Etanol en una relacion 1/15 y 1/20 (6 g de
muestra con 90 mL de etanol 75 % y 6 g de muestra con 120 mL de
etanol 75 %) y metanol en una relacion 1/15 y 1/20 (6 g de muestra
con 90 mL de metanol 80 % y 6 g de muestra con 120 mL de metanol
80 %).

Maceracion en nueve dias: Etanol en una relacion 1/15y 1/20 (6 g de
muestra con 90 mL de etanol 75 % y 6 g de muestra con 120 mL de
etanol 75 %) y metanol en una relacion 1/15 y 1/20 (6 g de muestra
con 90 mL de metanol 80 % y 6 g de muestra con 120 mL de metanol
80 %).

4.  Filtracion: Los extractos obtenidos se filtraron en papel filtro con
ayuda de un embudo de vidrio y fueron almacenados en botellas de

vidrio de color &mbar hasta su posterior analisis.

4.4.3 Determinacion de polifenoles totales y capacidad antioxidante

» Determinacion de polifenoles totales por el método Folin Ciocalteu y
curva de calibracion
Para el procedimiento se realizé una dilucién del extracto; se tomé 1 mL del
extracto y se afiadié 10 mL del solvente utilizado en su extraccion (metanol o

etanol).

De la muestra diluida se tom¢ 125 pL en un tubo de ensayo rotulado, se afiadi

125 pL de Folin Ciocalteu y se dejo reposar 5 a 8 minutos.
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Transcurrido el tiempo, se adicionaron 3.5 mL de agua destilada y 2.5 mL de
una solucién de carbonato de sodio, agitando vigorosamente. Se dejé en

reposo por 60 minutos en un ambiente oscuro y a temperatura ambiente.

Pasado el tiempo de 60 minutos de reposo, se realizd la lectura de las

absorbancias en el espectrofotometro a 750 nm.

La determinacion de polifenoles totales se realizd6 mediante la siguiente

ecuacion:

[Absmuem —Al « v x FD x 100
B
= 1000

mg acido gélico>

PFT
( 100 g

Donde:

PFT: Polifenoles totales

Absuestra: Absorbancia de la muestra
A: Intercepto

B: Pendiente

V: Volumen de extracto

FD: Factor de dilucién

Curva de calibracién

Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizé acido galico. Se
preparé una dilucion de acido galico con una concentracion de 1000 mg
EAGIL, la cual representa la solucion madre; a partir de esta dilucién se
prepararon diferentes concentraciones de acido galico, tomando volumenes de
50 mg EAGI/L, 100 mg EAG/L, 200 mg EAGI/L, 300 mg EAG/L, 400 mg
EAG/L y 500 mg EAG/L en tubos de ensayo, los cuales se completaron a un
volumen de 1000 mg EAG/L con agua destilada.

Luego se tomd 125 pL de los estandares de calibracion y 125 uL de Folin

Ciocalteu y se dejé reposar 5 a 8 minutos.
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Transcurrido el tiempo, se le adiciond 3.5 mL de agua destilada y 2.5 mL de
la solucién de carbonato de sodio y agitando vigorosamente, se dejé en reposo

60 minutos en un ambiente oscuro y a temperatura ambiente.

Pasado el tiempo de 60 minutos de reposo, se realizd la lectura de las
absorbancias en el espectrofotometro a 750 nm de longitud de onda (Ver anexo
1).

Determinacion de capacidad antioxidante por el método de DPPH y
Curva de calibracion

Para el procedimiento se preparé DPPH 0.1 mM, se pes6 9.858 mg de DPPH
y luego se agito con una pildora hasta su dilucion completa con metanol 80

%. Posteriormente se afora en una fiola de 250 mL con metanol 80 %.

En un tubo de ensayo se agreg6 220 pL de muestra con 2.8 mL de DPPH y

se mantuvo en un lugar oscuro y a temperatura ambiente por 30 minutos.

Transcurrido el tiempo de reposo, se realizo la lectura de absorbancia en el
espectrofotometro a 517 nm de longitud de onda.

Para desarrollar los célculos de la capacidad antioxidante se utilizo la

siguiente formula:

TEAC DPPH

(uM E T) -

(ABSmuestra - A) <V

Donde:

TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox
ABS uestra: Absorbancia de la muestra

A: Intercepto

B: Pendiente

V: Volumen de extracto

Curva de calibracion

Para el procedimiento se prepard Trolox, en el cual se pesé 25 mg con 100
mL de metanol 80 %.
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Se coloco en tubos de ensayo 50 uM ET/g, 100 uM ET/g, 200 uM ET/g, 400
MM ET/g y 600 uM ET/g de la solucién y se adicion0 a cada uno 2.8 mL de
DPPH y se reposo durante 30 minutos en un ambiente oscuro y a temperatura

ambiente.

Transcurrido el tiempo, se realizd la lectura de absorbancia en un

espectrofotometro a 517 nm de longitud de onda (Ver anexo 1).

4.5 Técnica, instrumentos, materiales y equipos

45.1 Técnica

Todos los ensayos se realizaron por triplicado para obtener resultados veraces;

estos resultados fueron sometidos a tratamientos estadisticos. En la presente

investigacion se determind la humedad, materia seca y ceniza de las hojas de

“Anccoripa” en las cuales se trabajd con la muestra, como también se

determinaron polifenoles totales y la capacidad antioxidante de los extractos de

las hojas de “Anccoripa”.

45.2 Instrumentos de recoleccién de datos

Ficha de recoleccién de datos

Buscadores académicos

45.3 Materiales

MICAELA BASTIDAS

Vasos precipitados 50 mL, 100 mL, 250 mL
Matraz Erlenmeyer 250 mL de capacidad
Fiola de 50 mL, 250 mL

Pipetas de 1mL, 2 mL, 5mL y 10mL
Micropipetas de 100-1000 pl de capacidad
Placas Petri

Crisoles

Tubos de ensayo de 5 mL y 15 mL

Gradilla
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Pinzas
Varilla de vidrio
Propipeta
Probeta de 50mL, 100mL y 250mL
Embudo de vidrio
Botellas de 150 mL color ambar
Pizetas

Papel Watman N° 40

Equipos

Espectrofotdmetro marca PG Instruments Ltd, modelo T80+UV/VIS

Spectrometer

Espectrofotometro marca THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 10S UV-
VIS spectrophotometer G10S, voltaje 240VAC

Destilador Soxhlet marca BUCHI Labortechnik AG, 9230 Flawil /
Switzerland, tipo B — 811, serie 1000193576, voltaje 230VAC, frecuencia 50
/60 Hz, fuerza 1250 W, fabricada 2015, Made in SWITZERLAND

Balanza analitica marca Sartorius, modelo Antris224-1S, USA
Estufa marca MENMERT, modelo UN 30, Alemania

Mufla marca THERM CONCEPFT, tipo KLE 05/11, Tmax 1100°C, voltaje
230V 1/N/PE, fuerza 1,5 kW, frecuencia 50/60Hz, serie 1502103, peso 30kg
afo 2015

Refrigeradora marca BOSCH, modelo KDN42BW121/03, voltaje 220VAC
Destilador de agua marca ELGA, modelo Pc210EVBPML1, voltaje 155VAC

Agitador magnético marca CAT, modelo M6, serie 60266-00-0156, tipo D-
79219 Staufen
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455 Reactivos
e Acido gélico (Spectrum Chemical Mfg. Corp, EE. UU)

Folin-Ciocalteu (Merck KGaA, Alemania)

Carbonato de sodio (Merck KGaA, China)

Trolox (Merck)

2,2 —diphenuy - 1 - picryl - hidrazyl - hydrate (DPPH) (Sigma Aldrich)

456 Solventes
e Metanol 80 %

e FEtanol 75 %

e Agua destilada

45.7 Otros materiales

e Papel aluminio
e Papel toalla
e Marcadores de tinta indeleble

e Parafilm

4.6 Analisis estadistico
Los resultados se interpretaron en funcion a las hip6tesis de investigacion, con un nivel de
significancia del 5 %, usando para el método Soxhlet en caliente un disefio completamente
al azar con arreglo factorial 2 x2, y para el método de maceracion pasiva un disefio

completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3.

El anéalisis de varianza (ANOVA) vy el ranking de Tukey se desarroll6 con el programa

Software estadistico Minitab 21 y hojas de céalculo Microsoft Excel 16.
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Anélisis de resultados
5.1.1 Contenido de la humedad, materia seca y ceniza de las hojas de
“Anccoripa” (Senecio canescens)
En la Tabla 4, se muestran el contenido de humedad, materia seca y ceniza de las

hojas de “Anccoripa”.

Tabla 4 — Humedad, ceniza y materia seca de hojas de
“Anccoripa”(Senecio canescens) por cada 100 g

Composicion (%) Valor (X + SD)
Humedad 8.49 +0.21
Materia seca 91.51 +0.21
Ceniza 7.58 +0.14

5.1.2 Determinacion del contenido de polifenoles totales (PFT) y capacidad

antioxidante (CA) en el método Soxhlet en caliente

5.1.2.1 Determinacion de polifenoles totales (PFT)
En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos de la determinacion
de polifenoles totales en los 4 tratamientos, expresados en media y

desviacion estandar (X + SD).

El valor mas alto del contenido de polifenoles totales se obtiene con el
tratamiento 2: etanol 75 % y la relacion materia prima-solvente 1/20
(4806.76 + 49.28 mg EAG/100 g b.s); mientras que el tratamiento 4:
metanol 80 % y la relacién materia prima-solvente 1/20 (3142.10 + 38.38
mg EAG/100 g b.s) es el valor mas bajo con respecto a los demas

tratamientos, como se detalla en la Tabla 5.

El estadistico R-cuadrado ajustado del modelo fue de 99.71%.

MICAELA BASTIDAS
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Tabla 5 — Polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s)
T ratamientos Tipo de Relacion materia PFT (mg
solvente prima-solvente EAG/100 g b.s)
T1 Etanol 75 % 1/15 4359.09 + 26.35
T2 Etanol 75 % 1/20 4806.76 +49.28
T3 Metanol 80 % 1/15 3697.96 + 21.68
T4 Metanol 80 % 1/20 3142.10 + 38.38
PFT: Miligramos equivalente de &cido galico por 100 gramos de muestra en base
seca

Gréaficamente los resultados del contenido de polifenoles totales se
muestran en la Figura 12, donde se observa la influencia del tipo de

solvente y la relacion materia prima solvente.

POLIFENOLES TOTALES - SOXHLET CALIENTE
6000
5000

4000
3000
2000
1000

0

1/15 1/20

PFT (mg EAG/100 g b.s)

Relacién materia prima-solvente

BETANOL 75% = METANOL 80 %

Figura 12 — Comparacion de resultados en la extracciéon de
polifenoles totales mediante el método Soxhlet en caliente

El Anexo 3, muestra el Analisis de VVarianza (ANOVA) del contenido de
polifenoles totales, el cual indica que existe diferencia significativa en la
interaccion del tipo de solvente y relacion materia prima solvente en

todos los tratamientos, siendo el p-valor 0.000 menor a 0.05.

MICAELA BASTIDAS

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-44 de 83 -

Al aplicar la comparacion de medias por el test Tukey, se observa que el
T2 (etanol 75 % vy la relacion materia prima-solvente 1/20) presento el
mayor contenido de polifenoles totales, mientras que el T4 (metanol 80
% vy la relacion materia prima-solvente 1/20) presenté el menor

contenido de polifenoles totales (Ver anexo 3).

5.1.2.2 Determinacion de capacidad antioxidante (CA)
En la Tabla 6, se muestran los resultados obtenidos de la capacidad
antioxidante en los 4 tratamientos, expresados en media y desviacion
estandar (X + SD).

El valor mas alto de capacidad antioxidante se obtiene con el tratamiento
4: metanol 80 % Yy la relacion materia prima-solvente 1/20 (2725.79 +
13.66 ug ET/g b.s); mientras que el tratamiento 1: solvente etanol 75 %
y relacion materia prima-solvente 1/15 (1928.24 + 18.88 pug ET/g b.s),
es el valor més bajo con respecto a los demas tratamientos, como se

detalla en la Tabla 5.
El estadistico R-cuadrado ajustado del modelo estadistico es de 99.84%.

Tabla 6 — Capacidad antioxidante CA (ug ET/g b.s) de polifenoles totales

Relacion

Tratamientos | Tipo de solvente | materia prima- | CA (ng ET/g b.s)
solvente

T1 Etanol 75 % 1/15 1928.24 + 18.88

T2 Etanol 75 % 1/20 2541.39 + 15.65

T3 Metanol 80 % 1/15 1959.83 +9.23

T4 Metanol 80 % 1/20 2725.79 +13.66

CA: Capacidad antioxidante; ug ET/g b.s:Microgramo equivalente de Trolox por
gramo de muestra en base seca.

Gréaficamente, los resultados de capacidad antioxidante se muestran en
la Figura 13, donde se observa la diferencia de los tratamientos en la

determinacion de capacidad antioxidante.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE - SOXHLET
CALIENTE
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Figura 13 — Comparacion de resultados en la capacidad
antioxidante mediante el método Soxhlet en caliente

El Anexo 4, muestra el Analisis de Varianza (ANOVA) de la capacidad
antioxidante, el cual indica que existe diferencia significativa en la
interaccion del tipo de solvente y relacion materia prima solvente en

todos los tratamientos, siendo el p-valor 0.000 menor a 0.05.

Al aplicar la comparacion de medias por el test Tukey, se observa que el
T4 (metanol 80 % Yy la relacion materia prima-solvente 1/20) present6
mayor capacidad antioxidante, mientras que el T1 (etanol 75 % vy la
relacibn materia prima-solvente 1/15) presentd menor capacidad

antioxidante (Ver anexo 4).

5.1.3 Determinacién del contenido de polifenoles totales y la capacidad

antioxidante por el método maceracion pasiva

5.1.3.1 Determinacion del contenido de polifenoles totales (PFT)
En la Tabla 7, se muestran los resultados de la determinacién de
polifenoles totales en los 12 tratamientos, expresados en media y

desviacion estandar ( X + SD).

El valor mas alto del contenido de polifenoles totales se obtiene con el
tratamiento 5: etanol 75 %, relacion materia prima-solvente 1/20 y
tiempo de maceracion 6 dias (5138.24 + 43.71 mg EAG/100 g b.s);

mientras que el resultado mas bajo esta representado con el tratamiento

MICAELA BASTIDAS
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9: metanol 80 %, relacion materia prima-solvente 1/15 y tiempo de
maceracion 9 dias (3594.14 + 20.63 mg EAG/100 g b.s), que es el valor
mas bajo con respecto a los demas tratamientos, como se detalla en la
Tabla 7.

El estadistico R-cuadrado ajustado del modelo estadistico es de 99.49%.

Tabla 7 — Polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s)

Tratamientos Tipo de Relgcién materia | Tiempo _de PFT (mg
solvente prima-solvente | maceracion | EAG/100 g b.s)

T1 Etanol 75 % 1/15 3 dias 4345.43 £ 37.56
T2 Etanol 75 % 1/15 6 dias 4465.63 + 12.52
T3 Etanol 75 % 1/15 9 dias 4413.73 +42.06
T4 Etanol 75 % 1/20 3 dias 4741.19 £+ 31.55
T5 Etanol 75 % 1/20 6 dias 5138.24 + 43.71
T6 Etanol 75 % 1/20 9 dias 4803.12 £+ 51.64
T7 Metanol 80 % 1/15 3 dias 3848.21 + 36.96
T8 Metanol 80 % 1/15 6 dias 3676.10 * 25.04
T9 Metanol 80 % 1/15 9 dias 3594.14 + 20.63
T10 Metanol 80 % 1/20 3 dias 4030.89 +22.75
T11 Metanol 80 % 1/20 6 dias 4464.36 + 25.24
T12 Metanol 80 % 1/20 9 dias 4070.96 + 16.69

PFT: Polifenoles totales; mg EAG/100 g b.s: Miligramos equivalente de &cido galico por 100

gramos de muestra en base seca.

Gréaficamente los resultados del contenido de polifenoles totales se
muestran en la Figura 14, donde se observa la diferencia de los

tratamientos en la extraccion de polifenoles totales.
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POLIFENOLES TOTALES - MACERACION PASIVA
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Figura 14 — Comparacion de resultados en la extraccion de
polifenoles totales mediante el método maceracion pasiva

En el Anexo 5, muestra el Analisis de Varianza (ANOVA) del contenido
de polifenoles totales, el cual indica que existe diferencia significativa
en la interaccion del tipo de solvente, relacion materia prima-solvente y
el tiempo de maceracion en todos los tratamientos, siendo el p-valor
0.000 menor a 0.05.

Al aplicar la comparacidn de medias por el test Tukey, se observa que el
T5 (etanol 75 %, relacion materia prima-solvente 1/20 y tiempo de
maceracion 6 dias) present6 el mayor contenido de polifenoles totales,
mientras que el T9 (metanol 80 %, relacion materia prima-solvente 1/15
y 9 dias) presentd el menor contenido de polifenoles totales (Ver anexo
5).

5.1.3.2 Determinacion de capacidad antioxidante (CA) de polifenoles totales
obtenidos mediante el método maceracion pasiva
En la Tabla 8, se muestran los resultados obtenidos de la capacidad
antioxidante en los 12 tratamientos, expresados en media y desviacion
estandar (X + SD).

El valor mas alto de capacidad antioxidante se obtiene con el tratamiento
10: metanol 80 %, relacion materia prima-solvente 1/20, y tiempo de

maceracion 3 dias (2722.38 + 13.66 pg ET/g b.s); mientras que en el
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tratamiento 8: metanol 80 %, relacién materia prima-solvente 1/15 y
tiempo de maceracion 6 dias (1888.11 + 15.37 pug ET/g b.s), es el valor
mas bajo con respecto a los demas tratamientos, como se detalla en la
Tabla 8.

El estadistico R-cuadrado ajustado del modelo estadistico es de 99.82%.

Tabla 8 — Capacidad antioxidante CA (ng ET/g b.s) mediante el método de maceracion

pasiva
) Relacion _
] Tipo de o Tiempo de
Tratamientos materia prima- | CA(ug ET/gb.s)
solvente maceracion
solvente

T1 Etanol 75 % 1/15 3 dias 1992.27 + 10.35
T2 Etanol 75 % 1/15 6 dias 1960.68 + 12.63
T3 Etanol 75 % 1/15 9 dias 1952.14 + 6.78
T4 Etanol 75 % 1/20 3 dias 2605.13 +16.14
T5 Etanol 75 % 1/20 6 dias 254594 +18.81
T6 Etanol 75 % 1/20 9 dias 2593.75+12.93
T7 Metanol 80 % 1/15 3 dias 1925.68 + 21.33
T8 Metanol 80 % 1/15 6 dias 1888.11 + 15.37
T9 Metanol 80 % 1/15 9 dias 1956.41 +16.47
T10 Metanol 80 % 1/20 3 dias 2722.38 £ 13.66
T11 Metanol 80 % 1/20 6 dias 2578.95 * 15.65
T12 Metanol 80 % 1/20 9 dias 2659.77 £ 7.11

CA: Capacidad antioxidante; ng ET/1g b.s: Microgramo equivalente de Trolox por gramo de

muestra en base seca.

Gréaficamente, los resultados de capacidad antioxidante se muestran en
la Figura 15, donde se observa la diferencia de los tratamientos en la

capacidad antioxidante.

El Anexo 6, muestra el Analisis de Varianza (ANOVA) de las medias de
la capacidad antioxidante, el cual indica que existe diferencia
significativa en la interaccion del tipo de solvente, relacion materia
prima-solvente y tiempo de maceracion en todos los tratamientos, siendo

el p-valor 0.000 menor a 0.05.
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Al aplicar la comparacién de medias por el test Tukey, se observa que el
T10 (metanol 80 %, relacion materia prima-solvente 1/20 y tiempo de
maceracion 3 dias) presentd mayor capacidad antioxidante, mientras que
el T8 (metanol 80 %, relacion materia prima-solvente 1/15 y tiempo de

maceracion 6 dias) presentd menor capacidad antioxidante (Ver anexo

6).
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE - MACERACION
PASIVA
3500
% 3000
O
s 2500 I I
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sn 1500
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<
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Relacion materia prima-solvente
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Figura 15 — Comparacién de resultados en la capacidad

antioxidante mediante el método maceracion pasiva

5.1.4 Comparacion del contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
en los métodos Soxhlet caliente y maceracion pasiva

5.1.4.1 Comparacion del contenido de polifenoles totales
El Anexo 7, el Anélisis de Varianza (ANOVA) de las medias de los
polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s), indicaron que existe diferencia
significativa entre el método Soxhlet caliente y maceracion pasiva,

siendo el p-valor 0.000 menor a 0.05.

Al aplicar la comparacién de medias por el test Tukey, se observa que el
método con maceracién pasiva (etanol 75 %, relacion materia prima-
solvente 1/20) presento la mayor cantidad polifenoles totales (Ver anexo
7).
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5.1.4.2 Comparacion de la capacidad antioxidante
El Anexo 8, el Analisis de Varianza (ANOVA) de las medias de la
capacidad antioxidante (ug ET/g b.s), indicaron que no existe diferencia
significativa entre el método Soxhlet caliente y maceracion pasiva,

siendo el p-valor 0.104 mayor a 0.05.

5.2 Contrastacion de hipotesis (si corresponde)

Hipotesis general: Los diferentes métodos de extraccion influyen en el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa”

(Senecio canescens) provenientes del distrito de Oropesa, provincia de Antabamba.

5.2.1 Método Soxhlet en caliente

Hipdtesis especifica 1
e El método Soxhlet en caliente influye en el contenido de polifenoles totales y
la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens).

Ho: En el método Soxhlet en caliente, no influyen el tipo de solvente (metanol
80 % y etanol 75 %) y la relacion materia prima solvente (1/15 y 1/20) en el

contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante.

Ha: En el método Soxhlet en caliente, influye el tipo de solvente (metanol 80
% vy etanol 75 %) y la relacion materia prima solvente (1/15 y 1/20) en el

contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante.

Nivel de significancia: o = 0.05
p-valor < 0.05

Se rechaza la Ho, si p-valor < a, y se acepta la Ha.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe una diferencia significativa en
el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante, en la
interaccion del tipo de solvente y la relacién materia prima solvente. Siendo
el p-valor menor a 0.05, por tanto, se acepta la Ha y se rechaza la Ho (Ver

anexo 3).
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5.2.2 Metodo maceracion pasiva

Hipdtesis especifica 2
e EIl método maceracion pasiva, influye en el contenido de polifenoles totales
y la capacidad antioxidante en extractos de hojas de “Anccoripa” (Senecio

canescens).

Ho: En el método maceracion pasiva, no influye el tipo de solvente (metanol
80 % y etanol 75 %), la relacién materia prima solvente (1/15 y 1/20) y el
tiempo de maceracion (3, 6 y 9 dias) en el contenido de polifenoles totales y

la capacidad antioxidante.

Ha: En el método maceracion pasiva, influye el tipo de solvente (metanol 80
% y etanol 75 %), la relacion materia prima solvente (1/15y 1/20) y el tiempo
de maceracion (3, 6 y 9 dias) en el contenido de polifenoles totales y la

capacidad antioxidante.
Nivel de significancia: a = 0.05
p-valor < 0.05
Se rechaza la Ho, si p-valor < a, y se acepta la Ha.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe una diferencia significativa en
el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante, en la
interaccion del tipo de solvente, la relacion materia prima solvente y el tiempo
de maceracién. Siendo el p-valor menor a 0.05, por tanto, se acepta la Ha y
se rechaza la Ho (Ver anexo 5).

5.2.3 Método de extraccion

Hipotesis especifica 3
e El contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante varia de acuerdo

al metodo de extraccion Soxhlet en caliente y maceracion pasiva.

Ho: Entre el método Soxhlet en caliente y maceracion pasiva, no hay
diferencia significativa en el contenido de polifenoles totales y la capacidad

antioxidante.
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Ha: Entre el método Soxhlet en caliente y maceracion pasiva, existe
diferencia significativa en el contenido de polifenoles totales y la capacidad

antioxidante.

Nivel de significancia: a = 0.05
p-valor < 0.05
Se rechaza la Ho, si p-valor < a, y se acepta la Ha.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe una diferencia significativa en
el contenido de polifenoles totales, entre el método de extraccion Soxhlet en
caliente y maceracion pasiva. Siendo el p-valor menor a 0.05, por tanto, se
acepta la Ha y se rechaza la Ho (Ver anexo 7). Por otro lado, en la capacidad
antioxidante, no existe una diferencia significativa, siendo el p-valor mayor a
0.05(Ver anexo 8).

5.3 Discusion

Tipo de solvente

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, se observa una diferencia
significativa en la extraccion de polifenoles totales y en la determinacion de la
capacidad antioxidante al utilizar diferentes solventes. En el estudio se emplearon
etanol al 75 % y metanol al 80 %, los cuales presentan distintas polaridades, siendo el
metanol mas polar que el etanol. Esta caracteristica de polaridad se ha relacionado con
la eficacia en la extraccién de compuestos polares, como los polifenoles; en este
sentido, se ha establecido que, a mayor polaridad del solvente, mas favorable es la
extraccion de polifenoles (BEDOYA et al., 2022).

Los hallazgos indican que la extraccién mas eficiente de polifenoles totales se logro
utilizando etanol, mientras que la determinacion de la capacidad antioxidante fue méas
efectiva con metanol. Esta discrepancia puede atribuirse a la presencia de un polifenol
en particular en los extractos de las hojas de "Anccoripa”, el cual posee una mayor
capacidad antioxidante y, por ende, una mayor polaridad en comparacion con otros

polifenoles presentes.

En un estudio llevado a cabo por Tirkmen et al., (2006), se reportd que el tipo de

disolvente utilizado para la extraccion tiene un impacto significativo en el contenido
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de polifenoles y la actividad antioxidante en extractos obtenidos con solventes menos

polares.

En conclusion, la capacidad antioxidante esta estrechamente relacionada con la
polaridad del solvente utilizado, dado que los tratamientos en los que se obtuvo una
mayor capacidad antioxidante se realizaron con metanol. Estos resultados subrayan la
importancia de seleccionar adecuadamente el tipo de solvente para optimizar la
extraccion de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes.

Relacion materia prima solvente

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que la mayor extraccion de
polifenoles totales y la determinacidn de la capacidad antioxidante se lograron con una
relacion materia prima-solvente de 1:20 (m/v). Esta configuracién se considera
Optima, ya que favorece la transferencia de masa. Valdés et al., (2015) explican que
una mayor relacién entre materia prima y solvente beneficia las variables de respuesta,
dado que, a mayor proporcion, se optimiza la capacidad extractiva de los solventes y
se evita la saturacion prematura del mismo. Como consecuencia, se logra una mayor
concentracion del analito de interés, en este caso, la extraccion de polifenoles totales
y la determinacion de la capacidad antioxidante.

Es importante sefialar que el comportamiento de esta relacion podria seguir
aumentando, lo que sugiere que la condicion 6ptima podria encontrarse en valores
superiores a los evaluados. Por lo tanto, seria pertinente realizar estudios adicionales
que incluyan mas niveles de investigacion para identificar el valor 6ptimo de capacidad

extractiva.

Tiempo de maceracion

Los datos obtenidos en relacion con el tiempo de maceracién indican que tanto la
extraccion de polifenoles totales como la capacidad antioxidante se desarrollan de
manera mas efectiva en un tiempo de maceracion reducido. Aunque se podria suponer
que un aumento en el tiempo de maceracion incrementaria la cantidad de polifenoles
extraidos y mejoraria la capacidad antioxidante, Soria (2016) sefiala que existe un
punto de saturacion. Al prolongar el tiempo de maceracion mas alla de este punto, no
se observa un aumento significativo en la cantidad de polifenoles, ya que un tiempo
excesivo de maceracion puede llevar a la degradacion de algunos compuestos

antioxidantes. Estos hallazgos destacan la importancia de optimizar tanto la relacion
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materia prima-solvente como el tiempo de maceracion para maximizar la extraccion

de compuestos bioactivos.

Método Soxhlet

Vargas (2018) compard el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante en
tres especies del género Senecio: S. adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y
S. collinus DC. La extraccion se llevé a cabo utilizando un equipo Soxhlet con metanol
al 80 %, obteniendo los siguientes resultados: el contenido de fenoles totales en S.
adenophylloides Sch. Bip. fue de 63,07 = 0,25 mg de equivalente de acido galico
(EGA)/g de droga seca; en S. graveolans Weed, 40,55 + 1,01 mg EGA/g de droga seca;
y en S. collinus DC, 30,47 £ 0,45 mg EGA/g de droga seca. En cuanto a la capacidad
antioxidante, los resultados fueron: S. adenophylloides Sch. Bip. (498,07 + 2,99
pmol/g de muestra seca), S. graveolans Weed (398,76 + 1,91 umol/g de muestra seca)
y S. collinus DC (355,70 + 9,7 umol/g de muestra seca). En contraste, en el presente
estudio se evalud la extraccion de polifenoles totales y la capacidad antioxidante
mediante el método Soxhlet en caliente. Se obtuvieron resultados para polifenoles
totales con metanol al 80 % y una relacion materia prima-solvente de 1:15, que
presentd 3697,96 + 21,68 mg EAG/100 g de materia seca. El tratamiento con etanol al
75 % y la relacién materia prima-solvente de 1:20 permitié la maxima extraccién de
polifenoles totales, alcanzando 4806,76 + 43,71 mg EAG/100 g de materia seca.
Respecto a la capacidad antioxidante, el tratamiento con metanol al 80 % y una
relacion materia prima-solvente de 1:20 resultd en la maxima capacidad antioxidante,

con un valor de 2725,80 + 13,66 g de extracto total (ET)/g de materia seca.

Maceracién pasiva

Los resultados obtenidos mediante el método de maceracion pasiva, utilizando una
relacion materia prima-solvente de 1:20 y un tiempo de maceracion de 6 dias con
etanol al 75 %, mostraron un contenido de polifenoles totales de 5138,24 + 43,71 mg
EAG/100 g de materia seca. En el caso del uso de metanol al 80 %, se obtuvo un
contenido de 4464,36 + 25,24 mg EAG/100 g de materia seca. Estos resultados superan
los reportados por Aguilar (2023), quien estudio la capacidad antioxidante de
extractos de hojas de Senecio rufescens mediante el método de maceracién, utilizando
una relacion materia prima-solvente de 1:10 y agitacion magnética durante 8 horas.
Con etanol al 80 %, reportd 125,03 + 6,15 mg GAE/g de extracto de fenoles totales, y
con metanol, 64,5 + 1,17 mg GAE/g de extracto. Esto sugiere que la extraccion optima

de polifenoles totales en el método de maceracidn se logra con etanol como solvente.
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Asimismo, Aguilar et al. (2020) determinaron la capacidad antioxidante del extracto
metanolico de las hojas de Senecio rufescens, obteniendo un valor de 529,80 + 14,30
pmoles ET/g de extracto en el ensayo de DPPH. En contraste, en la presente
investigacion, los resultados de la capacidad antioxidante del método de maceracion
pasiva con el extracto metanolico, considerando factores como el tipo de solvente
(metanol al 80 %), la relacion materia prima-solvente (1:20) y el tiempo de maceracion
(3 dias), fueron de 2722,38 + 13,66 g ET/g de materia seca.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el método de maceracion pasiva, con una
relacion materia prima-solvente de 1:20 y un tiempo de maceracion de 6 dias
utilizando metanol al 80 %, fueron de 4464,36 + 25,24 mg EAG/100 g de materia seca.
Estos datos difieren de los obtenidos por Palomino et al. (2023), quienes determinaron
el contenido de compuestos fendlicos en un extracto metandlico de Senecio
oreophyton J. (chachacoma blanca) mediante el método de maceracion con una
relacion materia prima-solvente de 1:5 durante 15 dias, reportando un contenido de
fenoles totales de 382,71 mg equivalente de &cido galico/g de extracto. Estos
resultados sugieren que el tiempo de maceracion en la especie Senecio tiene un efecto

significativo en la determinacion del contenido de polifenoles totales.

En la investigacién llevada a cabo por Garcia (2023), se determiné el contenido de
fenoles totales y la capacidad antioxidante de extractos de hojas de Senecio nutans
Sch. Bip. ("wiska taya") mediante maceracion durante un periodo de 15 dias,
utilizando como solvente alcohol al 96 % y una agitacion periodica para optimizar la
extraccion de metabolitos. Los resultados mostraron un contenido de fenoles totales
de 620,68 = 4,30 mg GAE/g de extracto, mientras que la capacidad antioxidante,
expresada en umoles ET/g de muestra, fue de 800,11 + 2,53.

En el estudio realizado por Huamani (2020), se investigaron las hojas de Senecio
nutans, conocidas como "chachacoma". EI método para obtener el extracto fue la
maceracion con alcohol al 96 %, reportando un contenido de polifenoles totales de
67,9 mg EAG/100 g de extracto seco. En comparacion con los resultados obtenidos en
esta investigacion, el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de
los extractos estudiados son considerablemente mas bajos en comparacion con los de
Senecio canescens. En el presente estudio, los resultados para polifenoles totales
indicaron que el tratamiento con etanol al 75 %, una relacion materia prima-solvente
de 1:20 y un tiempo de maceracion de 6 dias permitieron la maxima extraccion,
alcanzando 5138,24 + 43,71 mg EAG/100 g de materia seca.
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Los solventes empleados (etanol al 75 % y metanol al 80 %), los métodos de extraccion
(Soxhlet en caliente y maceracion pasiva), los tiempos de maceracion (3, 6 y 9 dias) y
las relaciones materia prima-solvente (1:15 y 1:20) utilizados en la presente
investigacion influyen significativamente en la extraccion de polifenoles totales y en
la posterior determinacion de la capacidad antioxidante en la muestra de Senecio

canescens obtenida del distrito de Totora Oropesa, provincia de Antabamba.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
El mayor contenido de polifenoles totales en el método Soxhlet en caliente de extractos de
hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) se desarroll6 con el tratamiento T2 (4806.7606
+43.7111 mg EAG/100 g b.s.) cuyo valor es el mas alto en comparacion a los tratamientos
T1, T3y T4,y cuya capacidad antioxidante con el T4 (2725.7950 + 13.6597 ug ET/gb.s.)

siendo el valor mas alto en comparacién a los tratamientos T1, T2y T3.

El mayor contenido de polifenoles totales en el método maceracion pasiva de extractos de
hojas de “Anccoripa” (Senecio canescens) fue con el tratamiento T5 (5138.2363 + 43.7111
EAG/100 g b.s.) en comparacion a los tratamientos T1, T2, T3, T4, T6, T7, T8, T9, T10,
T11 y T12; la capacidad antioxidante mas alta se desarrollé con el tratamiento T10
(2722.3801 + 13.6597 png ET/g b.s.) siendo el valor mas alto en comparacion a los demas
tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T11y T12).

Respecto a los métodos de extraccion Soxhlet en caliente y maceracion pasiva, el método
de maceracion pasiva permite la mayor extraccion de polifenoles totales en comparacion
al método Soxhlet en caliente; por otro lado, el método Soxhlet en caliente y maceracién
pasiva estadisticamente son iguales, por lo que el uso de uno u otro método nos permitiran

la misma capacidad antioxidante.

6.2 Recomendaciones
» Realizar investigaciones utilizando los métodos DPPH y Folin Ciocalteu en otras areas
de la especie (Senecio canescens) tales como raices, hojas y flores, con el fin de

determinar la cantidad de polifenoles totales y capacidad antioxidante.

> Determinar como el periodo vegetativo afecta el contenido de polifenoles totales y la

capacidad antioxidante de las hojas de “Anccoripa”.
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» Es necesario continuar el estudio de aislamiento y purificacion de cada uno de los tipos
de polifenoles que presentan mayor capacidad antioxidante para poder formularlos
como posibles farmacos en un futuro, ya que las sustancias naturales presentes en los

extractos analizados pueden ser responsables del efecto antioxidante.

> Realizar una comparacion fitoquimica del “Anccoripa” (Senecio canescens) en estado

fresco y seco.

> Incentivar la conservacion y uso responsable de esta especie, ya que es un recurso

natural prometedor.
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Anexo 1 — Curvas de calibracion para determinar polifenoles totales y capacidad

antioxidante

Tabla 9 — Concentracion de acido gélico

Concentracion Absorbancia a

750
mg EAG/L nm

50 0.128

100 0.245

200 0.459

300 0.691

400 0.917

CURVA PATRON DE ACIDO GALICO

’ ’
RZ= 0,9998

«0,5
204 v

O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Concentracion (mg EAG/L)

Figura 16 — Curva patron de &cido galico para la
determinacion de polifenoles totales por el método de
Folin Ciocalteu
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Tabla 10 — Concentracién de Trolox

Concentracion Absorbancia a 517
MM ET/g nm
50 0.860
100 0.810
200 0.615
400 0.295
600 0.023

. CURVA PATRON DE TROLOX
0,9
0,8 y =-0.0016x + 0.9412
< 0,7 R2=0.9968
00,6
Z
<0,5
m
x 0,4
203
m
<0,2
0,1
0
0 200 400 600 800
Concentracion (uM ET/qg)
Figura 17 — Curva patron de Trolox para la
determinacion de la capacidad antioxidante por el método
de DPPH
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Anexo 2 — Resultados de polifenoles totales y capacidad antioxidante mediante el método

soxhlet en caliente y maceracion pasiva

Tabla 11 — Resultados de polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s) mediante el método

soxhlet
Tratamientos Tipo de Relacién materia | PFT (mg EAG/100 g
solvente prima-solvente b.s)
Etanol 75 % 1/15 4370,01
T1 Etanol 75% 1/15 4329,04
Etanol 75% 1/15 4378,21
Etanol 75% 1/20 4810,40
T2 Etanol 75% 1/20 4854,11
Etanol 75% 1/20 4755,76
Metanol 80% 1/15 3681,56
T3 Metanol 80% 1/15 3722,54
Metanol 80% 1/15 3689,76
Metanol 80% 1/20 3138,45
T4 Metanol 80% 1/20 3182,17
Metanol 80% 1/20 3105,67

Tabla 12 — Capacidad antioxidante CA (ug ET/g b.s) de polifenoles totales mediante
el método Soxhlet

Relacion materia
Tratamientos | Tipo de solvente prima-solvente CA(ug ET/g b.s)
Etanol 75% 1/15 1913,72528
Tl Etanol 75% 1/15 1921,40886
Etanol 75% 1/15 1949,58201
Etanol 75% 1/20 2558,46356
T2 Etanol 75% 1/20 2537,97399
Etanol 75% 1/20 2527,72921
T3 Metanol 80% 1/15 1967,51038
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Metanol 80% 1/15 1949,58201
Metanol 80% 1/15 1962,38799
Metanol 80% 1/20 2725,795
T4 Metanol 80% 1/20 2712,13529
Metanol 80% 1/20 2739,4547

Tabla 13 — Resultados de polifenoles totales (mg EAG/100 g b.s) mediante el método
maceracion pasiva

Tratamientos Tipo de Relgcic’)n materia | Tiempo _d,e PFT (mg
solvente prima-solvente | maceracion | EAG/100 g b.s)

Etanol 75% 1/15 3 dias 4353,62

T1 Etanol 75% 1/15 3 dias 4304,45

Etanol 75% 1/15 3 dias 4378,21

Etanol 75% 1/20 3 dias 4451,97

T2 Etanol 75% 1/20 3 dias 4476,56

Etanol 75% 1/20 3 dias 4468,36

Metanol 80% 1/15 3 dias 4402,80

T3 Metanol 80% 1/15 3 dias 4460,17

Metanol 80% 1/15 3 dias 4378,21

Metanol 80% 1/20 3 dias 4777,62

T4 Metanol 80% 1/20 3 dias 4722,98

Metanol 80% 1/20 3 dias 4722,98

Etanol 75% 1/15 6 dias 5181,95

T5 Etanol 75% 1/15 6 dias 5138,24

Etanol 75% 1/15 6 dias 5094,53

Etanol 75% 1/20 6 dias 4843,19

T6 Etanol 75% 1/20 6 dias 4744,84

Etanol 75% 1/20 6 dias 4821,33

Metanol 80% 1/15 6 dias 3812,70

T7 Metanol 80% 1/15 6 dias 3886,46

Metanol 80% 1/15 6 dias 3845,48
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Metanol 80% 1/20 6 dias 3697,96

T8 Metanol 80% 1/20 6 dias 3648,78
Metanol 80% 1/20 6 dias 3681,56

Etanol 75% 1/15 9 dias 3575,02

T9 Etanol 75% 1/15 9 dias 3616,00
Etanol 75% 1/15 9 dias 3591,41

Etanol 75% 1/20 9 dias 4012,68

T10 Etanol 75% 1/20 9 dias 4056,39
Etanol 75% 1/20 9 dias 4023,60

Metanol 80% 1/15 9 dias 4449,79

T11 Metanol 80% 1/15 9 dias 4449,79
Metanol 80% 1/15 9 dias 4493,50

Metanol 80% 1/20 9 dias 4089,17

T12 Metanol 80% 1/20 9 dias 4056,39
Metanol 80% 1/20 9 dias 4067,32

Tabla 14 — Resultados de capacidad antioxidante CA (ug ET/g b.s) de polifenoles totales
mediante el método maceracién pasiva

Tratamientos | EONE | M asoente | maceracion | b9
Etanol 75% 1/15 3 dias 1990,56114

T1 Etanol 75% 1/15 3 dias 1982,87755
Etanol 75% 1/15 3 dias 2003,36712

Etanol 75% 1/20 3 dias 2623,34718

T2 Etanol 75% 1/20 3 dias 2599,44268
Etanol 75% 1/20 3 dias 2592,61283

Metanol 80% 1/15 3 dias 1918,84767

T3 Metanol 80% 1/15 3 dias 1949,58201
Metanol 80% 1/15 3 dias 1908,60288

Metanol 80% 1/20 3 dias 2708,72036

T Metanol 80% 1/20 3 dias 2736,03978
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Metanol 80% 1/20 3 dias 2722,38007

Etanol 75% 1/15 6 dias 1954,7044

TS5 Etanol 75% 1/15 6 dias 1952,14321
Etanol 75% 1/15 6 dias 1975,19397

Etanol 75% 1/20 6 dias 2565,29341

T6 Etanol 75% 1/20 6 dias 2544,80385
Etanol 75% 1/20 6 dias 2527,72921

Metanol 80% 1/15 6 dias 1888,11332

T7 Metanol 80% 1/15 6 dias 1872,74615
Metanol 80% 1/15 6 dias 1903,48049

Metanol 80% 1/20 6 dias 2596,02776

T8 Metanol 80% 1/20 6 dias 2565,29341
Metanol 80% 1/20 6 dias 2575,53819

Etanol 75% 1/15 9 dias 1944,45962

T9 Etanol 75% 1/15 9 dias 1954,7044
Etanol 75% 1/15 9 dias 1957,2656

Etanol 75% 1/20 9 dias 2578,95312

T10 Etanol 75% 1/20 9 dias 2599,44268
Etanol 75% 1/20 9 dias 2602,85761

Metanol 80% 1/15 9 dias 1975,19397

T11 Metanol 80% 1/15 9 dias 1944,45962
Metanol 80% 1/15 9 dias 1949,58201

Metanol 80% 1/20 9 dias 2667,74123

T12 Metanol 80% 1/20 9 dias 2654,08152
Metanol 80% 1/20 9 dias 2657,49645
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Anexo 3 — Analisis estadistico de resultados de polifenoles totales por el método soxhlet

en caliente
Gréfica de probabilidad de RESI
Normal
9
Medin 24652601)
Desw it 1038
s e 2
AD Qw7
4 . ' omm
"0 p
% 0 .
= %0 .
§ 0 - .
g ¥ .
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[ o
1
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Figura 18 — Grafica de distribucion normal de residuo

Tabla 15 — Resumen del modelo

S R-cuad. | R-cuad. (ajustado) | R-cuad.(pred)

35.5852 99.79% 99.71% 99.53%

Tabla 16 — Anélisis de varianza (Anova) de los promedios de los polifenoles totales
PFT (mg EAG/100 g b.s) entre el tipo de solvente y la relacion materia prima
solvente mediante el método soxhlet en caliente

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F Valor p
Solvente 1 4056985 4056985 3203.79 0.000
Relacion materia 1 8778 8778 6.93 0.030
prima solvente
Solvente*Relacion
materia prima 1 755309 755309 596.47 0.000
solvente
Error 8 10130 1266
Total 11 4831203
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Tabla 17 — Comparaciones por parejas de Tukey: Solvente*Relacion materia prima
solvente

Solvente*Relacién

Tratamientos . )
materia prima solvente

N Media Agrupacion

T2 Etanol 75% 1/20 3 4806,76 | A

T1 Etanol 75% 1/15 3 4359,09 B

T3 Metanol 80% 1/15 3 3697,96 C

T4 Metanol 80% 1/20 3 3142,10 D

Anexo 4 — Andlisis estadistico de resultados de capacidad antioxidante por el método
soxhlet

Grafica de probabilidad de RESI1

Mormal

Media 4,357995E-13
Deswv.Est. 12,60

1 N 12
@ AD 034
Walor p 0,430

Porcentaje
B558%338

-30 -20 -10 0 10 20 20
RESI1

Figura 19 — Gréfica de distribucion normal de residuo

Tabla 18 — Resumen del modelo

S R-cuad. R-cuad. (ajustado) R-cuad. (pred)
14.7747 99.88% 99.84% 99.73%
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Tabla 19 — Analisis de varianza (Anova) de los promedios de la capacidad antioxidante
CA (ng ET/g b.s) entre el tipo de solvente y la relacion materia prima solvente mediante
el método soxhlet en caliente

Fuente GL | SCAjust. | MC Ajust. | Valor F | Valorp
Solvente 1 34990 34990 160.29 0.000
Relacion materia prima 1 | 1426476 | 1426476 | 6534.68 | 0.000
solvente
< — -
Solventg Relacion materia 1 17515 17515 80.24 0.000
prima solvente
Error 8 1746 218
Total 11 1480727

Tabla 20 — Comparaciones por parejas de Tukey: Solvente*Relacion materia prima

solvente
Tratamientos Solvente*relacion N | Media | Agrupacion
materia prima solvente
T4 Metanol 80% 1/20 3 272579 | A
T2 Etanol 75% 1/20 3 | 2541,39 B
T3 Etanol 80% 1/15 3 |1959,83
T1 Etanol 75% 1/15 3 |1928,24
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Anexo 5 — Analisis estadistico de resultados de polifenoles totales por el método
maceracion pasiva

Porcentaje
5888338

-
n o

-75

Grafica de probabilidad de

Normal
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Figura 20 — Grafica de probabilidad de residuos

Tabla 21 — Resumen del modelo

S

R-cuad.

R-cuad. (ajustado)

R-cuad. (pred)

32,6089

99,65%

99,49%

99,22%

Tabla 22 — Anadlisis de varianza (Anova) de los promedios de los polifenoles totales
PFT (mg eag/100 g b.s) entre el tipo de solvente, la relacion materia prima solvente y
tiempo de maceracion en el método de maceracion pasiva

Fuente GL | SC Ajust. [MC Ajust.| Valor F |Valor p
Solvente 1 | 4457739 | 4457739 | 4192,20 | 0,000
RMPS 1 2110499 | 2110499 | 1984,78 | 0,000
Tiempo 2 339237 169618 159,51 0,000
Solvente*RMPS 1 25 25 0,02 0,879
Solvente*Tiempo 2 47943 23972 22,54 0,000
RMPS*Tiempo 2 303770 151885 142,84 0,000
Solvente*RMPS*Tiempo 2 49794 24897 23,41 0,000
Error 24 25520 1063
Total 35 | 7334527
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Tabla 23 — Comparaciones por parejas de Tukey: Solvente*Relacion materia prima
solvente*Tiempo de maceracion

Tratamiento | Solvente*Relacion materia | N | Media Agrupacion
prima solvente*Tiempo
T5 Etanol 75% 1/20 6 dias 3 (5138,24 | A
T6 Etanol 75% 1/20 9 dias 3 | 4803,12
T4 Etanol 75% 1/20 3 dias 3 474119
T2 Etanol 75% 1/15 6 dias 3 | 4465,63
T11 Metanol 80% 1/20 6 dias 3 | 4464,36
T3 Etanol 75% 1/15 9 dias 3 |4413,73
T1 Etanol 75% 1/15 3 dias 3 | 4345,43
T12 Metanol 80% 1/20 9 dias 3 | 4070,96 E
T10 Metanol 80% 1/20 3 dias 3 | 4030,89 E
T7 Metanol 80% 1/15 3 dias 3 |3848,21 F
T8 Metanol 80% 1/15 6 dias 3 13676,10 G
T9 Metanol 80% 1/15 9 dias 3 13594,14 G

Anexo 6 — Andlisis estadistico de resultados de capacidad antioxidante por el método
maceracion pasiva

Grafica de probabilidad de RESI

Normal

Media 4,547474E-13
Daswy Est. 12,04
N 38
AD 0,639
Valor p 0,088

Porcentaje
sE833 8

RESI1

Fiaura 21 — Grafica de distribucién normal de residuo
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S R-cuad.

R-cuad.(ajustado)

R-cuad.(pred)

14,5434 99,88%

99,82%

99,72%

Tabla 25 — Analisis de varianza (anova) de los promedios de la capacidad
antioxidante (ug ET/g b.s) entre el tipo de solvente, la relacion materia prima
solvente y tiempo de maceracion en el método de maceracion pasiva

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Solvente 1 3778 3778 17,86 0,010
RMPS 1 559989 559989 | 2647,57 | 0,000
Tiempo 2 5541 2770 13,10 0,000
Solvente*RMPS 1 1798 1798 8,50 0,000
Solvente*Tiempo 2 52321 26160 123,68 | 0,000
RMPS*Tiempo 2 3512478 1756239 |8303,32 | 0,000
Solvente*RMPS*Tiempo 2 4736 2368 11,20 0,000
Error 24 5076 212
Total 35 4145717

Tabla 26 — Comparaciones por parejas de tukey: Solvente*Relacién materia prima

solvente*Tiempo

Tratamientos Sglxm;e:jiiigr]rg;tggia N Media Agrupacion
T10 Metanol 80% 1/20 3 dias 3 2722,38 | A
T12 Metanol 80% 1/20 9 dias 3 2659,77 B
T4 Etanol 75% 1/20 3 dias 3 2605,13
T6 Etanol 75% 1/20 9 dias 3 2593,75
T11 Metanol 80% 1/20 6 dias 3 2578,95
T5 Etanol 75% 1/20 6 dias 3 2545,94
T1 Etanol 75% 1/15 3 dias 3 1992,27 E

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru




MICAELA BASTIDAS
—

- 76 de 83 -
T2 Etanol 75% 1/15 6 dias 3 1960,68 ElF
T9 Metanol 80% 1/15 9 dias 3 1956,41 E|F
T3 Etanol 75% 1/15 9 dias 3 1952,14 ElF
T7 Metanol 80% 1/15 3 dias 3 1925,68 F
T8 Metanol 80% 1/15 6 dias 3 1888,11

Anexo 7 — Analisis estadistico de resultados de polifenoles totales por el método soxhlet

en caliente y maceracion pasiva
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Figura 22 — Gréfica de distribucién normal de residuo

Tabla 27 — Anélisis de Varianza (ANOVA) de los promedios de los Polifenoles totales
PFT (mg EAG/100 g b.s) entre los métodos de extraccion Soxhlet en caliente y

maceracion pasiva

Fuente GL |SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F |Valor p
Metodo de extraccion 1 1133296 | 1133296 | 1079.79 | 0,010
Tipo de solvente 1 | 5384273 | 5384273 |5130.05 | 0,000
RMPS 1 686149 686149 | 653.75 | 0,000
Metodo de extraccion*Solvente 1 278889 278889 265.72 | 0,000
Método de extraccion *RMPS 1 923214 923214 | 879.62 | 0,000
Solvente*RMPS 1 295625 295625 | 281.67 | 0,000
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Método de extraccion
Error 16 16793 1050
Total 23 | 9187955

Tabla 28 — Comparaciones por parejas de Tukey: Método de extraccion*Tipo de
solvente*Relacion materia prima solvente

Metodo de extracci_()n*'l_'ipo de N Media Agrupacion
solvente*Relacion materia prima-Solvente

Maceracion pasiva * Etanol 75 %* 1/20 3 |[5138.24| A

Soxhlet en caliente * Etanol 75 % *1/20 3 | 4806.76 B

Maceracion pasiva * Etanol 75 %* 1/15 3 | 4465.63 C

Maceracion pasiva * Metanol 80 % *1/20 3 | 4464.36

Soxhlet en caliente * Etanol 75 % *1/15 3 | 4359.09 D
Soxhlet en caliente* Metanol 80 % *1/15 3 |3697.96 E
Maceracion pasiva * Metanol 80 %* 1/15 3 [3676.10 E
Soxhlet en caliente * Metanol 80 % *1/20 3 |3142.10 F
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Anexo 8 — Analisis estadistico de resultados de capacidad antioxidante por el método
soxhlet caliente y maceracion pasiva.
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Figura 23 — Grafica de distribucion normal de residuo
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Tabla 29 — Andlisis de varianza (Anova) de los promedios de la capacidad
antioxidante entre los métodos de extraccién soxhlet en caliente y maceracion pasiva

Fuente GL |SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Meétodo de extraccion 1 2554 2554 13.55 0,002
Tipo de solvente 1 25149 25149 133.39 | 0,000
RMPS 1 2932382 | 2932382 | 15553.82 | 0,000
Método de extraccion *Solvente | 1 11226 11226 59.55 0,000
Meétodo de extraccion *RMPS 1 545 545 2.89 0,108
Solvente*RMPS 1 44463 44463 235.84 0,000
Mfg)odlsedrﬁe?(ér&cslson 1 562 562 2.98 0,104
Error 16 3017 189
Total 23 | 3019898
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Anexo 9 — Panel fotografico

Figura 25 — Picado de las hojas de Anccoripa
(Senecio canescens)
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Figura 26 — Extraccion de extractos por el
método Soxhlet en caliente

Figura 27 — Extraccion de extractos mediante el método
maceracion pasiva
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Figura 28 — Reaccion de acido gélico y folin

Figura 29 — Muestras patron listas para ser leidas en el
espectrofotometro
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Figura 30 — Preparacion de muestras para la
determinacion de capacidad antioxidante

Figura 31 — Muestras patron Trolox listas para ser leidas en el
espectrofotometro
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Figura 33 — Lecturas de las muestras en el espectrofotometro
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