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RESUMEN

Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don, conocida como “huamanpinta”, es una
especie vegetal empleada tradicionalmente en el Peru para el tratamiento de
diversas afecciones. A pesar de su uso medicinal, aun existe informacion limitada
respecto a la composicion y comportamiento de sus metabolitos bioactivos
durante los procesos de extraccion. Por ello, la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el efecto de dos métodos de extraccion, con agitacion y sin
agitacion, sobre el contenido de fenoles totales y sélidos totales en extractos
etandlicos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa. El estudio se desarrollé en el
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, bajo un enfoque descriptivo. Los
extractos se obtuvieron mediante maceracion durante 12, 24, 36, 48 y 60 horas.
El contenido de fenoles totales se determin0 mediante el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, mientras que los sélidos totales se
determinaron mediante un procedimiento gravimétrico. Los datos obtenidos fueron
sometidos a analisis de varianza (ANOVA) y a la prueba de comparaciones
multiples de Tukey. El mayor contenido de fenoles totales correspondi6 al extracto
de hojas obtenido mediante maceracion con agitacién durante 24 horas, con 13,72
mg EAG/L. En cuanto a los sdlidos totales, el valor méas elevado se obtuvo en las
hojas sometidas a agitacion durante 48 horas, alcanzando 22,44 g/L. Los
resultados evidenciaron que las condiciones de extraccion evaluadas influyeron
en el contenido de fenoles totales de las hojas, asi como en el contenido de sélidos
totales de hojas y flores. En consecuencia, las condiciones de maceracion deben
considerarse como un factor relevante para la obtencién de extractos de
Chuquiraga spinosa, particularmente cuando se busca optimizar la recuperacion
de compuestos fendlicos y sélidos totales.

Palabras clave: Chuquiraga spinosa, fenoles totales, solidos totales, extracciéon
etandlica, maceracion.
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l. INTRODUCCION
Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don es una especie arbustiva que puede alcanzar
aproximadamente de 0,4 a 1,2 m de altura y presenta una distribucién
principalmente andina en el Perl, donde se desarrolla entre los 2650 y 4500 m
s.n.m. (Tovar, 1952). Su uso forma parte de la medicina tradicional y comprende
el tratamiento de diferentes afecciones del sistema urinario y reproductivo, entre
ellas infecciones vaginales, procesos inflamatorios de origen renal y prostatico,
cancer de prostata e impotencia sexual. Asimismo, el andlisis fitoquimico de sus
partes aéreas ha permitido identificar diversos compuestos bioactivos en extractos
alcohdlicos, entre los cuales se encuentran flavonoides, compuestos fendlicos,

saponinas, alcaloides, taninos, terpenos y esteroides (Pérez-Chauca et al., 2020).

Las propiedades atribuidas a Chuquiraga spinosa también han motivado el uso de
sus tallos, hojas y flores con fines cicatrizantes, antiinflamatorios, diuréticos y
antisépticos, asi como para atender determinadas afecciones renales y hepaticas.
Por otro lado, estudios realizados empleando extractos metandlicos y acuosos de
las partes aéreas de la especie han demostrado actividad antioxidante y
antiinflamatoria mediante evaluaciones in vivo e in vitro, ademéas de un efecto
antifangico. Estas actividades se han relacionado con la composicion fendlica de
la especie, particularmente con la presencia de flavonoides y derivados de acidos
fendlicos (Condorhuaméan et al., 2019).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente presentes en
organismos vegetales y se caracterizan por presentar capacidad antioxidante.
Esta propiedad se relaciona con su participacion frente a los radicales libres y con

la reduccion de los efectos asociados al estrés oxidativo, proceso que puede



ocasionar alteraciones en biomoléculas necesarias para el funcionamiento
adecuado del organismo. A su vez, el estrés oxidativo ha sido relacionado con la
aparicion o progresion de diversas enfermedades, entre ellas diabetes,
aterosclerosis, cancer, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y
autoinmunes. Debido a su amplia distribucién en la naturaleza, estos metabolitos
pueden encontrarse en plantas y alimentos de origen vegetal, como cereales,
frutas y verduras, ademas de estar presentes en distintos 6rganos de las plantas,
entre ellos hojas, flores, tallos, frutos y raices (Abarca-Vargas & Petricevich, 2018).
A partir de estas consideraciones, la presente investigacion busca determinar la
relacion entre el método de extraccion empleado y el contenido de fenoles totales
obtenido durante diferentes tiempos de maceracion, con la finalidad de aportar
informacion que contribuya a optimizar la extraccion de estos compuestos a partir
de Chuquiraga spinosa. Para ello, se establecieron los siguientes objetivos:
Objetivo general
e Evaluar el efecto de dos métodos de extraccion en el contenido de fenoles
y sélidos totales de extractos etandlicos obtenidos de hojas y flores de
Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don.
Objetivos especificos
o Determinar el efecto de dos métodos de extraccién con y sin agitaciéon por
12, 24, 36 y 48 horas en el contenido de fenoles totales de extractos
etandlicos obtenidos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D.
Don.
e Determinar el contenido de sélidos totales por dos métodos de extraccion,
con y sin agitacion por 12, 24, 36, 48 y 60 horas de extractos etandlicos
obtenidos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Malpica et al. (2024) estudiaron tres alternativas para la obtencién de extractos a
partir de hojas de Plectranthus amboinicus: extraccién convencional con agitacion,
extraccion mediante bafio de ultrasonido y extraccién asistida con sonda
ultrasonica. En cada procedimiento se analizaron el rendimiento de extraccion, el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante; adicionalmente, se
realizé un seguimiento de la estabilidad de los compuestos fendlicos durante el
almacenamiento. La cuantificacion de fenoles totales se efectu6 mediante el
método de Folin-Ciocalteu. Entre los tratamientos evaluados, el empleo de la
sonda ultrasonica permitié alcanzar un rendimiento 33,93 % superior al obtenido
mediante el procedimiento convencional con agitacion. Por su parte, el mayor
contenido de fenoles totales correspondié al bafio de ultrasonido, con 10,32 mg
EAG/g ms, mientras que la actividad antioxidante mas elevada se registré con el
método convencional, alcanzando 19,43 mg ET/g ms. Durante el periodo de
almacenamiento, los compuestos fendélicos conservaron su estabilidad hasta los

34 dias, sin observarse diferencias significativas (p = 0,05).

Sakdasukon y Thanachasai (2022) analizaron la influencia de la agitacion sobre
la recuperacion de compuestos bioactivos presentes en el pericarpio maduro de
Wodyetia bifurcata. Para ello, se contrastaron procedimientos de extraccion
realizados bajo condiciones con y sin agitacion, considerando como variables de

evaluacion el rendimiento, el contenido de fenoles totales y flavonoides, asi como



la actividad antioxidante, determinadas mediante técnicas espectrofotométricas.
El empleo de agitacion produjo un incremento significativo (p < 0,05) tanto en el
rendimiento de extraccion como en la cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides recuperados, acompafiado de una mayor actividad antioxidante. Los
autores también observaron que una mayor velocidad de agitacion favorecia la

extraccion de estos compuestos.

Mediante un disefio experimental, Valdez et al. (2022) establecieron las
condiciones més favorables para la extraccion por maceracion de Nephelium
lappaceum. El procedimiento permitio alcanzar un nivel de deseabilidad de 97,10
%, valor proximo al optimo esperado. Las condiciones que presentaron el mejor
desempefo comprendieron un tamafio de particula de 0,5 mm, el uso de la
variedad amarga, la aplicacion de agitacion y una solucion hidroalcohélica al 80
%. Por otro lado, el tiempo de extraccibnh no mostr6 una influencia
estadisticamente significativa sobre el proceso. En cuanto a las caracteristicas
fisicoguimicas evaluadas, se encontraron diferencias significativas en parametros

como el pH y el contenido de solidos totales.

Durante un afio se realizé el seguimiento de la estabilidad de extractos etandlicos
al 70 % elaborados a partir de hojas de Spondias mombin, manteniéndolos a
temperatura ambiente. El material vegetal fue recolectado en distintas etapas de
su ciclo de vida y posteriormente sometido a un proceso de maceracion. La
caracterizacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion permitié
identificar al acido gdlico y derivados de la quercetina como los componentes
predominantes. Asimismo, se determinaron diferentes parametros fisicoquimicos,
entre ellos pH, densidad relativa, sélidos totales y contenido de fenoles y
flavonoides. Los resultados mostraron que el extracto mantuvo un comportamiento

estable a lo largo del periodo evaluado (Pérez-Portero et al., 2021).

Benitez-Benitez et al. (2019) estudiaron la obtencién de extractos etandlicos de
Scutellaria incarnata y Justicia pectoralis mediante maceracion bajo condiciones
con y sin agitacién. Se consideraron ademas dos formas de preparacion del
material vegetal: entero y molido, y cinco periodos de extraccion: 6, 12, 24, 48 y
92 horas. La combinacién de material molido con agitacién y un tiempo de 48
horas permitié alcanzar los mayores rendimientos, estableciéndose este periodo

como el tiempo Optimo bajo las condiciones evaluadas. Para el tratamiento



estadistico de los resultados se empled un disefio de bloques completos al azar

con arreglo factorial, mediante andlisis de varianza (ANOVA).

A partir de hojas y flores de Chuquiraga jussieui, Ortiz (2017) obtuvo extractos
mediante maceracion utilizando solventes acuosos y etandlicos, con el proposito
de evaluar sus principios activos y posteriormente estudiar algunas de sus
propiedades bioldgicas. Los extractos obtenidos fueron sometidos a un proceso
de secado por aspersion y, posteriormente, se evaluaron in vitro sus actividades
antiinflamatoria, citotoxica y antioxidante. Entre los tratamientos analizados, el
extracto hidroalcohdlico elaborado con hojas secadas al sol presentd los

resultados mas favorables, lo que permitié destacar su potencial biologico.

En una investigacibn sobre la recuperacibn de compuestos fendlicos de
Chuquiraga jussieui, se estudiaron diferentes condiciones para la extraccion
sélido-liquido empleando un medio acuoso. Para los ensayos se utiliz6 material
vegetal seco y previamente molido, mientras que la cuantificacion de fenoles
totales se efectu6 mediante el método de Folin-Ciocalteu. Los resultados
permitieron establecer que factores como la concentracion del material vegetal y
el tiempo de contacto ejercen una influencia significativa sobre la extraccion de

compuestos fendlicos (Duefias et al., 2016).

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Solis et al. (2023) caracterizaron fitoquimicamente macerados elaborados a partir
de hojas y flores de Chuquiraga spinosa. Para su preparacion se empled pisco
como solvente, manteniendo el material vegetal a 20 °C durante 30 dias bajo un
disefio experimental. En el macerado obtenido de las hojas se identificaron
alcaloides, fitoesteroles, taninos y flavonoides, hallazgos que respaldan su posible
utiidad en aplicaciones relacionadas con procesos inflamatorios y
cardiovasculares. En contraste, las flores mostraron una capacidad antioxidante

superior a la registrada en las hojas.

La conservaciéon de los compuestos fendlicos y de la capacidad antioxidante
durante el almacenamiento fue estudiada por Flores-Aguilar y Flores-Rivera
(2018) en bebidas funcionales formuladas con maiz morado y Uncaria tomentosa.
Durante 86 dias, las bebidas fueron almacenadas a 4 y 18 °C, bajo condiciones
protegidas de la luz, y se realiz6 el seguimiento de las antocianinas, los fenoles
totales y la capacidad antioxidante. Los resultados indicaron que tanto el contenido

de fenoles totales como la actividad antioxidante permanecieron estables durante



el periodo de evaluacion, sin depender de la temperatura de almacenamiento.
Ademas, las formulaciones conservaron niveles adecuados de antocianinas y

presentaron una buena aceptacion sensorial.

Sanchez y Anicaina (2015) analizaron extractos etandlicos de hojas y flores de
Chuquiraga spinosa con el propésito de determinar su contenido de polifenoles
totales y su actividad antioxidante in vitro. La extraccion se realizé mediante
maceracion con etanol al 96 % durante siete dias, mientras que la cuantificacion
de los compuestos fendlicos se efectu6 mediante el método de Folin-Ciocalteu.
En ambas estructuras vegetales se identificaron flavonoides, taninos y alcaloides.
Sin  embargo, las flores presentaron un contenido de polifenoles
considerablemente mayor que las hojas, con valores de 354,2 + 1,9 mg EAG/g de

extractoy 51,8 + 1,27 mg EAG/g, respectivamente.

2.2. Basesteodricas

2.2.1. Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don.

Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don es una especie perteneciente a la familia
Asteraceae, grupo botanico que comprende aproximadamente 250 géneros y
1590 especies, entre las que predominan formas herbaceas, arbustivas y
subarbustivas. La especie recibe diferentes denominaciones de acuerdo con la
region, entre ellas “huamanpinta”, “huancapita” y “qari sirwi” (Pérez-Chauca et al.,
2020).

2.2.1.1. Clasificacion sistematica de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don
La posicion taxonémica de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don, segun el sistema

de clasificacién de Cronquist (1988), es la siguiente:

Reino . Plantae

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase . Asteridae

Orden . Asterales

Familia . Asteraceae

Género : Chuquiraga

Especie : Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don

Nombre comin  “Huamanpinta” o “Qari sirwi”
Nota. La identificacién taxon6mica se sustenta en la constancia presentada en el

Anexo 1.



2.2.1.2. Habitat y distribucion geografica

El género Chuquiraga presenta una distribucion restringida al continente
sudamericano y se extiende por diferentes sectores de la cordillera de los Andes,
alcanzando desde Colombia hasta el extremo austral de la Patagonia Argentina.
En el territorio peruano, C. spinosa se localiza principalmente en sectores
altoandinos de las regiones centro y sur, donde se registra entre los 2650 y 4500
m s.n.m. (Tovar, 1952).

En Ayacucho, la presencia de esta especie ha sido registrada en localidades como
Quinua, Chiara, Vinchos y Cangallo. Su desarrollo se asocia con ambientes de
relieve accidentado y suelos pedregosos, particularmente en el bosque humedo
montano subtropical. También puede encontrarse en areas de transicion hacia el
paramo muy humedo subandino subtropical (Sanchez & Anicaina, 2015).

2.2.1.3. Descripcién botanica

Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don presenta habito arbustivo y alcanza una
altura de 0,4 a 1,2 m. Su tallo es ramoso y las ramas superiores presentan
pubescencia fina; ademas, posee espinas axilares amarillentas cuya longitud varia
entre 7y 18 mm. Las hojas, de 4,5 a 20 mm de longitud y 2,6 a 5 mm de ancho,
son alternas y sésiles, con forma évalo-lanceolada. Asimismo, se caracterizan por
ser uninervadas, coriaceas y lustrosas, con margen entero y apice espinoso.

Las estructuras reproductivas se disponen en capitulos de 9 a 14 flores,
generalmente solitarios, terminales o axilares y de condicién sésil. El involucro
presenta una altura de 32 a 45 mmy un diametro de 12 a 24 mm, y esta constituido
por bracteas de tonalidad rojo-anaranjada. Las flores son amarillas y tienen una
longitud de 19 a 22 mm, mientras que el limbo termina en cinco lébulos.

El fruto corresponde a un aquenio de 3 a 4 mm de longitud y 1,9 a 2,2 mm de
ancho. Este presenta pelos ascendentes rigidos de color blanco, ademas de pelos
plumosos amarillentos cuya longitud oscila entre 13 y 20 mm. En el Perd, la
especie se encuentra principalmente en ambientes andinos situados entre los
2650 y 4500 m s.n.m. (Tovar, 1952).

2.2.1.4. Composicion quimica

Los estudios fitoquimicos realizados en las partes aéreas de Chuquiraga spinosa
han permitido identificar diferentes grupos de metabolitos a partir de extractos
alcohdlicos e hidroalcohélicos. Entre los compuestos reportados se encuentran
flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas, alcaloides, taninos, terpenos,

esteroides y acetofenonas. Asimismo, el andlisis del aceite esencial de estas



estructuras vegetales permitio identificar aproximadamente 70 componentes,
entre los cuales destacan p-hidroxiacetofenona, p-metoxiacetofenona, linalool, a-
terpineol, nonanal, apiol, pulegona, -humuleno, a-curcumeno, cupareno y
espatulenol (Pérez-Chauca et al., 2020).

En cuanto a su composicién mineral, Sullca (2019) reporté en muestras secas de
Chuquiraga spinosa la presencia de potasio, calcio, fésforo, azufre y silicio, con
concentraciones de 3,22 %, 4,37 %, 0,68 %, 0,69 % y 2,35 %, respectivamente.
2.2.1.5. Etnoboténica

La importancia etnobotanica de Chuquiraga spinosa, conocida como
“huamanpinta”, se encuentra vinculada principalmente con su uso tradicional en
comunidades altoandinas del Pera. En este contexto, las hojas y flores constituyen
las estructuras mas empleadas y suelen utilizarse para preparar infusiones o
decocciones. A estas preparaciones se les atribuyen propiedades
antiinflamatorias, diuréticas y cicatrizantes, ademas de su utilizacion tradicional
frente a afecciones del sistema urinario y reproductor, incluidos algunos trastornos
relacionados con la préstata (Sanchez & Anicaina, 2015; Bussmann & Sharon,
2006).

El empleo tradicional de esta especie constituye parte de un conocimiento
transmitido entre generaciones, en el que las practicas medicinales mantienen una
relacién estrecha con los recursos de la biodiversidad y con el contexto cultural de
las comunidades andinas. Por ello, C. spinosa representa no solo un recurso
empleado en la medicina tradicional, sino también una especie asociada con la
preservacion de conocimientos etnobotanicos locales (Bussmann & Sharon,
2006).

El uso medicinal de Chuquiraga spinosa también ha sido registrado en distintos
paises de la regidon andina y sudamericana, entre ellos Argentina, Bolivia, Chile,
Colombia, Ecuador y Peru. Las partes aéreas suelen prepararse mediante infusién
o decoccion, ya sea como Unico componente 0 junto con otras especies
medicinales. Para estas preparaciones se han descrito cantidades de 5 a 10 g de
hojas y flores por litro de agua, con un periodo de ebullicion de tres a cinco
minutos. Su administracion tradicional corresponde aproximadamente a tres tazas
diarias durante un periodo maximo de 15 dias (Pérez-Chauca et al., 2020).

La investigacion cientifica también ha aportado evidencia relacionada con algunos
de los usos atribuidos tradicionalmente a C. spinosa. Entre las actividades

biol6gicas descritas para la especie se encuentran efectos antioxidantes,



antiinflamatorios, antifngicos e inmunomoduladores, asi como posibles efectos
protectores asociados con el sindrome metabdlico y la hipercolesterolemia.
Asimismo, se ha investigado su potencial citotoxico frente a diferentes lineas
celulares de origen cancerigeno (Pérez-Chauca et al., 2020).

2.2.2. Fenoles

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de metabolitos
secundarios presentes principalmente en el reino vegetal. Desde el punto de vista
guimico, se caracterizan por presentar uno o0 mas anillos aromaticos que
contienen grupos hidroxilo (-OH) unidos directamente a su estructura. Pueden
encontrarse como moléculas libres o formando conjugados con otros
componentes, entre ellos azucares, acidos y lipidos. Esta diversidad estructural
comprende desde moléculas relativamente sencillas, como los acidos fendlicos,
hasta estructuras mas complejas, entre las que se encuentran flavonoides y
taninos (Dai & Mumper, 2010).

Los &cidos fendlicos representan uno de los principales grupos dentro de los
compuestos fendlicos y se caracterizan por incorporar grupos carboxilo en su
estructura, caracteristica relacionada con sus propiedades biologicas (Hu et al.,
2024). Se producen naturalmente en numerosas especies vegetales y forman
parte de la composicién de diferentes alimentos, entre ellos frutas, hortalizas,
raices y cereales.

Ademas de su importancia biolégica, los compuestos fendlicos participan en
algunas caracteristicas sensoriales de los alimentos, interviniendo en aspectos
como la coloracién, el sabor y la astringencia. Su relevancia nutricional se
relaciona, entre otros aspectos, con su capacidad antioxidante. Esta actividad
deriva de sus propiedades de 6xido-reduccion, que les permiten participar como
agentes reductores y donadores de hidréogeno, asi como intervenir en la
neutralizacion de especies reactivas y en la quelacién de determinados metales
(Soto, 2022).

2.2.2.1. Clasificacion de fenoles

Fenoles simples

Los fenoles simples comprenden estructuras que presentan dos o tres grupos
hidroxilo asociados al anillo aromatico. De acuerdo con la posicién que ocupan
estos grupos, pueden encontrarse configuraciones 1,2; 1,3; 1,4, asi como

estructuras con tres sustituyentes en las posiciones 1,3,5 o 1,2,3. Entre los



compuestos de este grupo se encuentran derivados del resorcinol, los cuales han

sido identificados en diferentes cereales (Soto, 2022).

OH OH OH OH OH
OH H OH OH
OH

CHgy

Catechol resorcinol hydroquinonc phloroglucinol 4-methylresorcinol

Figura 1.
Estructuras quimicas de los fenoles simples (Pefarrieta et al., 2014)

Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos pueden agruparse principalmente en acidos hidroxibenzoicos
y acidos hidroxicinamicos. Algunas caracteristicas estructurales influyen sobre su
capacidad antioxidante; entre ellas se encuentra el numero de grupos hidroxilo
presentes y la disposicion de la estructura que conecta el grupo carbonilo con el
anillo aromatico. Estos compuestos forman parte de diversos alimentos de origen
vegetal, como frutas, verduras y cereales. En términos generales, los acidos
hidroxicinamicos presentan una capacidad antioxidante superior a la de los acidos
hidroxibenzoicos (Soto, 2022).

La actividad antioxidante de estos compuestos esté relacionada con su capacidad
para reaccionar con radicales libres y especies reactivas de oxigeno, proceso en
el que intervienen los grupos hidroxilo de naturaleza fendlica. Ademas de esta
propiedad, se han descrito efectos antibacterianos y antiinflamatorios. Los
primeros se han asociado con alteraciones en la membrana de las células
bacterianas, mientras que los efectos antiinflamatorios se relacionan con la
modulacion de mediadores involucrados en la respuesta inflamatoria (Hu et al.,
2024).

Flavonoides

Los flavonoides corresponden a una de las principales familias de polifenoles
presentes en las plantas y participan de manera importante en la coloracion de
flores y frutos. Su denominacién deriva del término latino flavus, relacionado con
el color amarillo caracteristico de algunos de estos compuestos cuando se
encuentran en estado purificado.

En términos generales, los flavonoides presentan una estructura constituida por
tres anillos denominados A, B y C (Figura 2). Los anillos A y B poseen naturaleza

aromatica, mientras que el anillo C contiene un 4&tomo de oxigeno y corresponde
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a la porcion heterociclica de la molécula. El anillo A suele presentar grupos
hidroxilo en las posiciones 5y 7, mientras que el patrén de sustitucion del anillo B
puede variar e incluir estructuras mono-, orto-dihidroxiladas o vic-trihidroxiladas.
También pueden encontrarse grupos metoxi (-OCH;). Dependiendo de la
estructura del anillo C, este puede adoptar configuraciones correspondientes a
sistemas pirano, pirilio o pirona (Soto, 2022).

"-a../o“

HO - .._H_ ‘___._,_..
AT
Rr
. !1
Figura 2.
Estructura base de flavonoides (Pefarrieta et al., 2014)

Antocianidinas

Las antocianidinas pertenecen al grupo de los flavonoides y presentan como
caracteristica estructural un cation flavilio. Generalmente, incorporan ademas un
grupo hidroxilo en la posicibn 3 del anillo C, caracteristica que permite
diferenciarlas de otros miembros de esta familia (Figura 3). Son responsables de
diversas tonalidades observadas en estructuras vegetales, que pueden variar
desde rojo y anaranjado hasta azul, violeta y morado. La expresion de estas
coloraciones esta condicionada por factores como el pH, la interaccién con iones

metalicos y la combinacion de diferentes antocianidinas (Soto, 2022).

H pelargonidin

Figura 3.
Estructura quimica de antocianidinas (Pefarrieta et al., 2014)
Antocianinas
Las antocianinas corresponden a formas glucosiladas de las antocianidinas. En
estas moléculas, el componente azucarado —frecuentemente glucosa— se
encuentra unido al grupo hidroxilo ubicado en la posicién 3 del anillo C (Figura 4).
Debido a esta caracteristica, presentan una amplia distribucién en alimentos

vegetales y participan en la coloracién caracteristica de numerosas flores y frutos.
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Tanto las antocianinas como las antocianidinas han despertado interés debido a
sus propiedades antioxidantes y a su posible participacion en efectos beneficiosos
para el organismo. Entre estos se encuentran aguellos relacionados con la
proteccién frente a alteraciones asociadas al estrés oxidativo, incluyendo

enfermedades cardiovasculares y cancer (Soto, 2022).
OH

OH

Figura 4.

Antocianina 3-glucésido (Pefarrieta et al., 2014)
Estilbenos
Los estilbenos constituyen un grupo de compuestos fendlicos que se encuentran
generalmente en concentraciones reducidas en la alimentacion humana. Dentro
de este grupo destaca el resveratrol, compuesto ampliamente investigado debido
a las propiedades biologicas que se le atribuyen, entre ellas efectos
anticancerigenos, antiinflamatorios y cardioprotectores. Puede encontrarse en
diferentes fuentes naturales, como cacahuates, determinadas especies arbéreas
y plantas con flores (Soto, 2022).
La actividad antioxidante constituye otra de las propiedades descritas para los
estilbenos, debido a su capacidad de reaccionar con radicales libres y contribuir a
la disminuciébn de procesos relacionados con el estrés oxidativo. Esta
caracteristica ha generado interés en relaciéon con su posible participacion en la
prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles (Dai & Mumper, 2010).
Lignanos
Los lignanos constituyen un grupo de compuestos fendlicos que pueden presentar
diferentes configuraciones espaciales, incluyendo formas enantioméricas. Su
diversidad estructural permite la existencia de numerosas variantes quimicas. En
las plantas comestibles pueden encontrarse tanto en forma libre como asociados

a moléculas de azucar.
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Entre las fuentes alimentarias con mayor contenido de lignanos destaca la linaza.
También se han identificado en fibra dietética, semillas oleaginosas, vegetales,
nueces, ajo, frutas, aceite de oliva, vino y bebidas como té y cerveza. El café
contiene cantidades menores de estos compuestos (Soto, 2022).

Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles cuyo peso molecular puede
situarse aproximadamente entre 500 y 3000 Da. Su estructura se caracteriza por
presentar numerosos grupos hidroxilo y otros grupos funcionales, lo que favorece
su interacciébn con diferentes moléculas. Una de sus propiedades mas
caracteristicas es la capacidad de formar complejos y precipitar proteinas, entre
ellas las glucoproteinas presentes en la saliva. Este fendmeno disminuye la
lubricacién de la cavidad oral y contribuye a la sensacién de astringencia
caracteristica de determinados alimentos vegetales.

Estos compuestos también presentan facilidad para experimentar procesos de
oxidacion en presencia de determinados metales, cloruro férrico o enzimas
vegetales, pudiendo ocasionar cambios de coloracién y oscurecimiento de las
soluciones. Los taninos se encuentran en alimentos como peras, uvas, manzanas,
duraznos, castafias y avellanas, y también se les ha atribuido actividad
antimicrobiana (Soto, 2022).

2.2.2.2. Importancia

Los compuestos fendlicos cumplen diversas funciones en las plantas, entre ellas
la participacion en mecanismos de proteccion frente a factores ambientales y
biolégicos. Su produccion puede incrementarse como respuesta a situaciones de
estrés ocasionadas, por ejemplo, por radiacion ultravioleta, presencia de
patdgenos o herbivoros. La cantidad de estos metabolitos no es constante, debido
a que puede estar condicionada tanto por caracteristicas genéticas como por
factores ambientales. En consecuencia, variables relacionadas con el cultivar, las
condiciones del lugar de crecimiento y las practicas agronémicas pueden generar
diferencias en su concentracion, incluso entre 6rganos de una misma especie
vegetal (Pandey & Rizvi, 2009; Miklav¢ic¢ et al., 2025).

El interés por estos compuestos también se relaciona con su actividad
antioxidante. Los fendlicos pueden intervenir en procesos de neutralizacion de
radicales libres y otras especies reactivas, contribuyendo al control del estrés

oxidativo. Debido a esta propiedad, han sido objeto de investigacion en relacion
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con enfermedades croénicas, entre ellas el cancer, la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Pandey & Rizvi, 2009).

Su distribucion en las plantas es amplia y pueden formar parte de diferentes
6rganos vegetales. Asimismo, constituyen componentes habituales de numerosos
alimentos y bebidas de origen vegetal, como frutas, verduras, cereales,
legumbres, té, café, cerveza y vino. Ademas de su importancia biologica,
intervienen en determinadas caracteristicas sensoriales de estos productos,
particularmente en atributos como el amargor y la astringencia (Dai & Mumper,
2010).

La importancia de los compuestos fendlicos también se relaciona con la diversidad
de actividades biologicas que se les atribuyen. Entre ellas se encuentran efectos
antioxidantes, antidiabéticos, anticancerigenos, antiinflamatorios, analgésicos,
vasodilatadores, antihipertensivos, antimicrobianos y antialérgicos, lo que ha
incrementado el interés por su estudio y por sus posibles aplicaciones en la
prevencion y el manejo de diferentes enfermedades (Abarca-Vargas & Petricevich,
2018).

2.2.2.3. Métodos de cuantificacion de fenoles

El contenido de fenoles totales en materiales y extractos vegetales puede
determinarse mediante diferentes procedimientos analiticos. Entre los métodos
espectrofotométricos mas utilizados se encuentra el ensayo con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. El fundamento de esta técnica radica en la reaccion de sustancias
con capacidad reductora con el complejo constituido por molibdeno y tungsteno,
generandose una coloracion azul cuya intensidad puede ser medida
espectrofotométricamente. Los resultados suelen expresarse como equivalentes
de &cido galico (EAG), utilizando una curva de calibracion elaborada con este
compuesto como patrén (Singleton et al., 1999).

Para una caracterizacibn mas especifica también pueden emplearse técnicas
cromatogréficas. La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permite
separar, identificar y cuantificar diferentes compuestos fendélicos de manera
individual, mientras que la cromatografia de gases (GC) puede utilizarse para la
separacion e identificacion de determinados compuestos fenélicos, especialmente
aquellos que presentan caracteristicas adecuadas para este tipo de analisis
(Khoddami et al., 2013).
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2.2.3. Métodos de extraccion de metabolitos secundarios

La obtencién de metabolitos secundarios a partir de material vegetal puede
realizarse empleando muestras frescas, congeladas o0 previamente
deshidratadas. Antes de efectuar la extraccion, la materia prima suele someterse
a operaciones destinadas a reducir su tamafio y favorecer la interaccion con el
disolvente, como trituracién, molienda y homogeneizacién. Dependiendo del
procedimiento, estas operaciones pueden estar precedidas por procesos de
secado convencional o liofilizacion (Dai & Mumper, 2010).

La eleccién de las condiciones de extraccion constituye una etapa importante, ya
que variables como el tipo de disolvente, el tiempo de contacto, la temperatura y
las caracteristicas de la materia prima pueden modificar la cantidad y naturaleza
de los compuestos recuperados. Asimismo, el disolvente empleado debe
presentar propiedades compatibles tanto con los analitos de interés como con el
procedimiento analitico posterior. Entre las caracteristicas deseables se
encuentran una adecuada capacidad de extraccion, estabilidad quimica, baja
toxicidad y facilidad de eliminacion cuando el procedimiento lo requiera (Arceusz
et al., 2013).

Entre los disolventes empleados con mayor frecuencia para la extraccion de
metabolitos vegetales se encuentran el metanol, etanol, acetona y acetato de etilo,
ademas de las mezclas de estos compuestos con agua. La seleccidon del
disolvente depende principalmente de la polaridad y de las caracteristicas
fisicoguimicas de las sustancias que se pretende recuperar (Arceusz et al., 2013).
De acuerdo con el tipo de procedimiento utilizado, las técnicas de extraccion
pueden agruparse en métodos convencionales y no convencionales (Cumbicos,
2021).

2.2.3.1. Convencionales

Dentro de los procedimientos convencionales empleados para obtener extractos
vegetales se encuentran la maceracion, la percolacion, la infusion y la extraccion
Soxhlet.

La maceracion (MC) consiste en mantener el material vegetal en contacto con un
disolvente dentro de un recipiente cerrado durante un periodo determinado,
generalmente bajo condiciones de temperatura ambiente. La eficiencia del
procedimiento esta condicionada por las caracteristicas de la materia prima y por

las propiedades del disolvente seleccionado (Cumbicos, 2021).
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En la percolacién (PR), el disolvente atraviesa de manera continua el material
vegetal contenido en un equipo denominado percolador, favoreciendo la
transferencia de los componentes solubles hacia el liquido de extraccion. En
cambio, la infusion (1) utiliza agua caliente o en ebullicion para establecer contacto
con el material vegetal y favorecer la solubilizacion de sustancias hidrosolubles
(Cumbicos, 2021).

La extraccion Soxhlet (ES) emplea un sistema de extraccion continua en el que el
disolvente se calienta, posteriormente se condensa y entra nuevamente en
contacto con la muestra. Este ciclo se repite durante el procedimiento, permitiendo
mantener una extraccion prolongada de los componentes solubles presentes en
el material vegetal (Cumbicos, 2021).

2.2.3.2. No convencionales

Los métodos no convencionales comprenden procedimientos desarrollados para
incrementar la eficiencia de extraccion y, en determinados casos, reducir el
tiempo, consumo de disolventes o requerimientos energéticos del proceso. Entre
ellos se encuentran la hidrodestilacion, las técnicas asistidas por microondas, la
extraccion con fluidos supercriticos y la extraccion asistida por ultrasonido.

La hidrodestilacion (HD) se basa en el calentamiento del material vegetal en
presencia de agua, de modo que los componentes volatiles son transportados por
el vapor hasta un sistema de condensacién. Una variante de este procedimiento
es la hidrodestilacion asistida por microondas (HAM), en la cual la energia de
microondas contribuye al calentamiento de la matriz y permite disminuir el tiempo
requerido para la obtencion de los compuestos volatiles (Cumbicos, 2021).

La extraccién con fluidos supercriticos (EFS) emplea sustancias que se
encuentran bajo condiciones de presién y temperatura superiores a sus puntos
criticos. El dioxido de carbono constituye uno de los fluidos més utilizados para
este propésito, debido a que puede facilitar la recuperacién de determinados
compuestos bioactivos y posteriormente ser eliminado del extracto sin dejar
residuos significativos de disolvente (Cumbicos, 2021).

En la extraccién asistida por ultrasonido (EAU), las ondas ultrasonicas generan
fendmenos de cavitacion que favorecen la ruptura o permeabilizacion de
estructuras celulares y facilitan el contacto entre la matriz vegetal y el disolvente.
Esta técnica puede incrementar la transferencia de masa y reducir los
requerimientos de tiempo y disolvente, dependiendo de las condiciones

empleadas (Cumbicos, 2021).
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Por su parte, la extraccién asistida por microondas (EAM) utiliza radiacion de
microondas para favorecer el calentamiento de la matriz vegetal y del disolvente.
El incremento de temperatura facilita la liberacion de determinados compuestos y
puede contribuir a disminuir el tiempo de extraccién y la cantidad de disolvente
requerida. Estas caracteristicas han favorecido su aplicacién en la obtencion de
extractos con compuestos de interés funcional y antioxidante (Cumbicos, 2021).
2.2.4. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son preparaciones obtenidas mediante la transferencia de
sustancias solubles presentes en una matriz vegetal hacia un medio de extraccion
apropiado. Dependiendo de la parte de la planta utilizada, pueden emplearse
hojas, flores, raices, cortezas, frutos u otras estructuras. El proceso requiere
seleccionar un disolvente capaz de favorecer la solubilizaciéon de los componentes
de interés, por lo que pueden emplearse medios acuosos, organicos o mezclas de
ambos. Entre los metabolitos que pueden encontrarse en estos extractos se
incluyen compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides y terpenoides, entre otros
(Sasidharan et al., 2011).

2.2.4.1. Clasificacion de los extractos segln solvente

Una forma de clasificar los extractos vegetales es considerar la naturaleza del
disolvente utilizado durante su preparacion, debido a que la polaridad de este
influye en los compuestos que pueden ser extraidos.

Los extractos acuosos se preparan empleando agua como medio de extraccion y
favorecen principalmente la recuperacion de sustancias polares. Entre los
componentes que pueden ser extraidos mediante este tipo de disolvente se
encuentran determinados carbohidratos, proteinas solubles, taninos hidrosolubles
y algunos flavonoides. Ademas, las preparaciones acuosas tienen especial
importancia en la medicina tradicional debido a la facilidad de su elaboracion
(Sasidharan et al., 2011).

Los extractos hidroalcohélicos o metandlicos utilizan mezclas de agua con etanol
0 metanol. La combinacion de ambos componentes permite ampliar el intervalo
de polaridad del medio de extraccion y favorecer la recuperaciéon de diferentes
metabolitos, entre ellos acidos fendlicos, flavonoides y determinadas saponinas.
Debido a esta capacidad, estos sistemas son utilizados con frecuencia en
investigaciones fitoquimicas (Azwanida, 2015; Stalikas, 2007).

En contraste, los extractos obtenidos mediante disolventes de baja polaridad,

como hexano, cloroformo y éter de petroleo, se orientan principalmente hacia la
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recuperacion de sustancias lipofilicas. Entre los componentes susceptibles de ser
extraidos se encuentran aceites, terpenos, esteroides, clorofilas y determinados
alcaloides. Por ello, estos disolventes son particularmente Utiles cuando se busca
obtener fracciones de naturaleza lipidica o compuestos poco polares (Handa et
al., 2008).

2.2.5. Solidos totales

Los sdlidos totales representan la cantidad de material no volatil que permanece
en una muestra después de someterla a un proceso controlado de evaporacion y
secado. Este parametro permite estimar la cantidad total de sustancias solidas
presentes, incluyendo aquellas que se encuentran disueltas y, dependiendo del
procedimiento, las particulas suspendidas (Instituto de Investigaciones Marinas y
Costeras [INVEMARY], 2003).

2.2.6. Espectrofotometria

La espectrofotometria constituye una técnica instrumental utilizada para estudiar
la interaccion entre la radiacion electromagnética y la materia. En el analisis de
soluciones, permite determinar la cantidad de radiacion que una muestra absorbe
o transmite al ser atravesada por un haz de luz de determinada longitud de onda.
Para realizar estas mediciones se emplea un espectrofotometro, instrumento que
registra la intensidad de la radiacién antes y después de su interaccién con la
muestra. Las mediciones obtenidas pueden relacionarse con la concentracién del
analito mediante relaciones matematicas establecidas (Garcia, 2018).

2.2.6.1. Transmitanciay absorbancia

Cuando una radiacion de intensidad inicial (l,), atraviesa una solucién, una
fraccion de esta energia es absorbida por las sustancias presentes en la muestra
(la) y otra parte continta su recorrido hasta el detector (1I;). Por ello, la intensidad
incidente puede expresarse como la suma de las intensidades absorbida y
transmitida: 1o = la + I, (Abril et al., 2000).

e Transmitancia (T). La transmitancia corresponde a la proporcién existente
entre la intensidad de radiacion que atraviesa la muestra y alcanza el
detector (I;) y la intensidad de radiacién que incidié inicialmente sobre ella
(lo). Se expresa mediante:

T=1dlo
Y, cuando se expresa porcentualmente:
% T = (l/lo) x 100

18



La relacion entre la transmitancia y la concentracién no es lineal; esta
relacién puede expresarse mediante una funcién logaritmica (Abril et al.,
2000).

o Absorbancia (A). La absorbancia representa una medida de la radiacion
retenida por la muestra y se relaciona matematicamente con la transmitancia
mediante:

A=log l/T=-log T=-log It/ lo
Dentro del intervalo en el que se cumple la ley de Beer-Lambert, la
absorbancia presenta una relacion lineal con la concentracion del analito y
con la longitud del trayecto Optico recorrido por la radiacion a través de la
muestra (Abril et al., 2000).
2.2.6.2. Curvade calibracién
La curva de calibracion permite establecer la relaciébn entre la respuesta
instrumental y la concentracién conocida de un analito. Para su elaboracion se
preparan varias soluciones patrén con concentraciones diferentes y se determina
la absorbancia correspondiente bajo las mismas condiciones analiticas. Cuando
se trabaja mediante espectrofotometria, las lecturas se realizan a una longitud de
onda seleccionada, generalmente aquella en la que el analito o el producto de la
reacciéon presenta su maxima absorcion.
Los valores conocidos de concentracion se representan en el eje de las abscisas,
mientras que las absorbancias obtenidas se colocan en el eje de las ordenadas.
Dentro del intervalo en el que existe proporcionalidad entre ambas variables, se
obtiene una recta cuya ecuacién permite estimar la concentracion de muestras
desconocidas. Fuera de este intervalo puede perderse la linealidad, por lo que las
determinaciones deben realizarse dentro del rango de trabajo establecido (Abril et
al., 2000).
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[l MATERIALES Y METODOS
3.1. Descripcion de la zona de estudio
Laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.1.1. Ubicacio6n politica

Pais : Pera
Region : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

3.1.2. Ubicacién geogréafica
Ubicacion : Av. Independencia S/N, ciudad universitaria “los médulos”.

Coordenadas UTM  : Zona 18L, 583634 m E y 8549493 m N.
—— - s ‘ _

7

= =8 1 f = \ W2 ¢ 3 R, O (%) by 1 4
Figura 5. Ubicacion del Laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, Ayacucho—PerU. (elaboracion propia).
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3.2.  Poblaciéon y muestra

3.3. Poblacion

La poblacion de estudio estuvo constituida por ejemplares de Chuquiraga spinosa
(R. & P.) D. Don, conocida como “huamanpinta”, presentes en zonas aledafas al
distrito de Hualla, provincia de Victor Fajardo, departamento de Ayacucho, 2025.
3.4. Muestra

La muestra vegetal estuvo conformada por 4 kg de hojas y flores de Chuquiraga
spinosa (R. & P.) D. Don “huamanpinta”, recolectadas en zonas préximas al distrito
de Hualla, provincia de Victor Fajardo, departamento de Ayacucho, a una altitud
de 3341 m s.n.m.

3.5. Metodologia

3.5.1. Obtencidon y recoleccion de muestra

La recoleccion del material vegetal de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don,
denominada comunmente “huamanpinta”, se efectué en el distrito de Hualla,
provincia de Victor Fajardo, departamento de Ayacucho. El area de procedencia
correspondié a la zona UTM 18L, ubicada en las coordenadas 607094 m E y
8460252 m N, a una elevacion de 4319 m s.n.m. Una vez obtenida la muestra, el
material vegetal fue cortado en segmentos de aproximadamente 10 cm y
acondicionado en bolsas de papel, con la finalidad de mantenerlo en condiciones
apropiadas durante su conservacion y traslado.

Luego, el material recolectado fue llevado al Laboratorio de Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Biolédgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, instalacion en la que se desarrollaron las etapas de procesamiento y
los andlisis correspondientes.

3.5.2. Desinfecciény secado

Las muestras vegetales fueron sometidas a un proceso de desinfeccion mediante
una solucion diluida de hipoclorito de sodio al 0,05 %, seguido de un enjuague con
agua destilada para eliminar posibles residuos del desinfectante. Posteriormente,
el material vegetal (ramas con hojas y flores) se dispuso sobre papel en un
ambiente oscuro y seco para su presecado, completandose el proceso en estufa
a 40 °C por 12 horas.

Una vez secas, las hojas y flores fueron separadas manualmente y sometidas a
trituracion con el fin de incrementar el area de contacto soélido-solvente.

Seguidamente, el material obtenido fue tamizado para uniformizar el tamafio de
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particula y almacenado en condiciones adecuadas hasta su posterior uso. (Chilon

& Tingal, 2020)

3.5.3. Preparacion del extracto etandélico con agitacion y sin agitacion de
hojas y flores de Chuquiraga spinosa

Para obtener los extractos, se utilizaron 8 g de material vegetal, correspondientes

a hojas y flores de Chuquiraga spinosa. Cada muestra fue colocada en frascos

ambar previamente identificados mediante rotulacion. Posteriormente, se adiciond

etanol al 70 %, utilizando los voliumenes establecidos para cada tipo de material

vegetal, y se procedié a homogenizar la mezcla.

Los frascos destinados al tratamiento sin agitacion fueron almacenadas en un

ambiente oscuro y fresco, mientras que aquellas sometidas a agitacion fueron

agitadas de manera periddica durante intervalos de tiempo previamente

establecidos (12, 24, 36, 48 y 60 horas).

Transcurridos los tiempos de extraccion, las muestras fueron filtradas y los

extractos obtenidos se trasvasaron a placas de Petri, las cuales se llevaron a bafio

Maria a 60 °C hasta evaporacion total del solvente. Posteriormente, los residuos

secos fueron resuspendidos con metanol para su posterior andlisis. El

procedimiento general se resume en el Anexo 3, donde se presenta el flujograma

correspondiente.

3.5.4. Trasvasado y almacenamiento

La solucion resuspendida fue trasvasada a frascos de 30 mL previamente

rotulados para su adecuada identificacion. Posteriormente, los frascos fueron

almacenados en condiciones de refrigeracién a una temperatura de 4 °C hasta su

posterior analisis.

3.5.5. Determinacion del contenido de fenoles totales

3.5.5.1. Elaboracion de la curva de calibracion y de la curva espectral

Para establecer la curva de calibracion se prepararon seis soluciones patron de

acido galico en fiolas de 10 mL, con concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25y 30

mg/L, utilizando como punto de partida una solucién madre de 100 mg/L.

A cada una de las soluciones preparadas se incorporé 0,5 mL de reactivo de Folin-

Ciocalteu 1 N. Las mezclas fueron sometidas a agitacion durante 5 minutos.

Posteriormente, se agreg6 1,25 mL de carbonato de sodio al 20 % y se complet6

el volumen con agua destilada hasta alcanzar los 10 mL. Finalmente, las

soluciones permanecieron en reposo durante 1 hora, permitiendo el desarrollo de

la reaccion.
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a. Elaboracién dela curva espectral
Se realiz6 un barrido espectral mediante lecturas seriadas utilizando un
espectrofotdmetro UNICO 1200, con intervalos de 10 nm, en un rango
comprendido entre 500 y 760 nm. A partir de este andlisis se determiné la
longitud de onda de maxima absorbancia (Anax), la cual correspondié a 660 nm.
b. Elaboracion de la curva de calibracion
Una vez preparadas las diferentes concentraciones del estandar, se
determinaron  sus  respectivas  absorbancias = mediante  lecturas
espectrofotométricas realizadas a 660 nm. Los valores obtenidos fueron
utilizados para establecer la relacion entre la concentracion del estandar de
acido galico y la respuesta espectrofotométrica, a partir de la cual se obtuvo el
factor de calibracién empleado posteriormente en la cuantificacién de fenoles
totales.
3.5.5.2. Cuantificacion de fenoles totales en la muestra de C. spinosa
Previamente al andlisis, los extractos fueron sometidos a una diluciéon 1:5 con
etanol al 70 %. De cada solucion diluida se tomé una alicuota y se adicion6 0,25
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla fue agitada durante 5 minutos.
Posteriormente, se incorpor6 0,5 mL de carbonato de sodio al 20 % y se completd
el volumen utilizando etanol al 70 %. Las soluciones fueron mantenidas en reposo
durante 1 hora a temperatura ambiente, con el propdsito de permitir el desarrollo
de la reaccion.
Finalmente, se realiz6 la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 660
nmy el contenido de fenoles totales se determiné mediante la aplicacion del factor
de calibracién obtenido previamente. El procedimiento descrito se presenta de
manera esquematica en el Anexo 8.
3.5.6. Determinacion del contenido de solidos totales
Para determinar los sélidos totales, inicialmente se registré el peso de placas de
Petri de 60 mm de diametro, previamente limpias y secas. Posteriormente, se
colocaron 15 mL del extracto etandlico recién filtrado en cada una de las placas
previamente rotuladas.
Los extractos obtenidos a diferentes tiempos de maceracion fueron sometidos a
evaporacion en bafio Maria a 60 °C hasta la eliminacion total del solvente. Luego,
las placas se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante un tiempo

determinado. Finalmente, se efectud el pesaje de las placas con el residuo seco
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y, a partir de los valores obtenidos, se realizaron los calculos necesarios para
determinar el contenido de sélidos totales. La secuencia general del procedimiento
se presenta en el Anexo 11.

3.6. Anélisis de datos

Los resultados correspondientes al contenido de fenoles totales y sélidos totales
de las hojas y flores de Chuquiraga spinosa, obtenidos bajo los diferentes tiempos
de maceracion y condiciones de extraccion, fueron organizados y procesados
mediante Microsoft Excel 2016. Este programa se utilizé para efectuar los calculos
y elaborar las tablas y representaciones gréaficas de los resultados.

Para evaluar estadisticamente los datos se aplicé un andlisis de varianza
(ANOVA), considerando un nivel de confianza del 95 % y un criterio de
significancia de p < 0,05. El andlisis permiti6 determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre los métodos de extraccion y los diferentes
tiempos de maceracion.

Cuando se identificaron diferencias significativas, se aplicé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, con la finalidad de establecer entre qué

tratamientos se encontraban dichas diferencias.
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V. RESULTADOS

14.00 13.72

13.00

12.00 11.59
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10.00 9.67
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8.54
8.13 .
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12 horas 24 horas 36 horas 48 horas

H hoja C/A hoja S/A

Figura 5.
Promedio del contenido de fenoles totales en hojas de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta”, obtenidos mediante dos métodos de extraccion a diferentes

tiempos de maceracién, Ayacucho-2025.

Nota. ElI mayor contenido promedio de fenoles totales correspondio al extracto
etandlico de hojas sometido a 24 horas de maceracion con agitacion, alcanzando
13,72 mg EAG/L. En segundo lugar, se ubicé el tratamiento de 24 horas sin
agitacion, cuyo promedio fue de 11,59 mg EAG/L. La diferencia observada entre
ambos tratamientos sugiere que, bajo las condiciones evaluadas, la aplicacién de
agitacion durante la maceracion favorecié la recuperaciéon de compuestos

fendlicos a las 24 horas de extraccion.
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Figura 6.
Promedio del contenido de fenoles totales en flores de Chuquiraga spinosa,

obtenidos mediante dos métodos de extraccion a diferentes tiempos de maceracion,
Ayacucho-2025.

Nota. En los extractos etandlicos de flores de Chuquiraga spinosa “huamanpinta”,
los mayores valores de fenoles totales se obtuvieron a las 24 horas de maceracion,
alcanzando una media de 9,32 mg EAG/L bajo condiciones de agitacion y de 8,86
mg EAGI/L sin agitacion. Esta diferencia indica que la agitacion ejerce un efecto
favorable, aunque moderado, en la extracciobn de compuestos fendlicos en las
flores a este tiempo de maceracion.
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Figura 7.

Comparacion del contenido promedio de fenoles totales en hojas y flores de
Chuquiraga spinosa, obtenido mediante dos métodos de extraccién a diferentes
tiempos de maceracién, Ayacucho-2025.

Nota. En ambas partes vegetales, el mayor contenido promedio de fenoles totales
se obtuvo con el tratamiento de 24 horas de maceracion con agitacion. Este
resultado evidencia un comportamiento favorable de la agitacion durante dicho
periodo, posiblemente debido a una mayor interaccion entre el material vegetal y
el solvente, lo que podria facilitar la liberacion de los compuestos fendlicos
presentes en la matriz vegetal. Asimismo, al comparar ambas estructuras, se

observo un mayor contenido de fenoles totales en las hojas que en las flores.
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Figura 8.

Promedio del contenido de solidos totales en hojas de Chuquiraga spinosa,
obtenidos mediante dos métodos de extraccion a diferentes tiempos de maceracion,
Ayacucho-2025.

Nota. El mayor contenido promedio de sélidos totales se obtuvo en los extractos
etandlicos de hojas de Chuquiraga spinosa “huamanpinta” sometidos a 48 horas
de maceracion con agitacion, con un valor de 22,44 g/L. El segundo valor mas
elevado correspondid al tratamiento de 48 horas sin agitacion, con un promedio
de 20,00 g/L. En conjunto, estos resultados muestran que, bajo las condiciones
evaluadas, el tratamiento con agitacion presentd una mayor recuperacion de

sélidos totales a las 48 horas de maceracion.
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Figura 9.
Promedio del contenido de soélidos totales en flores de Chuquiraga spinosa,

obtenidos mediante dos métodos de extraccion a diferentes tiempos de maceracion,
Ayacucho-2025.

Nota. En los extractos etandlicos de flores de Chuquiraga spinosa “huamanpinta”,
el mayor contenido promedio de solidos totales se obtuvo después de 36 horas de
maceracion con agitacion, alcanzando 9,55 g/L. El segundo valor mas elevado
correspondio6 al tratamiento de 48 horas con agitaciéon, con un promedio de 9,11
g/L. Estos resultados muestran que, en las condiciones evaluadas para las flores,
el mayor valor de sélidos totales se alcanz6 a las 36 horas de maceracion,

observandose posteriormente una ligera disminucioén a las 48 horas.
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Figura 10.

Comparacion del contenido promedio de sélidos totales en hojas y flores de
Chuquiraga spinosa, obtenido mediante dos métodos de extraccién a diferentes

tiempos de maceracién, Ayacucho-2025.

Nota. En las hojas de Chuquiraga spinosa “huamanpinta”, el mayor contenido
promedio de solidos totales se obtuvo mediante 48 horas de maceracion con
agitacion, mientras que en las flores el valor mas elevado correspondi6 a 36 horas
de maceracién con agitacion. Este comportamiento evidencia una variacion en los
valores maximos de sélidos totales segun la parte vegetal evaluada. Asimismo, se
observo que las hojas presentaron un mayor contenido de sélidos totales que las
flores bajo las condiciones de extraccion estudiadas.
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V. DISCUSION
Los resultados obtenidos indican que el tiempo de maceracion y la aplicacion de
agitacion, ejercieron una influencia significativa en la recuperacion de fenoles
totales y solidos totales de los extractos etandlicos de hojas y flores de Chuquiraga
spinosa. De forma general, los extractos de hojas mostraron mayores valores de
fenoles totales y sdlidos totales comparados con los de flores, lo cual podria
relacionarse con la distribucion diferencial de metabolitos secundarios en los
organos vegetales, un patrén que ha sido reportado en otros estudios de plantas
donde la afinidad del solvente y las condiciones de extraccion influyen en la

eficiencia de recuperaciéon de compuestos.

Como se observa en la Figura 5, el mayor contenido promedio de fenoles totales
en las hojas de Chuquiraga spinosa se obtuvo después de 24 horas de maceracion
con agitacién (13,72 mg EAG/L), en comparacion con 11,59 mg EAG/L sin
agitacion; posteriormente, se observa una disminucién en ambos tratamientos.
Este comportamiento indica que la agitacion y el tiempo de contacto favorecen la
extraccion de compuestos fendlicos, mientras que tiempos prolongados podrian
generar su degradacion u oxidacion.

En Chuquiraga jussieui, Duefias et al. (2016) registraron concentraciones de
fenoles totales de 797,4 y 535,2 mg EAG/L bajo diferentes condiciones de
agitacion, valores que superan a los obtenidos en el presente estudio, lo cual
puede atribuirse a diferencias en el solvente, las condiciones de extraccion y la
especie estudiada. No obstante, los resultados coinciden con Sakdasukon y
Thanachasai (2022), quienes evidenciaron que la agitacion incrementa el
contenido de compuestos fendlicos, y con Muzykiewicz-Szymanska et al. (2024),
quienes sefalan la existencia de un tiempo Optimo de extraccion, tras el cual el
contenido de polifenoles disminuye, aun empleando técnicas més intensivas (1,6

g EAGI/L en Salvia officinalis).
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En conjunto, estos hallazgos confirman que la agitacion mejora la eficiencia
extractiva y que 24 horas constituye el tiempo 6ptimo para maximizar la obtencion

de compuestos fendlicos en hojas de Chuquiraga spinosa.

De acuerdo con la Figura 6, los extractos de flores alcanzaron su mayor contenido
promedio de fenoles totales después de 24 horas de maceracion, con valores de
9,32 mg EAGI/L para el tratamiento con agitacion y 8,86 mg EAG/L para el
tratamiento sin agitacion. Posteriormente, ambos tratamientos presentaron una
reduccion en sus valores. La cercania entre ambas medias, respaldada por el
andlisis estadistico, evidencia que la aplicacion de agitacion no produjo diferencias
significativas en el contenido de fenoles totales de las flores, mientras que el
tiempo de maceracion presentd un efecto significativo.

Sanchez y Anicaina (2015) reportaron 354,2 mg EAG/g en extractos etanodlicos de
flores de Chuquiraga spinosa tras siete dias de maceracién. En la misma linea,
Solis et al. (2023) sefialaron una mayor presencia de metabolitos secundarios en
flores bajo maceraciones prolongadas. Asimismo, Espinoza-Cérdova et al. (2024)
reportaron 38,131 mg EAG/g en extractos etandlicos de Vaccinium floribundum de
Cajamarca, siendo aproximadamente cuatro veces mayor que en muestras
provenientes de Ecuador. Estas diferencias ponen de manifiesto que la
concentracion de compuestos fendlicos puede estar condicionada por factores
como la procedencia geografica del material vegetal, las condiciones ambientales
y las caracteristicas del procedimiento extractivo.

En conjunto, estos resultados indican que, en flores de Chuquiraga spinosa, el
tiempo de maceracion determina la eficiencia extractiva, alcanzandose un maximo
a las 24 horas, mientras que la agitacién no genera un incremento significativo en
el contenido de fenoles totales.

La comparacion presentada en la Figura 7 evidencia una mayor concentracion de
fenoles totales en los extractos de hojas respecto de los obtenidos a partir de
flores. En ambos casos, el valor maximo se alcanz6é después de 24 horas de
maceracion con agitacion, registrandose 13,72 mg EAG/L en hojas y 9,32 mg
EAGI/L en flores. A partir de las 36 horas, se observa una disminucion en ambos
organos y tratamientos, lo que sugiere la existencia de un tiempo Optimo de
extraccion.

Los hallazgos de esta investigacion guardan relacion con los resultados de
Benitez-Benitez et al. (2019), quienes obtuvieron una mayor eficiencia extractiva

al emplear 48 horas de maceracion con agitacion. De manera similar,
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Muzykiewicz-Szymanska et al. (2024) senalaron que la prolongacién del periodo
de extraccion puede ocasionar una disminucién en la concentracidon de
polifenoles. En este sentido, Bouterfas et al. (2014) atribuyen esta disminucién a
procesos de degradacion u oxidacion de compuestos fendlicos durante
maceraciones prolongadas.

Los resultados obtenidos por Sanchez y Anicaina (2015) mostraron un
comportamiento diferente al observado en esta investigacion, ya que determinaron
un contenido de fenoles de 354,2 mg EAG/g en flores y de 51,8 mg EAG/g en
hojas. La discrepancia entre ambos estudios podria estar relacionada con las
diferencias en las condiciones y procedimientos de extraccion, asi como con la
distribucion y concentracion de los compuestos fendlicos entre los distintos
organos de la planta. Al respecto, Harborne (1998) y Singleton et al. (1999)
sefialan que estos compuestos se distribuyen de manera heterogénea en la
planta, siendo las hojas una de las estructuras donde frecuentemente se
encuentran en mayor concentracion debido a su papel en los mecanismos de
defensa y adaptacion, mientras que Nemat et al. (2025) destacan que su
contenido puede variar entre especies, poblaciones, individuos e incluso entre
diferentes partes de una misma planta, asi como por factores fisiolégicos, etapa
de desarrollo y condiciones ambientales. Asimismo, Espinoza-Cérdova et al.
(2024) evidenciaron que el contenido fenélico puede variar incluso dentro de una
misma especie segun el origen geografico y las condiciones de extraccion.

En conjunto, estos resultados confirman que las hojas presentan mayor capacidad
de acumulacion de fenoles bajo las condiciones evaluadas, y que el tiempo de

maceracion es un factor critico para optimizar su extraccion.

La Figura 8 evidencia que los extractos de hojas de Chuquiraga spinosa
alcanzaron su mayor contenido de soélidos totales después de 48 horas de
maceracion, tanto con agitacion (22,44 g/L) como sin agitaciéon (20,00 g/L),
observandose una disminucién a las 60 horas. Este comportamiento indica que el
incremento del tiempo de maceracion favorece inicialmente la extraccion de
compuestos solubles, aunque periodos prolongados pueden reducir su contenido.
Ortiz (2017) registro un contenido de solidos totales de 36,67 g/L en Chuquiraga
jussieui, mientras que Pérez-Portero et al. (2021) obtuvieron 37,06 g/L en
Spondias mombin. Asimismo, Ochoa et al. (2013) informaron un valor de 25,22
/100 mL para Petiveria alliacea. En los tres casos, los valores reportados fueron

superiores a los obtenidos en la presente investigacion, lo cual puede atribuirse a
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diferencias en el solvente, la especie y las condiciones de extraccion. Por su parte,
Valdez et al. (2022) sefialaron que factores como el tamafio de particula, la
agitacion y el uso de solventes hidroalcohdlicos influyen significativamente en el
rendimiento de solidos totales.

En conjunto, estos resultados confirman que el tiempo de maceracion y la
agitacion favorecen la extraccion de compuestos solubles en hojas de Chuquiraga
spinosa, estableciéndose 48 horas como el tiempo 6ptimo bajo las condiciones

evaluadas.

De acuerdo con la Figura 9, el contenido méximo de soélidos totales en los
extractos de flores de Chuquiraga spinosa se obtuvo después de 36 horas de
maceracion con agitacién, alcanzando 9,55 g/L, en comparacién con 7,56 g/L sin
agitacion observandose posteriormente una disminuciéon en ambos tratamientos.
Este comportamiento indica que el tiempo de maceracion influye directamente en
la extraccion de compuestos solubles, alcanzandose un punto maximo antes de
que el rendimiento disminuya.

La reduccidon observada a tiempos prolongados puede atribuirse a fenébmenos de
saturacion del solvente o degradacién de los compuestos extraidos. En este
sentido, Bouterfas et al. (2014) sefialan que maceraciones prolongadas pueden
generar oxidacion y transformacion de compuestos fendlicos, mientras que
Muzykiewicz-Szymanska et al. (2024) indican que un exceso en el tiempo de
extraccion puede reducir el contenido final de polifenoles. Asimismo, Cacace y
Mazza (2003) explican que este comportamiento responde a un proceso de
difusion que alcanza un equilibrio, y Azmir et al. (2013) destacan que tiempos
prolongados incrementan el riesgo de degradacion de los compuestos.

En conjunto, estos resultados confirman que el tiempo de maceracion es un factor
determinante en la extraccion de solidos totales en flores de Chuquiraga spinosa,

existiendo un intervalo 6ptimo entre 36 y 48 horas bajo las condiciones evaluadas.

En la Figura 10 se observa que las hojas de Chuquiraga spinosa presentaron un
contenido de sdlidos totales superior al registrado en las flores, alcanzando su
valor maximo a las 48 horas de maceracion con agitacion. A partir de las 60 horas,
se observa una disminucion en ambos 6rganos y tratamientos, lo que indica la
existencia de un tiempo 6ptimo de extraccion.

Este comportamiento sugiere que la maceracién favorece inicialmente la

liberacion de materia soluble (incluyendo compuestos fendlicos y otros
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metabolitos); sin embargo, tiempos prolongados pueden generar saturacion del
solvente o degradacion de los compuestos extraidos. Segun Laloo et al. (2024),
la recuperacibn de compuestos mediante extraccidbn soélido-liquido esta
condicionada por las caracteristicas del proceso y por el periodo de contacto con
el solvente, mientras que Valdez et al. (2022) indican que el contenido de sélidos
totales esta directamente relacionado con la cantidad de fitoquimicos presentes
en la matriz vegetal.

En conjunto, estos resultados confirman que las hojas presentan mayor
rendimiento de solidos totales y que 48 horas constituye el tiempo 6ptimo de

extraccion bajo las condiciones evaluadas.

Los resultados del andlisis estadistico mostraron un efecto significativo del método
de extraccion sobre los fenoles totales presentes en las hojas; en contraste, dicho
efecto no fue significativo en las flores, lo que sugiere diferencias en la
composicion y en la respuesta de los tejidos vegetales frente a la agitacion.
Asimismo, se observd un efecto significativo del método sobre el contenido de
sélidos totales tanto en hojas como en flores, confirmando que la agitacion
constituye un factor relevante en la eficiencia del proceso extractivo. La cantidad
de sustancias extraidas y las caracteristicas funcionales del producto final pueden
variar en funcion de las condiciones aplicadas durante el proceso extractivo, tal
como han sefialado Mohamed y Loumerem (2024).

En términos generales, el proceso extractivo presenté variaciones segun el tiempo
de maceracion, la aplicacién de agitacion y el 6rgano vegetal evaluado. Las hojas
de Chuquiraga spinosa registraron mayores contenidos de fenoles y sdlidos
totales que las flores. Los valores maximos se obtuvieron a las 24 horas para
fenoles totales y a las 48 horas para sélidos totales, observandose posteriormente
una disminucién. La agitacion favorecié principalmente la extraccion en hojas,
mientras que en flores su efecto fue limitado. Estos resultados ponen de manifiesto
la importancia de establecer condiciones extractivas adecuadas y seleccionar el
organo vegetal de interés para optimizar la obtencién de extractos con potencial

aplicacion bioldgica.
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VL. CONCLUSIONES

1. El contenido de fenoles totales de los extractos etandlicos de Chuquiraga
spinosa presenté variaciones asociadas al método de extraccion, al tiempo
de maceraciony a la parte vegetal analizada. El mayor contenido se obtuvo
en hojas sometidas a agitacion durante 24 horas (13,72 mg EAGIL),
mientras que en flores no se evidenciaron diferencias significativas entre
los tratamientos con y sin agitacion, lo que indica una respuesta diferencial
segun la parte de la planta.

2. Los extractos etandlicos obtenidos a partir de las hojas de Chuquiraga
spinosa presentaron un contenido de sélidos totales superior al registrado
en los extractos de flores, alcanzando su valor maximo a las 48 horas de
maceraciéon con agitacion (22,44 g/L). Asimismo, el método de extraccién
influy6 significativamente en este parametro tanto en hojas como en flores.

3. Los resultados obtenidos muestran que la cantidad de compuestos
fendlicos y sélidos totales recuperados de Chuquiraga spinosa varié segin
el método extractivo, el periodo de maceracién y la parte vegetal analizada,
siendo la agitacién y tiempos de extraccion intermedios a prolongados

factores clave para optimizar el rendimiento de los extractos.
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VII. RECOMENDACIONES

Ampliar la caracterizacion fitoquimica de Chuquiraga spinosa mediante el
andlisis cuantitativo de otros compuestos bioactivos presentes en la
especie.

Realizar estudios de toxicidad con el fin de determinar la seguridad en el
uso de Chuquiraga spinosa.

Aplicar y comparar otros métodos de extraccion, con el fin de optimizar la
obtencién de fenoles totales.

Evaluar otras variedades de Chuquiraga spinosa disponibles en las
distintas localidades de nuestra region, a fin de determinar posibles

variaciones en su composicién quimica.
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Anexo 1. Constancia de identificacién taxonémica de Chuquiraga spinosa (R. &
P.) D. Don “huamanpinta”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bach. en Ciencias Bioldgicas, Srta. Sol Andrea Lucero, Vega Aparicio,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su posicién taxonémica la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE 2 ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Chuquiraga

ESPECIE : Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don
N.V. : “huamanpinta”, “qari sirwi”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 12 de abril del 2025

~ BIOLOGA
BIOLO
Roys. B N°583CR.- XIII
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Anexo 2. Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don “huamanpinta”, colectada en el
distrito de Hualla, provincia de Victor Fajardo, departamento de Ayacucho.

levacnon 4319 16+121 m
PreC|31on 2 5 m 77

’Nota Hualla

‘,4— Voo i o
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento para la obtencién de extractos etandlicos
de hojas y flores de Chuquiraga spinosa “huamanpinta” a diferentes tiempos de
maceracion, con y sin agitacion.

Colecta de muestra

v

Limpieza, clasificacion v secado

v

Malienda

v

Tamizaje

v

Pesar 8 g de muesira

)
/

Hojas frasco Flores
Agregar 50 mL de etanol 70% esmerilado Agregar 80 mL de etanol 70%
Homogenizar

Ambiente oscuro
y fresco por:

/_ NV
\ VLA

Frascos con agitacion 12 horas Frascos sin agitacion

(cada 2 horas) 24 horas
36 horas
48 horas
G0 horas

r ™y

Filtrar, cumplidas las horas establecidas
., ¢ _
- ™
Someter a bano Maria (60 °C)
hasta evaporacion total
., A

v

Resuspender con 3 mL de metanol

v

Envasado y almacenamiento
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Anexo 4. Seleccion y colecta de muestra de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D. Don
“huamanpinta’.

49



Anexo 5. Clasificacibn y molienda de la muestra de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta”.

Nota: La imagen (A) presenta la clasificacion de hojas y flores de Chuquiraga
spinosa; (B y C) corresponden a las flores y las hojas, respectivamente; mientras
que la imagen (D) muestra la molienda de hojas (parte superior) y flores (parte
inferior).
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Anexo 6. Proceso de filtrado y evaporacién en bafio Maria del extracto etanélico
de hojas y flores de Chuquiraga spinosa “huamanpinta”.

Nota: En la imagen (A) se muestra el proceso de filtrado de los extractos de hojas
y flores sometidos a 12 horas de maceracion, con y sin agitacion; en las imagenes
(B) y (C), las muestras en bafio Maria hasta la evaporacion total.
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Anexo 7. Envasado y almacenamiento

Nota: En la imagen (A) se muestra el proceso de resuspension de las muestras
con metanol; en la imagen (B), el trasvasado de la muestra resuspendida a
frascos de vidrio para su almacenamiento.
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Anexo 8. Flujograma del procedimiento para la determinacién del contenido de
fenoles totales en extractos etandlicos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion.

‘ Folin—Ciocalteu ‘
Curvas (calibracion y espectral) Muestra (hojas y flores)
' ™y
Preparar diluciones de dcido galico (0.5-3 mL, Diluir 1:5 con etanol 70%
100 mg/mL) en fiola de 10 mL
¥
. 5 A
Colocar 1 mL de la dilucion en tubo de ensayo
. - agitar
Agregar 0.5 mL de reactivo Folin—Ciocalteu 1M por 5 ¥
¥ i
322%[ Agregar 0.25 mL de reactivo Folin—Ciocalteu
Agregar 1.25 mL de carbonato de sodio al 20% ¥
v A 0.5mLd bonato de sodio al 20%
reposar gregar 0.5 mL de carbenato de sodio al
Enrazar con agua destilada por 1
hora v
reposar
l/ \& por 1 Enrazar a 10 mL con alcohol 70°
' ™y Ty hora
Curva espectral Curva de calibracion v
Lectura seriada (500— Lectura a 660 nm
760 nm, cada 10 nm) Lectura a 60 nm
L SN -

U ;
Longitud de onda de
mdxima absorbancia =

660 nm

Calcular factor de
calibracion (Fc)

~, —

Fenoles totales = Absorbancia muestra problema = Fc

Absorbancia de la muestra problema
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Anexo 9. Preparacién y lectura de muestras para la obtencion de la curva

espectral y la curva de calibracion.

Nota: En la imagen (A) se observan las diluciones de &cido galico, con
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/L; (B), la lectura seriada en el
espectrofotdmetro; y en la imagen (C), el estandar de &cido gélico utilizado en el
andlisis.
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Anexo 10. Cuantificacidbn de fenoles totales en hojas y flores de Chuquiraga
spinosa “huamanpinta”.
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Nota: En las imagenes (A) y (B) se observan 48 muestras de los extractos
obtenidos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa, a diferentes tiempos de
maceracion, con y sin agitacion; en la imagen (C), la dilucién 1:5 con etanol; en la
imagen (D), la formacion de la coloracion azul caracteristica de la reduccion del
complejo fosfomolibdotingstico; y en la imagen (E), la lectura en el
espectrofotometro.
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Anexo 11. Flujograma del procedimiento para la determinacion del contenido de
sélidos totales en extractos etandlicos de hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion.

Cuantificacion de solidos totales

Pesar las placas de Petri limpias y secas (B)

.

Agregar 15 mL del extracto etanolico filirado

b, -

.

" ™

Colocar las placas en bano Maria (60 °C) hasta evaporacion total

. _y

.

" '

Enfriar a temperatura ambiente (30 min)

.

FPesar las placas: peso final (A)

l

Calculo de solidos totales
{g/L)}=(A — B) = 1000 / mL de muestra
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Anexo 12. Determinacién del contenido de sélidos totales en hojas y flores de
Chuquiraga spinosa “huamanpinta”.

A

Nota: En la imagen (A) se muestra la toma de 15 mL de extracto etandlico
filtrado para su trasvase a una placa previamente pesada, limpia y seca; en las
imégenes (B) y (C) se observa el proceso de evaporacion en bafio Maria hasta la
eliminacion total del solvente; y en la imagen (D), el pesaje final.
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Anexo 13. Curva espectral de fenoles totales.

Absorbancia

0.500
0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

500
510
520
530
540
550
560

570
580
590

o O
o ©

Longitud de onda (nm)
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Anexo 14. Curva de calibracion de fenoles totales.

Concentracion de fenoles

Absorbancia

w 0,467
10 mg/L =
15 mg/L oo
20 mg/L oo
25 mg/L oo
30 mg/L oo
curva de calibracion y = 0.009x + 0.4581
R?=0.926
0.8
0.653 0.679 0.712
0.7 e TR .
0578 VIR e ®
. @ ..o @t
S S
g 05 :
©
2 0.4
3
o 0.3
<C
0.2
0.1
0
0 5 10 . . . [ 35
Estandar de Acido Gélico [mg/L]
curva de calibracion corregida V:0-00R2x_+10.4581
0.8
: e @
...... PPt
06 ...... .. .....
o5 | e @
G 05 ....
C
[T
2 0.4
3
o 0.3
<C
0.2
0.1
0
0 5 10 15 . . L 35

Estandar de Acido Galico [mg/L]
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Anexo 15. Contenido de fenoles totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 12 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.
mg mg mg mg Est.
EAG/L EAG/L EAG/L EAG/L
Hojac/a 8,34 7,58 8,47 8,13 0,48
Hojas/a 9,55 9,88 8,85 9,43 0,53
Flor c/a 4,87 5,14 3,68 4,56 0,78
Flor s/a 5,06 5,09 5,22 5,12 0,09

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticién 1

R2: Repeticion 2

R3: Repeticion 3

Anexo 16. Contenido de fenoles totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 24 horas de maceracién, con y sin agitacién, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.
mg mg mg mg Est.
EAG/L EAG/L EAG/L EAG/L
Hojac/a 13,10 14,34 13,72 13,72 0,62
Hojas/a 11,66 11,10 12,02 11,59 0,46
Flor c/a 8,88 10,09 8,99 9,32 0,67
Flor s/a 8,39 9,50 8,69 8,86 0,57

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticion 2

R3: Repeticiéon 3
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Anexo 17. Contenido de fenoles totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 36 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.
mg mg mg mg Est.
EAG/L EAG/L EAG/L EAG/L
Hojac/a 9,07 9,42 10,53 9,67 0,76
Hojas/a 8,66 8,25 9,42 8,78 0,59
Flor c/a 4,47 4,01 3,92 4,13 0,29
Flor s/a 3,82 5,01 4,84 4,56 0,65

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticién 1

R2: Repeticion 2

R3: Repeticion 3

Anexo 18. Contenido de fenoles totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 48 horas de maceracién, con y sin agitacién, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.
mg mg mg mg Est.
EAG/L EAG/L EAG/L EAG/L
Hojac/a 8,55 8,25 9,80 8,87 0,82
Hojas/a 8,28 9,04 8,31 8,54 0,43
Flor c/a 3,55 4,19 3,14 3,63 0,53
Flor s/a 3,49 35,7 3,27 3,45 0,15

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticién 2

R3: Repeticiéon 3

62



Anexo 19. Contenido de sdlidos totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 12 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.

g/L g/L g/L g/L Est.
Hojac/a 10,00 11,33 10,67 10,67 0,67
Hojas/a 3,33 4,67 3,33 3,78 0,77
Flor c/a 2,67 1,33 2,00 2,00 0,67
Flor s/a 0,67 1,33 0,67 0,89 0,38

Donde:

c/a: Con agitaciéon
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticién 2

R3: Repeticion 3

Anexo 20. Contenido de sélidos totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 24 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.

g/L g/L g/L g/L Est.
Hojac/a 14,00 13,33 12,00 13,11 1,02
Hojas/a 10,00 11,33 11,33 10,89 0,77
Flor c/a 3,33 4,00 3,33 3,56 0,38
Flor s/a 2,00 2,67 2,00 2,22 0,38

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticién 2

R3: Repeticiéon 3

63



Anexo 21. Contenido de sdlidos totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 36 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.

g/L g/L g/L g/L Est.
Hojacl/a 22,67 22,00 21,33 22,00 0,67
Hojas/a 17,33 18,00 17,33 17,55 0,39
Flor c/a 10,00 9,33 9,33 9,55 0,39
Flor s/a 6,67 8,67 7,33 7,56 1,02

Donde:

c/a: Con agitaciéon
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticién 2

R3: Repeticion 3

Anexo 22. Contenido de solidos totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 48 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.

g/L g/L g/L g/L Est.
Hojac/a 22,00 22,67 22,67 22,44 0,38
Hojas/a 20,00 20,67 19,33 20,00 0,67
Florc/a 8,00 10,00 9,33 9,11 1,02
Flor s/a 8,00 8,00 7,33 7,78 0,38

Donde:

c/a: Con agitacion
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticion 2

R3: Repeticion 3
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Anexo 23. Contenido de sdlidos totales en hojas y flores de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta” a 60 horas de maceracion, con y sin agitacion, Ayacucho-2025.

R1 R2 R3 Promedio Desv.

g/L g/L g/L g/L Est.
Hojac/a 15,89 16,72 15,69 16,10 0,55
Hojas/a 15,12 16,20 16,08 15,80 0,59
Flor c/a 8,23 7,11 6,95 7,43 0,70
Flor s/a 5,89 6,34 4,69 5,64 0,85

Donde:

c/a: Con agitaciéon
s/a: Sin agitacion

R1: Repeticion 1

R2: Repeticién 2

R3: Repeticion 3
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Anexo 24. Andlisis estadistico del contenido de fenoles totales en hojas de
Chuquiraga spinosa a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion,
utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples
de Tukey.

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 3 64.376 21.4588 59.27 0.000
AGITACION 1 1.573 1.5726 4.34 0.054
TIEMPO*AGITACION 3 9.113 3.0375 8.39 0.001

Error 16 5.793 0.3620

Total 23 80.855

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO*AGITACION N Media Agrupacién

24 H CON 3 13.7214 A

24 H SIN 3 11.5924 B

36 HCON 3 9.6709 (&
12 HSIN 3 9.4273 (&
48 H CON 3 8.8680 (&
36 HSIN 3 87778 (&
48 H SIN 3 85432 (&
12 HCON 3 81282 (&

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Gréfica de interaccion para FENOLES

Medias ajustadas

TIEMPO * AGITACION AGITACION
14- —&— CON
—= SIN
13-
0
)
2 121
w
o
£
o 1
w
-l
o)
Z 10+
(NS
9—<
8
12h 24h 36h 48h
TIEMPO

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.
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Anexo 25. Analisis estadistico del contenido de fenoles totales en flores de
Chuquiraga spinosa a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion,
utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples

de Tukey.

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 3 110.968 36.9893 134.16 0.000
AGITACION 1 0.044 0.0441 0.16 0.695
TIEMPO*AGITACION 3 1.061 0.3537 1.28 0.314

Error 16 4411 0.2757

Total 23 116.485

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO N Media Agrupaciéon

24 H 6 9.08899 A

12H 6 4.84446 B

36H 6 4.34377 B C
48 H 6 3.53636 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Gréfica de efectos principales para FLORES

Medias ajustadas

TIEMPO

AGITACION

FENOLES (mgEAG/L)

12h 24h

Todos los términos que se muestran estdn en el modelo.

T

36 h

48 h
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Anexo 26. Andlisis estadistico del contenido de sélidos totales en hojas de
Chuquiraga spinosa a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion,
utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples
de Tukey.

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 4 790.126 197.531 437.75 0.000
AGITACION 1 79.772 79.772 176.78 0.000
TIEMPO*AGITACION 4 37.624 9.406 20.85 0.000

Error 20 9.025 0.451

Total 29 916.547

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO*AGITACION N Media Agrupacién
48 H CON 3 224444 A

36 H CON 3 22.0000 A

48 H SIN 3 20.0000 B

36 H SIN 3 17.5533 o

60 H CON 3 16.1000 o

60H CON 3 15.8000 C

24 H CON 3 13.1100 D

24 HSIN 3 10.8867 E
12 HCON 3 10.6678 E
12 H SIN 3 3.7778 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Gréfica de interaccion para SOLIDOS TOTALES

Medias ajustadas

TIEMPO * AGITACION AGITACION
25- —e— CON
—m® SIN

< 20
()]
E
wv
i
>
< 154
O
'—
(%3]
2
=
‘O
(%]

5—«

12h 24h 36h 48 h 60 h
TIEMPO

Todos los términos que se muestran estan en el modelo.
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Anexo 27. Analisis estadistico del contenido de soélidos totales en flores de
Chuquiraga spinosa a diferentes tiempos de maceracion, con y sin agitacion,
utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples
de Tukey.

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
TIEMPO 4 193.905 48.476 88.73 0.000
AGITACION 1 0.560 0.560 1.02 0.323
TIEMPO*AGITACION 4 15.642 3911 7.16 0.001

Error 20 10.925 0.546

Total 29 221.032

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

TIEMPO*AGITACION N Media Agrupacién

36 H CON 3 9.55333 A

48 H CON 3 9.11000 A

48 H SIN 3 7.77778 B

36 H SIN 3 7.55667 B

60 H CON 3 7.43000 B

60 H SI 3 5.64000 (&

24 H CON 3 3.55556 D

24 HSIN 3 2.22222 E
12 HCON 3 2.00000 E
12 H SIN 3 0.88889 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Gréfica de interaccion para SOLIDOS TOTALES

Medias ajustadas

TIEMPO * AGITACION AGITACION
25 —e— CON
—m® SIN

< 20
()]
E
wv
i
3:'
< 15-
O
’-—
v
2
=
‘O
(7]

5—<

12h 24h 36h 48 h 60 h
TIEMPO

Todos los términos que se muestran estan en el modelo.
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Anexo 28. Matriz de consistencia

Efecto de métodos de extraccion y contenido de fenoles totales de Chuquiraga spinosa “huamanpinta”, Ayacucho-2025

PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA

¢,Como influyen los | Objetivo general: *Antecedentes Variable Tipo y disefio de investigacion

métodos de | Evaluar el efecto de dos|+Chuquiraga spinosa Método de extraccién Descriptivo

extraccion en el| métodos de extraccion en el| (R.& P.)D. Don Indicadores Régimen de la investigacion

contenido de fenoles | contenido de fenoles y sélidos | *H&bitat y distribucién Con agitacion Libre

y sélidos totales de | totales de extractos etandlicos | geogréfica Sin agitacion Definicion de la muestra

extractos etandlicos | obtenidos de hojas y flores de | *Descripcién botanica | Variable Poblacién

obtenidos de hojas y | Chuquiraga spinosa (R. & P.) | *Composicién quimica | Tiempo de extraccion Plantas de Chuquiraga spinosa (R. & P.) D.

flores de Chuquiraga | D. Don. *Propiedades Indicadores Don de zonas aledafas al distrito de Hualla,

spinosa (R. & P.) D. | Objetivos especificos *Fenoles 12 horas provincia de Victor Fajardo, departamento de

Don? *Determinar el efecto de dos |<Importancia 24 horas Ayacucho.

? métodos de extraccion con y | *Métodos de 48 horas Muestra
sin agitacion por 12, 24, 36 y 48 | cuantificacion 60 horas 3kg de las hojas de Chuquiraga spinosa (R. &
horas en el contenido de|+*Métodos de extraccién |Variable P.) D. Don

fenoles totales de extractos
etandlicos obtenidos de hojas y
flores de Chuquiraga spinosa
(R. & P.) D. Don.

*Determinar el contenido de
sélidos totales por dos métodos
de extraccion, con y sin
agitacion por 12, 24, 36, 48y 60
horas de extractos etandlicos
obtenidos de hojas y flores de
Chuquiraga spinosa (R. & P.)
D. Don

de metabolitos
secundarios
*Convencionales
*No convencionales
*Extractos vegetales
*Clasificacion de los
extractos segln
solvente
«Estabilidad de los
extractos
*Solidos totales
*Rendimiento
*Espectrofotometria
*Curva de calibracién

Contenido de fenoles
totales en mg EAG/L
Variable

Contenido de sdélidos
totales en mg/l

Metodologia

*Recoleccion y preparacion de las muestras.
«Determinar el rendimiento del extracto.
«Cuantificacion de solidos totales.
*Cuantificacion de fenoles totales del extracto
por el método de Folin-Ciocalteu.

Analisis estadistico

Para el procesamiento estadistico de los
resultados se aplicara un analisis de varianza
(ANOVA) correspondiente a un disefio
completamente al azar, empleando el software
SPSS versiébn 26 para cada una de las
variables evaluadas.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Sol Andrea Lucero VEGA APARICIO
RESOLUCION DECANAL N° 120-2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia jueves treinta de julio del afio dos mil
veintiséis, se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, actuando como presidenta
encargada la Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ, con Memorando N° 165-2026 - UNSCH-FCB-D con
fecha veintidés de julio del dos mil veintiséis, a su vez (Miembro - Jurado), el Mg. Rebelino ACUNA
MARTINEZ (Miembro - Jurado), Dr. Rail Antonio MAMANI AYCACHI (Miembro - Asesor), actuando
como secretario docente el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA, para presenciar la sustentacién de tesis
titulada: Efecto de métodos de extraccion y contenido de fenoles totales de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta”, Ayacucho 2025, presentado por la Bach. Sol Andrea Lucero VEGA APARICIO, la
presidenta después de verificar la documentacién presentada, indicd al secretario docente dar lectura
a la documentacién que da fe al acto académico. Seguidamente informo a la sustentante que cuenta con
un tiempo maximo de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion, tal como se
establece en el Reglamento General de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Culminada la exposicion, la presidenta invito a
cada uno de los Miembros del Jurado evaluador a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas,
luego se solicité a la sustentante y el publico asistente abandonan momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas, para que el jurado evaluador pueda realizar la deliberacién correspondiente
tal como se refleja a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicién Respuesta/preguntas Promedio
Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ 18 18 18
Mg. Rebelino ACUNA MARTINEZ 17 17 17
Dr. Raul Antonio MAMANI AYACHI 18 18 18
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzd el promedio de dieciocho (18) aprobatorio. Acto seguido, la presidenta invitd a
la sustentante y el plblico asistente a ingresar al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. La presidenta dio a conocer los resultados,
indicando que de este modo ha concluido el presente acto académico, siendo las seis de la tarde del
mismo dia; firmando al pie de dicho documento en sefial de conformidad.

).

Dra. Robérta Brita ANAYA GONZALEZ Mg. Rebelino ACUNA MARTINEZ
Miembro — Jurado Miembro — Jurado
Dr. Ratil Antonio MAMANI AYACHI Mg. L s Uriel MOSCOSO GARCIA

Miembro — Asesor ecretarla Docente
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Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto de métodos
de extraccion y contenido de fenoles totales de Chuquiraga spinosa
“huamanpinta”, Ayacucho 2025, por SOL ANDREA LUCERO VEGA APARICIO;
he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de 3%, grado de coincidencia, menor a lo que determina
la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo Universitario N°
039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 25 de agosto de 2026.
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