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RESUMEN

Las acetogeninas (AGEs) son metabolitos secundarios provenientes de las plantas de
la familia Annonaceae, caracterizados por poseer actividad biologica. Actualmente los
estudios se enfocan al analisis de estos compuestos en las hojas de Annonaceas,
debido a sus propiedades antifungicas, antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales.
Entre los cultivos de plantas annonaceas mas extensos de Colombia se encuentra la
Annona muricata (Guanabana) constituyéndose como parte de la cadena productiva y
originando toneladas de desechos anuales como semillas y céascaras. Estudios
fitoquimicos han demostrado la presencia de acetogeninas en las semillas de la
guanabana, por lo cual la extraccion y posterior aprovechamiento de estos compuestos
en este residuo podria constituirse como alternativa eficiente y ambientalmente menos

costosa para diversos tratamientos terapéuticos.

La presente investigacion se baso en la optimizacion de la extraccion de acetogeninas
en semillas de Annona muricata provenientes del Departamento de Caldas. La
optimizacién se realiz6 mediante el desarrollo de un disefio experimental de superficie
de respuesta con 2 bloques y 3 niveles, evaluando los factores tiempo de extraccion,
relacion muestra-solvente, y concentracion de etanol, obteniéndose factores 6ptimos de
8h, 1,5 g/100 mL de solvente, y 90% de concentracion de etanol. La identificacion y
cuantificacion de acetogeninas se llevd a cabo por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), identificando tentativamente 5 acetogeninas: Annonacina,
Esquamostatina-A, Bullatacina, Isodesacetiluvaricina y Desacetiluvaricina. Con técnicas
cromatograficas complementarias como GC-MS y de LC-MS/MS se identifico: Muricina
S, Annonacinona y Esquamocina. La cuantificacion del extracto por HPLC, determiné

un promedio de 204,15 mg/g de acetogeninas totales por gramo de muestra.

Finalmente, se compararon extractos etandlicos de semillas del Departamento de

Caldas y del Departamento de Narifio, siendo estos ultimos los que presentaron la



mayor concentracion de acetogeninas. Adicionalmente se realiz6 un andlisis
comparativo de extractos etandlicos de semillas, cascara y hojas de Annona muricata

de la region de Caldas, extraidos por los métodos soxhlet y maceracion quimica.

Como ensayo de bioactividad, se evaludé la capacidad antioxidante de los extractos
etandlicos, por medio de la técnica de capacidad antioxidante equivalente al trolox
(TEAC), encontrdndose capacidades antioxidantes cercanas a 2,211 + 0,02 mM de
Trolox para extractos de semillas y de 2,612 mM de Trolox para extractos de cascara de

Annona muricata.

Palabras Clave: Acetogeninas, Annona muricata, Extraccibn Soxhlet, Técnicas

Cromatograficas, Antioxidantes, TEAC. Método de superficie de respuesta.



ABSTRACT

Acetogenins are secondary metabolites from the Annonaceae family, characterized by
having biological activities. Currently, studies have been focused on the analysis of
these compounds in Annonaceae leaves, due to their antifungal, antioxidant, anti-
inflammatory and antitumor properties. Annona muricata (Guanabana) is one of the
most extensive Annonaceous plant crops in Colombia, constituting an important part of
the production chain and originating tons of annual waste, among which are the seeds
and peels of this fruit. Phytochemical studies have shown the presence of these
compounds in these parts of the plant as seeds, so the extraction and subsequent use
of these compounds in this waste could be an efficient and environmentally less

expensive alternative for various therapeutic treatments.

The present investigation was based on the optimization of the extraction of
Acetogenins in Annona muricata seeds from the Department of Caldas. The optimization
was carried out through the development of an experimental response surface design
with 2 blocks and 3 levels, evaluating the factors of extraction time, sample-solvent ratio,
and ethanol concentration, obtaining optimal factors of 8h, 1,5 g / 100 mL of solvent, and
90% ethanol concentration. The identification and quantification of acetogenins was
carried out by high performance liquid chromatography (HPLC). 5 Acetogenins
corresponding to Annonacin, Squamostatin-A, Bullatacin, Isodesacetyluvaricin and
Desacetyluvaricin ~ were  tentatively identified. = Additionally, = complementary
chromatographic techniques were performed for the identification of AGEs, such as GC-
MS and LC-MS / MS allowing the identification of: Muricin S, Annonacinone and
Squamocin. The quantification of the seed extract showed an average of 204.15 mg of

total acetogenins per gram of sample.

For the analysis of samples, a comparison was made between seed extracts from the

Department of Caldas and the Department of Narifio, the latter, having the highest



concentration of acetogenins. In addition, some comparative analyzes of extraction
methods between soxhlet and chemical maceration were carried out, for which ethanolic

extracts of seeds, peel, and Annona muricata leaves were analyzed.

As an assay of bioactivity, the antioxidant capacity of the extracts obtained from the
Annona muricata seed was evaluated by means of the antioxidant capacity technique
equivalent to trolox (TEAC) using the free radical ABTSe+, with antioxidant capacities
close to 2,211 + 0.02 mM Trolox for seed and 2,612 mM de Trolox for peels extracts of

Annona muricata.

Keywords: Acetogenins, Annona muricata, Soxhlet Extraction, Chromatographic
Techniques, Antioxidants, TEAC. Response Surface Method.
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GLOSARIO

Analito: Sustancia objeto de estudio para su deteccion, identificacion y/o cuantificacion

asi como sus derivados.

ANOVA: Analisis de Varianza estadistico en el cual se comparan mas de dos medias

entre si.

Exactitud: Grado de concordancia entre el resultado del ensayo y un valor de

referencia.

Limite de deteccion: concentracion minima obtenida a partir de la medida de una

muestra que puede ser detectada por un método analitico.

Limite de Cuantificacion: cantidad de analito que proporciona una sefal igual a la del

blanco mas diez veces la desviacion estandar del blanco

Precision: Nivel de concordancia entre varios resultados de ensayo independientes

obtenidos bajo condiciones predeterminadas.

Repetibilidad: Condiciones en la que un mismo operador o analista obtiene resultados
de ensayos independientes para métodos iguales, con los mismos equipos e idénticas

muestras a analizar.

Varianza: Medidas de dispersion de datos, se define como el cuadrado de la desviacion

estandar.



INTRODUCCION

Los productos naturales son compuestos organicos producidos por organismos
vivos como por ejemplo las plantas, en la actualidad estos productos cualquier
sustancia producida por p, siendo la mejor fuente de compuestos
farmacoldgicamente activos. Entre los metabolitos secundarios encontrados en
diversos productos naturales a lo largo de la historia, se encuentran los alcaloides,
terpenoides, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos, acidos grasos,
acetogeninas y esteroides!. Entre estos metabolitos secundarios hay gran
variedad de compuestos que en la actualidad son usados como fuente de
antioxidantes naturales, combatiendo los radicales libres y disminuyendo los
dafios que estos causan a la salud asociados a enfermedades como hipoxia de los

tejidos, cancer y el envejecimiento celular.

Entre los metabolitos secundarios reconocidos en el area farmacol6gica por sus
potenciales bioactivos para el tratamiento de diversas enfermedades como el
cancer, se encuentran las acetogeninas. Estas estructuras caracterizadas por una
larga cadena de hidrocarburos (derivados de los acidos grasos), son compuestos
propios de la familia de plantas Annonaceas. En los dltimos afios diferentes
investigaciones sobre los extractos etandlicos ricos en acetogeninas provenientes
de la Annonaceas, han revelado que presentan actividad biolégica, tales como
antiinflamatorios, larvicidas, antioxidantes y a su vez han demostrado que causan
la apoptosis de varias células cancerosas in vitro, e inhiben el crecimiento del

tumor in vivo en modelos animales. ? 2 4 Alrededor de 500 de estos compuestos

1 GUTIERRES, A.,, Quimica Bioorganica y Productos Naturales, Uned, 2013, 213-303 p.

2 SUN, S, LIU, J.,, KADOUH, H., SUN, X. y ZHOU, K. lIsolation of three new annonaceous
acetogenins from Graviola fruit (Annona muricata) and their anti-proliferation on human prostate
cancer cell PC-3. Bioorg Med Chem Lett, 24. 2015. 2773-2776 p.

3 LIU, N., YANG, H., WANG, P., LU, Y., YANG, Y., WANG, L. y LEE, S. Functional proteomic
analysis revels that the ethanol extract of Annona muricata L. induces liver cancer cell apoptosis
through endoplasmic reticulum stress pathway: PubMed, 189. 2016. 210-217 p.


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045333&version=Patient&language=Spanish

han sido identificados y aislados de diferentes partes de plantas Annonaceas

como raices, hojas, fruto, semillas y cascara.

Dentro de la familia de plantas Annonaceas investigadas, se encuentra la Annona
muricata (guanabana), una de las especies mas importantes en Colombia,
teniendo una extensiéon de cultivo de alrededor de 3.444 hectareas.® La
guanabana presenta un alto contenido en acetogeninas, que le confieren
propiedades farmacologicas, siendo fuente de estudio su actividad
anticancerigena en diversas lineas celulares y teniendo reportes de las
condiciones Optimas de extraccidon de estos compuestos en hojas de Annona
muricata.® 7 Sin embargo las condiciones de extraccion de estos metabolitos no
han sido reportadas para matrices como son las semillas de este fruto las cuales

también contienen acetogeninas.

La importancia de este tipo de compuestos y sus propiedades bioactivas, hacen
necesarias investigaciones mas detalladas de su extraccidn, identificacion,
cuantificacion y posterior aprovechamiento en este tipo de matrices. Por ello se
realizé la optimizacion del método de extraccion soxhlet mediante la aplicacién de
un disefio experimental utilizando la metodologia de superficie de respuesta
(MRS). La separacion, identificacion y cuantificacion de acetogeninas en extractos
etandlicos de semillas de Annona muricata, se realiz6 utilizando cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC-PDA), siendo la técnica mas utilizada en los

reportes cientificos recientes dedicados al andlisis y caracterizacion de estos

4 FARUQ, S., FIRDAUS, M., HAMID, M., BANU, B. y AFIZAN, NR. Anti-cancer effect of Annona
Muricata Linn Leaves Crude Extract (AMCE) on breast cancer cell line: BMC Complementary and
Alternative Medicine, 10. 2016. 1290 p.

5 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacién de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnolégica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

6 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA'/AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.

WU, T., YANG, I., TSAI, Y., WANG, J., SHIURBA, R., HSIEH, T., CHANG, FR. Y CHANG, W.
Isodesacetyluvaricin, an annonaceous acetogenin, specifically inhibits gene expression of
cyclooxygenase-2: J Nat Prod, 75. 2012. 572 p.



compuestos. Se utilizaron técnicas cromatogréficas de GC-MS y LC-MS/MS para
la confirmacion en la identificacion de AGEs. De igual forma la capacidad
antioxidante equivalente al Trolox se determiné para los extractos etandlicos
obtenidos con las condiciones 6ptimas de extraccion soxhlet en dos cultivos de

guandbanas de los departamentos de Caldas y de Narifio.

Por medio de esta investigacion se pretende promover el aprovechamiento de la
Annona muricata (Guanabana), y darle un uso mas amplio a matrices como las
semillas, que son consideradas como desechos después del consumo del fruto.
También se implementa la quimica verde, ya que las extracciones de estos

compuestos, se realizan con solventes que no son nocivos al medio ambiente.



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinacion de las acetogeninas presentes en semillas de Annona muricata
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-PDA) y evaluacion de la

bioactividad de los extractos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar las condiciones de extraccion de acetogeninas en las muestras de
semillas de Annona muricata, por el método soxhlet.

e I|dentificar y cuantificar las acetogeninas presentes en los extractos de
Annona muricata.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de semillas de
Annona muricata por medio de la técnica de capacidad antioxidante

equivalente al Trolox (TEAC). utilizando el radical libore ABTS e+.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1.1 Familia Annonaceae

Las Annonaceas son una familia de arboles que crecen principalmente a alturas
menores a los 2000 m, y a temperaturas que varian entre los 23 °C y los 28 °C.
Estan distribuidas en zonas tropicales de América, Africa, y en varias regiones de
Asia. Esta familia cuenta con 130 géneros y alrededor de 2.300 especies en el

mundo, especialmente en los géneros Annona y Rollinia.?

Familia Annonaceae En Colombia

En Colombia hay gran variedad de plantas Annonaceas destacando
principalmente la A. muricata, A. cherimola y A. squamosa. También existen otros
tipos de especies que se presentan de forma silvestre los cuales no han sido
comercializados. En el pais el cultivo de Annonaceas comprendia un aproximado
de 4.626 hectareas sembradas en el 2011 con un incremento del 20% para el afio
2018. Entre las especies de mayor produccién de annonaceas en Colombia se

encuentra la Annona muricata (Guandbana) con alrededor de 3.444 hectéareas,

8 SANCHEZ, M y AGUIRREOLA, J. Fisiologia y bioquimica vegetal. Madrid: McGraw-Hill
Interamericana. 1996.



distribuidas en los departamentos de Antioquia, Valle del cauca, Tolima, Huila y
Eje Cafetero.?

2.1.2 Generalidades de la Annona Muricata

La Annona muricata o Guanabana es el cultivo de Annonacea mas extenso en
Colombia. Se encuentra distribuido a lo largo de los trépicos del continente
americano desde México hasta Brasil, en Africa occidental, China, Australia y
algunas regiones de Norte América. Su origen es desconocido pero debido a sus
grandes extensiones de cultivo tanto controlado como silvestre, se presume que
su proveniencia esta en América del Sur. Actualmente entre sus mayores

exportadores se encuentra Brasil, México, y Colombia.°

Su cultivo es favorecido por alturas menores a los 2000 msnm, climas célidos,

huimedos y pH de suelos ligeramente acidos.

2.1.2.1 Clasificaciéon Botanica

Figura 1. Fotografia de fruto de Annona muricata (guanabana).

Fuente: Esta investigacion.

9 CABRA, J., SANCHEZ, R. N. y MEJIA, A. La Guanabana una nutritiva fruta del trépico americano
con un mercado rentable y promisorio. Optimizacién de la cadena productiva. 2002. 132-136 p.
10 CABRA, J., SANCHEZ, R. N. y MEJIA, A. La Guanabana una nutritiva fruta del trépico americano
con un mercado rentable y promisorio. Optimizacién de la cadena productiva. 2002. 132-136 p.



Tabla 1. Clasificacion botanica de Annona muricata (Quanabana).

ESPECIFICACIONES BOTANICAS

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona
Especie Annona muricata

Fuente: Fisiologia y Bioquimica vegetal (1996).1!

Fenologia: Se caracteriza por ser un arbol con una altura media que varia desde
los 3 a 6 m, su tronco es recto en la base y ramificado a medida que crece, sus
hojas tienen formas elipticas de 6 a 12 cm de largo por 3 cm de ancho y presentan

un olor caracteristico.

Flores: Las flores son de color amarillo palido, constan de 6 pétalos entre los
cuales hay 3 exteriores ovalados con terminacion en punta, siendo los mas
grandes y gruesos con tamafio entre los 2 y 4 cm de largo, posee 3 sépalos
ovados de menor tamafio. Las flores se presentan de manera unitaria a lo largo de

las ramas.

Semillas: Sus semillas son de color café brillante, ovaladas y aplanadas, con un

tamafio que varia entre los 1,5 a 2 cm de largo.

Fruto: El fruto es verde oscuro, su textura es aspera y esta cubierto con
protuberancias con aspecto de espinas; su pulpa es blanca jugosa con un olor

caracteristico.

1 SANCHEZ, M y AGUIRREOLA, J. Fisiologia y bioquimica vegetal. Madrid: McGraw-Hill
Interamericana. 1996.



Sexualidad: Su sexualidad corresponde a una planta hermafrodita, las estructuras
femeninas maduran mas rapido que las masculinas, sin embargo hay un periodo
comprendido entre las 36 y las 48 horas en las cuales ambos géneros se ven
expresados simultaneamente. Debido a sus caracteristicas de reproduccion es

comUnmente utilizada por su alto potencial para la reforestacion.!?

2.1.3 Fitoquimica

Los estudios fitoquimicos realizados a diferentes partes de la planta Annona
muricata, demostraron la presencia de varios metabolitos secundarios, entre los
cuales estan los alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, ciclopéptidos,
taninos y aceites esenciales. Ademas de estos fitocomponentes, también se
encuentran las Acetogeninas (AGEsS) como metabolito secundario caracteristico

de las plantas Annonaceas.'?

2.1.4 Acetogeninas (AGES)

Las acetogeninas son metabolitos secundarios caracteristicos de las especies
Annonaceas, son de gran interés para diversos estudios debido a su comprobada
bioactividad, destacando su capacidad antioxidante, antitumoral, antifungica y
anticancerigena. Estos compuestos son de caracter polar y elevado peso
molecular. Su ruta metabodlica no se ha establecido con exactitud, pero se derivan

de la ruta de los policétidos, posiblemente por la interaccion de acidos grasos de

12 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

13 ZOROFCHIAN, S., FADAEINASAB, M., NIKZAD, S., MOHAN, G., MOHD ALI, H. y KADIR, H.
Annona muricata (Annonaceae). A Review of Its Traditional Uses, Isolated Acetogenins and
Biological Activities: International Journal of Molecular Sciences, 2. 2015. 15626-15641 p.



cadena larga, con una unidad de propanol en el carbono dos para la formacion de
una lactona terminal y una cadena alifatica de 35 a 37 carbonos.**

Su actividad biologica principal es la anticancerigena, causando la apoptosis en
lineas celulares mutadas, e inhibiendo el crecimiento de tumores en modelos
animales. El mecanismo anticancerigeno es atribuido principalmente a la
modificacion del complejo | mitocondrial, en el cual las acetogeninas tienden a
unirse con el complejo | mediante enlaces con los pares electrénicos del oxigeno
del THF y de la lactona terminal. Estas uniones impiden el transporte electrénico
desde la enzima NADH y causan la terminacion del ciclo de respiracion celular, lo
gue se traduce en una baja produccion en ATP induciendo a las células a una

muerte programada (Apoptosis). 1°

2.1.4.1 Estructura Quimica de AGEs

Su estructura general se compone de una cadena alifatica de 35 6 37 &tomos de
carbono con uno, dos o tres anillos tetrahidrofuranos (THF), asi como
sustituyentes oxigenados (hidroxilos, cetonas, esteres y epéxidos) localizados a lo
largo de la cadena. Presenta un anillo lactonico terminal, el cual esta a, B
insaturado y metil sustituido, bajo algunas condiciones se encuentra saturado o

rearreglado como cetolactona. Por su estructura y numero de anillos THF se

4 LIAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.

15 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.



clasifican en cuatro tipos principales: Lineales, Epoxiacetogeninas, Acetogeninas
mono-THF y Acetogeninas bis-THF. 16

Acetogeninas Lineales

Se caracterizan por tener una lactona terminal, una cadena alifatica de 35 a 37
carbonos y dobles enlaces en su estructura. No presenta anillos de THF pero

pueden tener sustituyentes oxigenados.

Figura 2. Estructura general de acetogeninas lineales

Fuente: Flérez et al. (2010).17

Epoxiacetogeninas

Este grupo de acetogeninas parten del esquema general de las AGEs lineales,
pero contienen un epodxido ubicado en la mitad de la cadena alifatica. Son

consideradas como los precursores de otras acetogeninas mas complejas.

16 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

17 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en

Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 16.
P.
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Figura 3. Estructura general de epoxiacetogeninas.

o
1
Fuente: Flérez et al. (2010).18
Acetogeninas Mono-THF.
Son el grupo de acetogeninas mas abundantes en las plantas Annonaceas. Su
estructura se caracteriza por la presencia de un anillo de THF con uno o dos

grupos hidroxilos en la cadena alifatica larga.

Figura 4. Estructura general de acetogeninas mono-THF

R=H, OH

Fuente: Florez et al. (2010).1°

Acetogeninas Annonaceas Bis-THF.

La caracteristica estructural primaria de las AGEs bis-THF es que se componen de
dos anillos de THF que contienen uno o dos grupos hidroxilos. Se pueden
clasificar en dos tipos de acuerdo en la proximidad de sus anillos. (1) Compuestos

con un bis-THF adyacente y (2) aquellos con un bis - THF no adyacente, en el que

18, |bid 16 p.
19 |bid., p. 18.
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este Ultimo posee una cadena alifatica de cuatro carbonos entre los anillos de
THF.20 21

Figura 5. Estructura general de acetogeninas bis-THF adyacentes.

R=H,OH, O

Fuente: Florez et al. (2010).22

2.1.5 Técnicas Utilizadas en la Extraccion, Identificacion y Evaluaciéon de

Capacidad Antioxidante de extractos etandlicos ricos en Acetogeninas

2.1.5.1 Método de Extraccion Soxhlet

El Soxhlet es un método de extraccidén asistida por solventes. En este método la
muestra solida se encuentra empaquetada en un cartucho soxhlet, mientras que el
solvente se evapora y se condensa, pasando gota a gota a través de ella a
temperatura de ebullicion y en ciclos repetidos de sifonaje. Por lo tanto el método
consiste en un “lavado” sucesivo de la muestra con un solvente afin a los
metabolitos que se desea extraer. La extraccion se realiza por solubilidad de los

analitos en el solvente, sin embargo ya que el proceso implica temperaturas

20 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnolédgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

21 ZOROFCHIAN, S., FADAEINASAB, M., NIKZAD, S., MOHAN, G., MOHD ALI, H. y KADIR, H.
Annona muricata (Annonaceae). A Review of Its Traditional Uses, Isolated Acetogenins and
Biological Activities: International Journal of Molecular Sciences, 2. 2015. 15626-15641 p.

22 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Regioén Cafetera: Universidad Tecnol6gica de Pereira. 2010. 18

p.
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elevadas y ciclos sucesivos, se pueden llegar a extraer compuestos cuya
solubilidad en el solvente utilizado sea baja.?®

La eleccion de los solventes de extraccion, se realiza con base en la polaridad de
los analitos de interés, ya que cada solvente produce extractos y composiciones
especificas diferentes para una misma muestra. Los factores mas relevantes para
la adecuada eleccion del solvente son: la selectividad en cuanto al tipo de
compuestos que se desea extraer, la baja o nula interaccion quimica del solvente
con el analito, la estabilidad quimica en las condiciones del proceso, baja
viscosidad, baja presion de vapor, baja toxicidad e inflamabilidad y alto limite de

saturacion.?*

La relacion muestra-solvente también presenta gran influencia sobre la extraccion,
lo cual estd asociado al limite de saturacion del solvente. Para una cantidad
determinada de muestra, el volumen del solvente debe ser adecuado para la
extraccion total del analito, sin que se sature antes de extraer totalmente los
compuestos en la matriz y sin que el extracto final sea diluido. EI tiempo de
extraccion también juega un papel en la optimizacién de los factores por el método
soxhlet, siendo 6ptimo el tiempo en que el solvente alcanza la total extraccién del

compuesto.?®

Otro de los factores que influyen sobre el tipo de extraccion soxhlet es el tamafio
de las particulas. Estas entre mas pequefias y homogéneas presentan mayor
superficie interfacial, lo que quiere decir que presentan mas interacciéon con el

solvente de extraccion y mayor velocidad de transferencia.

23 Laboratorio de quimica analitica e instrumental. Métodos de separacion por extraccion con

solventes. Laboratorio de quimica analitica e instrumental Sitio web:
http://avalon.utadeo.edu.co/comunidades/estudiantes/ciencias_basicas/analitica_instrumental/guia
_2_1.pdf. 2001.

24 McMURRY J. Quimica Orgéanica: México: International Thomson editores. 2001. 532 p.
25 McMURRY J. Quimica Orgéanica: México: International Thomson editores. 2001. 532 p.
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También se resalta que en algunos casos si el tamafio de particulas es muy

reducido, estas pueden apelmazarse dificultando la extraccion.?®

2.1.5.2 Método de Extraccion por Maceracion Quimica

La maceracion quimica es un método de extraccion asistido por solventes. En
este, la muestra sélida previamente molida es depositada en un recipiente con un
solvente especifico y dejada en reposo o en agitacibn durante tiempos
prolongados, los cuales en ocasiones superan los 8 dias de extraccion. Los
compuestos quimicos de interés son extraidos de la matriz de acuerdo a su
solubilidad en el solvente. La naturaleza de los compuestos extraidos depende de
la materia prima empleada, asi como el liquido de extraccion. 2’ Existen dos

métodos de acuerdo a la temperatura, caliente y frio.

Maceracién en frio

El proceso de maceracion en frio se realiza con el solvente a temperatura
ambiente y en un tiempo largo dependiendo de la materia prima y los analitos que
se deseen extraer. De las ventajas que presenta la maceraciéon en frio, esta que
no requiere gasto energético y se puede usar para la extraccion de compuestos
termolabiles, ya que al no involucrar factores como la temperatura no se presentan

dafios o cambios en las propiedades de lo que se desee extraer. Entre las

26 Revista Colombiana de Quimica. Evaluacion de métodos de extraccion para la obtencion del
acido giberélico en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.). Volumen 46, Numero 2.
Received: 27/10/2016: https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v46n2.63015. Universidad
Nacional de Colombia. 2017. 45-50 p.

2T FERAROLI'S, G. Handbook of Flavor Ingredients, Volume |: New York. CRC Press. 1975.
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desventajas estd que requiere de periodos de tiempo mucho mas extensos para

lograr una extraccion adecuada. 28 2°

Maceracion con calor

El proceso de maceracion con calor involucra el aumento de la temperatura del
solvente, lo cual puede hacer variar considerablemente el tiempo de extraccion en
comparacion con la maceracion tradicional en frio, ya que la temperatura puede
acelerar la extraccion de los analitos. La desventaja de la maceracion en calor es
gue no logra extraer totalmente todos los productos deseados, muchos de los
compuestos presentes en las muestras pueden presentar degradaciones a altas
temperaturas, por lo cual este tipo de extraccion puede destruir algunas
propiedades propias de los analitos, ademas de que se requiere equipos mas
sofisticados que permitan el control de temperatura, sin mencionar el consumo

energético que dicho proceso implica en un tiempo prolongado. 3

Variables a tener en cuenta en los métodos de extracciéon

La eficiencia de la extraccién y su velocidad se pueden ver afectadas por diversos
factores. El factor mas importante en este tipo de extraccion es la solubilidad de
los analitos en el solvente utilizado. Otros factores que tienen gran relevancia son:
la temperatura, concentracién del solvente, tamafio de particulas y la agitacion.
Las propiedades de cada factor pueden llegar a variar considerablemente la
extraccion de un analito determinado. La temperatura esta relacionada con la

velocidad de extraccion, si se aumenta la temperatura aumenta la velocidad ya

28 Revista Colombiana de Quimica. Evaluacion de métodos de extraccion para la obtencion del
acido giberélico en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.). Volumen 46, Numero 2.
Received: 27/10/2016: https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v46n2.63015. Universidad
Nacional de Colombia. 2017. 45-50 p.

29 FERAROLI'S, G. Handbook of Flavor Ingredients, Volume I: New York. CRC Press. 1975.

%0 |bid. 45-50 p.
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que la solubilidad es mayor; la temperatura maxima del sistema es la temperatura
de ebullicion del solvente, en este caso no se llega hasta este limite, ya que
implicaria el proceso de condensacion de solvente y es atribuido a otro proceso de
extraccion. La concentracion del solvente es importante debido a la saturacion y a
las interacciones que pueda presentar con la célula vegetal, las cuales pueden ser
mas selectivas a ciertas concentraciones. La reduccion de particulas tiene una
gran importancia, porque aumenta el area de contacto y disminuye el tiempo
necesario para la extraccion, sobre todo para sélidos de baja porosidad; por otra
parte la porosidad permite que el liquido penetre a través de los canales formados
por los poros dentro del so6lido aumentando asi el area activa para la extraccion.
Finalmente la agitacion otorga una mayor eficiencia en la extraccion debido a que
disminuye la resistencia a la difusion, permitiendo un mayor contacto entra las

particulas-solvente y asi logrando una mayor extraccion.3!

2.1.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficiencia es un método de separacion e
identificacion de moléculas de estructura quimica similar mediante el uso de
detectores. Se aplica a compuestos no volatiles, como alcaloides, lipidos,
esteroides, glucidos, acetogeninas, acidos grasos, saponinas, flavonoides, y a
sustancias termolabiles, como las proteinas y vitaminas. La técnica consta de una
fase estacionaria y una fase movil de diferente polaridad, la separacién de los
compuestos se basa en los principios de polaridad y el equilibrio quimico de los
compuestos con respecto a ambas fases. El extracto es inyectado pasando a
través de la columna cromatografica por medio el bombeo de la fase movil, la

cual “arrastra” a los analitos originando su separacion. Los componentes de la

31 Revista Colombiana de Quimica. Evaluacion de métodos de extraccion para la obtencion del
acido giberélico en semillas germinadas de maiz (Zea mays L.). Volumen 46, Numero 2.
Received: 27/10/2016: https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v46n2.63015. Universidad
Nacional de Colombia. 2017. 45-50 p.
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muestra se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas
o fisicas con la fase estacionaria y la fase movil a medida que eluyen por la
columna. El resultado es un cromatograma, que muestra los compuestos
separados y el area del pico de cada uno de ellos, que es proporcional a su

concentracion.32

En relacién con las polaridades relativas de las fases movil y estacionaria, el
HPLC se clasifica en dos tipos de cromatografia de reparto: una de fase normal y
una de fase reversa. En un inicio, la cromatografia de liquidos utilizaba como fase
estacionaria recubrimientos polares como el trietilenglicol, colocados sobre
particulas de silice o alimina, y como fase movil se utilizaban compuestos
apolares, este tipo se conocia como cromatografia de fase normal, en donde el
componente menos polar eluye primero, debido a que relativamente es el mas
soluble en la fase mévil y un aumento de la polaridad de la fase movil provoca
una disminucién del tiempo de elucion. En la cromatografia de fase reversa
(utilizada para el analisis de acetogeninas), la fase estacionaria es de caracter
apolar y la fase movil es de polaridad alta a media, los componentes mas polares
aparecen primero y un incremento de la polaridad de la fase mévil disminuye el
tiempo de elucion de compuestos polares. Los analitos son retenidos de acuerdo
a la naturaleza de del compuesto, su polaridad, y de las interacciones con la fase

estacionaria y fase mévil empleada para la separacion. 33

La mayoria de la Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia se lleva a cabo con
rellenos de fase inversa. Por lo general, el grupo R del siloxano en estos
recubrimientos es una cadena de C8 (n-octilo) o una cadena de C18 (n-

32 Agilent Technologies, Inc. (2010). Fundamentals of Liquid Chromatography (HPLC). De Agilent
Sitio web: http://polymer.ustc.edu.cn/xwxx_20/xw/201109/P020110906263097048536.pdf. Febrero
25, 2017.

33 Agilent Technologies, Inc. (2010). Fundamentals of Liquid Chromatography (HPLC). De Agilent

Sitio web: http://polymer.ustc.edu.cn/xwxx_20/xw/201109/P020110906263097048536.pdf. Febrero
25, 2017.
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octadecilo), adecuadas para el analisis de compuestos de polaridad media como
los analitos de interés. Las cadenas mas largas pueden presentar una mayor
retencién de analitos. En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia en

fase inversa, la elucion se lleva a cabo con una fase moévil de elevada polaridad.3*

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia para el analisis de AGEs

Mediante el HPLC con PDA, se pueden separar macromoléculas y especies
iGnicas, materiales poliméricos y una variedad de metabolitos de alto peso
molecular como son las acetogeninas. Esta técnica es una alternativa eficiente
para la separacion de productos naturales sin recurrir a técnicas adicionales de
purificacion, debido a su variedad de fases estacionarias, 10 que permite una
mayor gama de estas interacciones selectivas y mas posibilidades para la
separacion. Adicionalmente se puede programar la deteccion de los compuestos
a diferentes longitudes de onda para mejorar la selectividad en el analisis de los

compuestos para la identificacién o cuantificacion.3®

Debido a lo mencionado anteriormente, HPLC-PDA es el método de separacion
de acetogeninas mas preciso y fiable, pudiendo utilizarse tanto para la
identificacion de estos compuestos como para la cuantificacidbn en base a la
relacién existente entre las areas y las concentraciones. También es el mas
utiizado en los reportes cientificos recientes dedicados al analisis y

caracterizacion de acetogeninas con columnas de fase reversa.®® 37

34 HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de Quimica Analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.

35 |bid., p. 12.

36 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA’/AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015, 421-430 p.

37 ZOROFCHIAN, S., FADAEINASAB, M., NIKZAD, S., MOHAN, G., MOHD ALI, H. y KADIR, H.
Annona muricata (Annonaceae). A Review of Its Traditional Uses, Isolated Acetogenins and
Biological Activities: International Journal of Molecular Sciences, 2. 2015. 15626-15641 p.
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2.1.5.4 Cromatografia de Gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica de separacion de compuestos volatiles,
aplicada a muestras organicas complejas, organometdlicas y a sistemas
bioquimicos como proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos, etc. Se emplean los
tiempos de retencion para la identificacion cualitativa, mientras que las alturas de
Sus picos o sus areas dan informacion cuantitativa. La técnica también es Util para

evaluar la efectividad de los procedimientos de purificacion.

En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase
movil de un gas inerte y a diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia,
la fase mévil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcién es la

de transportar a este a través de la columna.38

Cada soluto presente en la muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase
estacionaria, lo que permite su separacion: los componentes fuertemente
retenidos por esta fase se moveran lentamente en la fase movil, mientras que los
débilmente retenidos lo haran rdpidamente. Un factor clave en este equilibrio es la
presion de vapor de los compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor
tiempo de retencion en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de
movilidad, los diversos componentes de la muestra se separan en bandas que
pueden analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de

los detectores seleccionados.39 40

38 Gas Chromatography Mass Spectrometry., University of Bristol.
http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gcms.htmi

39 HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de Quimica Analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.

40 Gas Chromatography Mass Spectrometry., University of Bristol.
http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gcms.htmi
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2.1.5.5 La Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas (EM) es una de las técnicas analiticas mas completas
gue existen. Recientemente, esta técnica se utiliza no sélo en investigacion, sino
también en analisis de rutina de los procesos industriales, en control de calidad,
etc. Sus principales cualidades son la capacidad de identificacion de forma
practicamente inequivoca, ya que proporciona un espectro caracteristico de cada
molécula, permite medir la concentracion de las sustancias mediante el acople con
cromatografia de gases, habitualmente se detectan concentraciones del orden de
ppm o ppb y en casos especificos se puede llegar hasta ppt e incluso ppq,
proporciona informacion estructural sobre la molécula analizada, suministra
informacion isotépica y se puede realizar un espectro en décimas de segundo, por
lo que puede monitorizarse para obtener informaciéon en tiempo real sobre la

composicion de una mezcla de gases.*

Dentro del espectrémetro de masas, se procede a la ionizacion de la muestra
mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente es el de
impacto electrénico que bombardea las moléculas con electrones de una cierta
energia, capaces de provocar la emisién estimulada de un electron de las
moléculas y asi ionizarlas. Ademas de moléculas ionizadas o iones moleculares
(M+) también se forman iones fragmento debido a la descomposicion de los iones
moleculares con exceso de energia. El tipo y proporcién relativa de cada uno de
estos fragmentos es caracteristico de las moléculas analizadas y de las
condiciones del proceso de ionizacion. Una vez ionizadas las moléculas, se
aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos o
magnéticos (Figura 6). La velocidad alcanzada por cada ion sera dependiente de

su masa. La deteccién consecutiva de los iones formados a partir de las moléculas

41 GUTIERREZ, M. y DROGUET, M. Identificacién de compuestos volatiles: Cromgases Sitio web:
http://lupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2099/2733/5CROMGASES.pdf. 2002.
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de la muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura, produce el espectro
de masas de la sustancia, que es diferente para cada compuesto quimico.*? 43

Figura 6. Funcionamiento Espectrofotometro de Masas.

Iman

Entrada de Calor vaporiza
la muestra la muestra

Fuente de
corriente de electrones

Campo magnético
desvia mas los
iones ligeros

Detector

Fuente: Fundamento y equipos de tecnologia avanzada.**

2.1.5.6 Acoplamiento Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
(GC-MS)

La utilizaciébn de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de

masas requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos

42 HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de quimica analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.
43 |bid., 102, p.

44 SERNA, D. Espectrometria De Masas (MS); Fundamento Y Equipos De Tecnologia
Avanzada. Analitek.
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técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefa cantidad de

muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles.

Una mezcla de compuestos es inyectada en el cromatdgrafo de gases, las
moléculas son retenidas por la columna y eluyen en un tiempo determinado
(lamado tiempo de retencién), y esto permite que el espectrometro de masas
capture, ionice, acelere, desvie, para detectar las moléculas ionizadas por
separado. EI  espectrdmetro de masas rompe cada molécula en
fragmentos ionizados y detecta estos fragmentos usando su relacion masa-

carga.*® 46

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los
espectros, actia como detector cromatografico al registrar la corriente iénica total
generada en la fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el
cromatograma o “TIC” (total ion current). En efecto, la corriente i6nica generada
por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area proporcional a la
concentracion del compuesto detectado. La combinacion de los dos procesos
reduce la posibilidad de error, ya que es extremadamente improbable que dos
moléculas diferentes se comporten de la misma manera tanto en un cromatégrafo

de gases como en un espectrémetro de masas.*’

Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de masas para el andlisis
de AGEs

Esta técnica es ampliamente utilizada para el analisis fitoquimico de extractos de
productos naturales. Ha sido empleada comunmente con el detector FID para la

identificacion de acetogeninas en el analisis de extractos etanolicos y metandlicos

45 HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de Quimica Analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.

46 GUTIERREZ, M. y DROGUET, M. Identificacién de compuestos volatiles: Cromgases Sitio web:
http://lupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2099/2733/5CROMGASES.pdf. 2002.

47 |bid., p. 2002
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de partes de la Annona muricata, sin necesidad de realizar derivatizaciones. La
fase estacionaria mas utilizada para la separacion de este tipo de muestras es la
columna DB-5 compuesta de 5% difenilo 95% polidimetilsiloxano de dimensiones:

30 m de longitud y diametros internos de 0,25 a 0,32 mm.*®

2.1.5.7 Acoplamiento Cromatografia Liquida -Espectrometria de Masas (LC-
MS)

La Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas (LC-MS) es una técnica de
quimica analitica que combina las capacidades de separacion de la cromatografia
liquida (HPLC) con las capacidades de analisis de masa de la espectrometria de
masas (MS). Este acople es muy popular en el andlisis quimico porque las
capacidades individuales de cada técnica se mejoran sinérgicamente. Mientras
que la cromatografia liquida separa las mezclas con componentes multiples sin
necesidad de derivatizacion, la espectrometria de masas proporciona identidad
estructural de los componentes individuales con alta especificidad molecular y

sensibilidad de deteccion. 4°

El acoplamiento de MS con sistemas LC es atractivo porque la cromatografia
liguida puede separar las mezclas naturales delicadas y complejas, cuya
composicién quimica necesita estar bien establecida. Los sistemas HPLC-MS
facilitan el analisis de muestras que tradicionalmente han sido dificiles de analizar

por GC-MS es decir, analitos poco volatiles. La alta sensibilidad y la selectividad y

48 SHIBULA, K. y VELAVAN, S. Determination of Phytocomponents in Methanolic Extract of
Annona muricata Leaf Using GC-MS Technique: International Journal of Pharmacognosy and
Phytochemical Research, 6. 2015. 1251-1255 p.

% HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de quimica analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.
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el alto rendimiento de LC - MS hacen que sea eficaz para la determinacion de

trazas de compuestos en diferentes matrices.>° 5!

Ademas de los dispositivos de cromatografia liquida y espectrometria de masas,
un sistema LC-MS contiene una interfaz que transfiere eficientemente los
componentes separados de la columna LC a la fuente de iones MS. La interfaz es
necesaria porque los dispositvos LC y MS son fundamentalmente
incompatibles. Mientras que la fase movil en un sistema LC es un liquido
presurizado, los analizadores de MS funcionan comunmente bajo vacio (alrededor
de 10 - 8 torr). En el punto en el que las fases moéviles de liquidos abandonan la
columna, la muestra liquida es rociada para producir micro gotas. Estas se
evaporan rapidamente, liberando moléculas de analito ionizadas que, a
continuacion, pueden separarse en el espectrometro de masas. En la actualidad,
las interfaces LC-MS mas utilizadas se basan en estrategias de ionizacion por
presion atmosférica (API) como la ionizacion por electrospray (ESI), la ionizacion
qguimica a presion atmosférica (APCI) y la foto-ionizacion por presion atmosférica
(APPI).

Como resultado estan los espectros de masas obtenidos por HPLC-MS los cuales
suelen ser mas sencillos que los obtenidos en GC-MS debido a que el nivel de

fragmentacion de las moléculas es menor.>?

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a Espectrometria de

Masas para el andlisis de AGEs

La cromatografia liquida de alta eficiencia es el método mas usado para la

separacion, identificacion y cuantificacion de los analitos de interés. El acople

50 |bid 114 p.

51 Agilent Technologies, Inc. (2010). Fundamentals of Liquid Chromatography (HPLC). De Agilent
Sitio web: http://polymer.ustc.edu.cn/xwxx_20/xw/201109/P020110906263097048536.pdf. Febrero
25, 2017.

2 HOLLER, J. y CROUCH, S. Fundamentos de quimica analitica: México: Douglas A. Skoog, Mc
Graw Hill. 2014.
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tandem con espectrometria de masas permite no solo la separacién e
identificacion tentativa, si no también identificacion de los compuestos con 95% de
confianza y una mayor sensibilidad. La fragmentaciéon mas leve de las moléculas
por medio de esta técnica, en comparaciéon con el acople de GC-MS, facilita la
identificacion de estos compuestos por medio de sus iones principales, debido a
que las diferencias estructurales entre ellos, suelen radicar en grupos funcionales
pequefios que al fragmentarse completamente pueden originar iones dificiles de
identificar a la hora de compararlos con los espectros de masas de las bases de

datos o los reportados bibliograficamente. >3 54

2.1.5.8 Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox (TEAC) con el Radical
ABTSe+ (Acido 2,2'-Azino-Bis-3-Etilbenzotiazolin-6- Sulfonico)

Un antioxidante es un compuesto quimico capaz de oxidarse el mismo, retardando
o previniendo la oxidacion de otras moléculas. El proceso de oxidacion consiste en
una reaccion quimica que puede llevarse a cabo por transferencia de electrones
de una sustancia a un agente oxidante. Este tipo de reacciones pueden producir
radicales libres que reaccionan en cadena generando mas de estas especies
radicalarias y originando dafio celular. Los antioxidantes por lo tanto, tienen como
funcion oxidarse a si mismos impidiendo que se sigan generando este tipo de

reacciones. 2

3 SMITH, R., LEVINE, R., TRAN, K., RICHARDS, K., RYAN, S,, LUO, R., MAIA, J., SABAA-SRUR,
A., de MORAES, M., GODOY, H., de MORAES, |., SCHMIDT, F. y THOMAS, A. LC-MS and NMR
Analyses of Neurotoxic Fruits in the Annonaceae Family: 1 The U.S. Food and Drug Administration,
Lenexa, KS 66214. 2018.

> RANISAHARIVONY, B., RAMANANDRAIBE, V.,RASOANAIVO, L., RAKOTOVAO, M. y
LEMAIRE, M. Separation and Potential Valorization of Chemicalconstituents of Soursop Sedes:
Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. 2015. 161-171 p.

5% RE, R. y PELLEGRINI, N. Antioxidant activity applying an improved abts radical cation
decolorization assay: international antioxidant research centre, elsevier science publishers b.v.,
London. 1998. 1231-1237 p.
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El método TEAC utilizando el cation radical ABTS+e es uno de los métodos
espectrométricos méas utilizados para determinar la capacidad antioxidante de
soluciones o sustancias puras. La técnica para la generacion del cation radical
ABTS+e, implica la produccion directa del croméforo ABTS+e verde-azul a través
de la reaccion entre ABTS (Acido 2,2’-azinobis (3etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) y

el persulfato de potasio (K2S20s).

Por este método, la capacidad antioxidante de los compuestos de prueba se mide
como inhibicion Optica complementaria a la absorbancia (disminucion del color), al
reaccionar directamente con el cation radical ABTS+e. En la reaccion entre el
cation-radical ABTS+e y la sustancia antioxidante, la especie radical de ABTS, es
neutralizada por un electron donado por la sustancia antioxidante. De esta manera
el grado de decoloracién es equivalente al porcentaje de inhibicién del catién
radical ABTS+e y la concentracion del antioxidante se determina usando el Trolox
como antioxidante de referencia, por lo cual la técnica se conoce como Capacidad
Antioxidante Equivalente a Trolox. Los méximos de absorcion se presentan a las
longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm.5¢

La capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de semillas de Annona
muricata por TEAC no se ha reportado. La eleccion del método se realiz6 en base
a su alta la reproducibilidad, su uso es flexible en diferentes medios tales como
acuosos o lipofilicos, por lo cual es adecuado para este tipo de muestras de

polaridad media.5” 8 La reaccion se representa de la siguiente manera:

5 JIMENEZ, J.P. y VILLARREAL, J. Estudio Quimico de Pigmentos Tipo Antocianina Presentes en
el Fruto del Motilon (Hyeronima macrocarpa): Universidad de Narifio. Tesis de Grado. 2008.

57 Tovar, J. Determinacion de la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de 30 plantas
recolectadas en la regidon cafetera: Facultad Tecnolégica de  Pereira  Sitio
web:http://repositorio.utp.edu.co/dspace/bitstream/handle/11059/3636/54763T736.pdf;jsessionid=2
0D574513A55F18E611A5A01E4ADEB34B?sequence=1. 2013.

58 Ugartondo, V. Caracterizacion de derivados polifenolicos obtenidos de fuentes naturales.
Citotoxicidad y capacidad antioxidante: Universidad de Barcelona Sitio
web:http://diposit.ub.edu/dspace/bitstream/2445/41765/2/01.VUC_INTRODUCCION.pdf. 2009.

26



Figura 7. Estructura del ABTS-+ antes y después de la reaccion con el

antioxidante.
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2.1.5 Disefo Experimental

El disefio experimental se define como una serie de pruebas que caractericen los
factores Xi (variables independientes de entrada controlables) que tengan mayor
influencia en un ensayo, de esta manera se evallan las variaciones en los factores
que generen una respuesta cuantitativa. Este proceso se realiza con el fin de
minimizar el efecto de las variables no controlables Zi o covariables y asi

minimizar la variabilidad de las respuestas.®°

59 Qliveira, S. Evaluation of antiradical assays used in determining the antioxidant capacity of pure
compounds and plant extracts. Scielo, 37, 2014.

60 BARTLETT M. Properties of Sufficiency and Statistical Tests. En: Proceedings of the Royal
Society of London. vol. 160. 1930. 268-282 p.
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Un disefio experimental ayuda a determinar si existe una diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos del experimento y en caso que la respuesta es
afirmativa, cuél seria la magnitud de esta diferencia. Una segunda meta de los
disefios experimentales es verificar la existencia de una tendencia derivado del
andlisis de los datos del experimento. Los objetivos de un disefio experimental
son: (1) verificar si la diferencia entre los tratamientos es una diferencia verdadera
0 se debe a un proceso al azar, (2) establecer tendencias entre las variables. Es el
procedimiento que se sigue para asignar los tratamientos a las unidades

experimentales.

Un disefio experimental presenta dos fases principales:

-Caracterizacion de un proceso: en donde se determinan los rangos de las
variables controlables que mas influyan en los factores de respuesta y asi

minimizar el efecto de las covariables.

-Optimizacién de un proceso: en donde se determinan los niveles de los factores

caracterizados que dan una respuesta éptima.5!

2.1.6.1. Tipos de disefio experimental

Para elegir el tipo de disefio experimental hay que tener en cuenta varios factores
entre los que se encuentran el objetivo del experimento, el nimero de factores a
controlar, los niveles que se someteran en cada factor, los efectos esperados,

entre otros.52

61 ARTURO F. Estudio Quimico de los Alcaloides Presentes en las Hojas de Yerbamora (solanum
nigrum 1.), Originaria de los Municipios de Pasto y Chachagii. Trabajo de Grado (Quimico). En:
Universidad de Narifio. Facultad de ciencias Exactas y Naturales. Departamento de Quimica.
Colombia. 2017. 44-46 p.

62 ANSCOMBE F. The Validity of Comparative Experiments. En: Journal Royal of the Statistical
Society vol. 61. 1947. 181 -211 p.
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Los experimentos se clasifican en dos tipos:

Experimento absoluto: centra su interés en la estimacion y las propiedades fisicas
de la poblacion estudiada, la seleccion de tratamientos se realiza mediante

procesos aleatorios.

Experimento comparativo. Los tratamientos se comparan por sus efectos medios
sobre un factor de respuesta con el fin de determinar qué tratamiento es el que
mas se adecla a un factor de respuesta 6ptimo. Sin embargo una forma de
clasificar especificamente un disefio es en funcién del objetivo de experimento, la
estrategia de comparacion y la cantidad de variables independientes, de esta

manera se tienen los siguientes tipos de disefio: 3

-Comparativos (disefios al azar, disefios de bloques, etc.)

-Factoriales (2n, 3n, etc.)

-Disefios de mezclas (disefo de redes, axial, etc.)

-Robustos (Disefios ortogonales)

2.1.6.2 Metodologia de Superficie de Respuesta

Un disefio de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas avanzadas de
disefio de experimentos que le ayudan a entender mejor y optimizar la respuesta.
La metodologia del disefio de superficie de respuesta se utiliza con frecuencia
para refinar los modelos después de haber determinado los factores importantes
utilizando disefios de cribado o disefios factoriales.

63 ARTURO F. op, cit. 2017. p.44.
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La metodologia de superficies de respuesta MRS es un conjunto de técnicas de
disefio experimental y optimizacion de procesos en donde se considera una
variable cuantitativa de respuesta (y) que depende de una serie de factores Xi
(I=1,-....K) Y parametros bm )((m=1,...,I) relacionados por. y=n
(x1,...,xk;B1,...,b1).

La MRS se fundamenta en encontrar los niveles Optimos de un factor para una
determinada respuesta centrando la atencidbn en los niveles que den una
respuesta de interés optimo, esto implica mejorar significativamente el resultado
de un experimento respecto al tiempo, condiciones, eficiencia, entre otros factores.
La interacciéon de muchas variables afecta el resultado de un experimento, estas
variables afectan en diferente proporcion por lo tanto para aplicar una buena MRS
resulta necesario seleccionar los factores que afecten cierta caracteristica de
manera significativa; por esta razon es necesario realizar un analisis de varianza
ANOVA.

La diferencia entre una ecuacién de superficie de respuesta y la ecuacion de un
disefio factorial es la adicién de los términos elevados al cuadrado (o cuadréticos)

gue permiten modelar la curvatura en la respuesta, lo que hace la hace util para:

« Entender o mapear una regién de una superficie de respuesta. Las ecuaciones
de superficie de respuesta modelan como los cambios en las variables afectan

una respuesta de interés.
« Hallar los niveles de las variables que optimizan una respuesta.

« Seleccionar las condiciones operativas y cumplir con las especificaciones.* 6

6 BARTLETT M. Properties of Sufficiency and Statistical Tests. En: Proceedings of the Royal
Society of London. vol. 160. 1930. 268-282 p.
& ARTURO F. op, cit. 2017. p.44.
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Disefios centrales compuestos

El disefio central compuesto es el experimento disefiado de superficie de
respuesta que mas se utiliza. Los disefios centrales compuestos son un disefio
factorial o factorial fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de
puntos axiales (también denominados puntos de estrella) que permiten estimar la

curvatura. Puede utilizar un disefio central compuesto para:

« Estimar eficientemente los términos de primer orden y segundo orden.

o Modelar una variable de respuesta con curvatura al agregar puntos centrales

y axiales a un disefio factorial previamente ejecutada.

Los disefios centrales compuestos son especialmente Utiles en los experimentos
secuenciales, porque frecuentemente permiten ampliar experimentos factoriales

anteriores al agregar puntos axiales y centrales.

Bloques ortogonales

Con frecuencia, los disefios centrales compuestos se ejecutan en mas de un
bloque. Los disefios centrales compuestos pueden crear bloques ortogonales, lo
gue permite estimar los términos del modelo y los efectos de bloque de manera

independiente y minimizar la variacién en los coeficientes de regresion. 66

% BARTLETT M. Properties of Sufficiency and Statistical Tests. En: Proceedings of the Royal
Society of London. vol. 160. 1930. 268-282 p.
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2.2 ANTECEDENTES

2.2.1 Descubrimiento de AGEs

Desde hace mas de 30 afios, los fitoquimicos han estudiado sobre las familias de
plantas con acetogeninas, y las clasificaciones por géneros, encontrdndose un
recuento de 15 familias, entre las cuales las annonas estan clasificadas en 19

especies diferentes.®’

El estudio de las acetogeninas annonaceas se inici6 como resultado del primer
informe sobre la Uvaricina, aislada de las raices de Uvaria accuminata por (Jolad
et al., 1982)%8, Esta presentd una excelente bioactividad en el sistema de leucemia
linfocitica en ratones y sobre la linea celular P-388. Por lo cual la uvaricina fue el
primero de la serie de compuestos denominados acetogeninas con una potente

actividad anticancerigena.

En base a esto, numerosas acetogeninas han sido aisladas e identificadas, de
varias partes de las plantas annonaceas. Estos resultados han promovido nuevos
trabajos sobre la estructura y clasificacion de las acetogeninas asi como sus

hipotesis biogenéticas.®®

67 PETTIT, GR., MUKKU, VJRV., CRAGG, G., HERALD, DL., KNIGHT, JC., HERALD, CL. y
CHAPUIS, JC. Antineoplastic agents. Ampelocissus sp. cancer cell growth inhibitory constituents: J
Nat Prod, 71, 2008. 130 p.

68 JOLAD, SD., HOFFMANN, JJ., SCHRAM, KH., COLE, JR., TEMPESTA, MS., KREIK, GR. y
BATES, RB. Uvaricin, a new antitumor agent from Uvaria acuminata (Annonaceae): J Org Chem,
47.1982. 3151 p.

69 LIAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.
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Cave’ et al (1997)7°, realizaron una contribucién sobre las acetogeninas en una
serie de libros, que cubre la extraccion, clasificacion, el aislamiento, la estructura,
la hipotesis biogenética, sintesis y actividades biologicas de este tipo de
compuestos. Desde ese hecho en 1997, hasta el 2014, se han determinado las
estructuras de mas de 200 acetogeninas, incluyéndose la revision realizada por
McLaughlin et al. (1997). "

Debido a las estructuras de las AGEs aisladas, de las cuales no se tenian
precedentes, los criterios de Cave' en 1997, para la clasificacion de las
acetogeninas, se han modificado y simplificado segun las caracteristicas
estructurales. Estudios mas recientes han revelado 500 especies de AGEs que

han sido identificadas de diferentes plantas de la familia annonéacea.” 74 7>

2.2.2 Extraccion e Identificacion de AGEs

Los estudios sobre las acetogeninas annonaceas (AGES) a partir de 1997 se
centraron principalmente en la eficiencia de la extraccion e identificacion de
compuestos mediante  técnicas cromatograficas y otros  métodos

espectroscopicos.

Por la necesidad de aislar las acetogeninas, se llevd a cabo la busqueda de

nuevos enfoques para maximizar la capacidad de separacion y facilitar el analisis

0 CAVE’, A., FIGADERE, B., LAURENS, A. y CORTES, D. Acetogenins from Annonaceae: Prog
Chem Org Nat, 70. 1997. 81 p.

L MCLAUGHLIN, J.L. Paw paw and cancer: Annonaceous acetogenins from discovery to comercial
products: J. Nat. Prod, 71. 1997. 1311-1321 p.

2 |bid. 81 p.

3 TEMPESTA, M.S., KRIEK, G.R. y BATES, R.B. Uvaricin, a new antitumor agent from Uvaria
accuminata (annonaceae): J. Org. Chem, 47. 1982. 3151-3153 p.

4 ZAFRA-POLO, MC. FIGADERE, B., GALLARDO, T., TORMO, JR., CORTES D., Natural
acetogenins from Annonaceae, synthesis and mechanisms of action: Phytochemistry, 48. 1998.
1087 p.

5 LIAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.

33



cromatografico. McLaughlin et al (1997),7° utilizaron cromatografia contracorriente
(CCC) para aislar algunos tipos de acetogeninas de la corteza de A. squamosa;
conjuntamente con Cave’, aplicaron la cromatografia contracorriente de alta
velocidad (HSCCC) para la separacion de las AGEs presentes en varias especies

annonaceas.

Wu et al (1997),”” en cooperacién con el grupo MclLaughlin, analizaron las
acetogeninas de R. mucosa utilizando cromatografia liquida / espectrometria de
masas (LC/MS), con ionizacion a presion atmosférica. Con lo cual detectaron la
presencia de 40 acetogeninas conocidas, junto con cuatro nuevas estructuras,
provenientes del crudo de una fraccion soluble en metanol de este extracto de una

planta annonacea.

Garcia K. (2009),® realiz6 el aislamiento de acetogeninas proveniente de Annona
muricata y Annona cherimolia a partir de extractos de diclorometano,
posteriormente realizaron la comparacién de la citotoxicidad entre los extractos,
obteniéndose mayor citotoxicidad en los extractos A. muricata. La separacion se
realiz6 por HPLC, con fase mdvil acetonitrilo: agua y la caracterizacién estructural
por RMN.

En otros estudios, se implementd la extraccion de acetogeninas en las semillas de
guanabana por el método de lixiviacion etanodlica en semillas desengrasadas y sin
desengrasar, con lo cual se determin6 que las semillas desengrasadas
presentaron mayor cantidad de acetogeninas. La identificacion de las

acetogeninas de manera cualitativa, se realizé por el método de cromatografia de

76 MCLAUGHLIN, J.L. op, cit 1997. p. 1311-1321

TWU, T., YANG, I, TSAI, Y., WANG, J., SHIURBA, R., HSIEH, T., CHANG, FR. Y CHANG, W.
Isodesacetyluvaricin, an annonaceous acetogenin, specifically inhibits gene expression of
cyclooxygenase-2: J Nat Prod, 75. 2012. 572 p.

8 GARCIA, K. Aislamiento y caracterizacion estructural de acetogeninas obtenidas de semillas de
annona cherimolia y annona muricata. Evaluacidon genotoxica y agente terapéutico: Escuela
nacional de ciencias biologicas. 2009. 1- 80 p.
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capa delgada (CCD) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) usando el

método de estandar externo con bulatacina.”®

Castro et al. (2010),2° Identificaron las acetogeninas presentes en semillas de
Annona cherimolia por la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia, para
lo cual compararon los espectros UV-Vis experimentales con los reportados en la
literatura por Wu et al (1997),8' y McLaughlin et al (2008).8> Con esto identificaron
14 acetogeninas presentes en las semillas, de 26 picos presentados en los
cromatogramas. Evaluaron la actividad biolégica de los extractos etandlico
(extracto crudo) y metandlico (obtenido del fraccionamiento) de las semillas
desengrasadas y sin desengrasar de A. cherimolia frente a nauplios de A. salina

como ensayo de letalidad general.

Actualmente se han estandarizado muchos métodos para la extraccion e
identificacion de las acetogeninas annonaceas. Najihah et al (2015),%
estandarizaron la extraccién etandlica de estos compuestos en las hojas de
Annona muricata implementando el método soxhlet; a su vez, reportaron
parametros cromatograficos como fases moviles, flujo adecuado, y gradiente para
la identificacion de acetogeninas haciendo uso de cromatografia liquida de alta
eficiencia, (HPLC).

% FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

80 CASTRO, L., ALZATE, M. y GUERRERO, G. Annonaceae. Preliminary bioactivity study of
Annona cherimolia seeds extracts from Annonaceae family: Scientia et Technica, 44, 2010. 326-
330 p.

81 WU, T., YANG, |, TSAI, Y., WANG, J., SHIURBA, R., HSIEH, T., CHANG, FR. Y CHANG, W.
Isodesacetyluvaricin, an annonaceous acetogenin, specifically inhibits gene expression of
cyclooxygenase-2: J Nat Prod, 75. 2012. 572 p.

82 MCLAUGHLIN, J.L. Paw paw and cancer: Annonaceous acetogenins from discovery to comercial
products: J. Nat. Prod, 71. 2008. 1311-1321 p.

83 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA’/AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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Entre los actuales exponentes de la estandarizacion de métodos cromatograficos
para el andlisis de acetogeninas, se encuentra K. Shibula y S. Velavan (2015),%
quienes publicaron la identificacion fitoquimica de los compuestos de los extractos
metandlicos de Annona muricata haciendo uso de la técnica de gases masas.
(GC-MS), para lo cual incluyeron todos los pardmetros para la identificacion de las

acetogeninas haciendo uso de esta misma técnica.

A patrtir de los analisis realizados por técnicas cromatograficas y espectroscépicas,
se han logrado avances con respecto a la informacion estructural de las AGEs, lo
cual modificé la forma de su clasificacion. Actualmente han sido clasificadas,
segun su linealidad, sus grupos tetrahidrofuranos, la cantidad de grupos hidroxilo

en su estructura, los grupos lactona y las posiciones de cada grupo funcional.8®

Teniendo en cuenta esta nueva clasificacion, entre las acetogenias que han sido
aisladas, se encontré de tipo lineal, las cuales no contienen grupos THF, pero
presentan un epoéxido o un enlace doble. De esta clase estructural han sido
identificados ciento cuarenta y cuatro compuestos provenientes de varias
especies.?® 8 Ciento diecinueve nuevos compuestos de AGEs mono-THF se
aislaron de 15 especies de siete géneros diferentes, incluyendo Ampelocissus,

Annona, Asimina, Disepalum, Goniothalamus, Rollinia, y Uvaria, desde 1997.

8 SHIBULA, K. y VELAVAN, S. Determination of Phytocomponents in Methanolic Extract of
Annona muricata Leaf Using GC-MS Technique: International Journal of Pharmacognosy and
Phytochemical Research, 6. 2015. 1251-1255 p.

85 YU, JG., GUI, HQ., LUO, XZ. y SUN, L. Murihexol, a linear acetogenin from Annona muricata:
Phytochemistry 49. 1998. 1689 p.

8 GLEYE, C., LAURENS, A., HOCQUEMILLER, R., CAVE’, A., LAPREVOTE, O. y SERANI, L.
Isolation of montecristin, a key metabolite in biogenesis of acetogenins from Annona muricata and
its structure elucidation by using tandem mass spectrometry: J Org Chem, 62. 1997. 510 p.

87 |bid. 1689 p.
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Desde 1997 hasta la actualidad, se han encontrado 63 nuevas AGEs bis-THF,
incluyendo 48 AGEs adyacentes aisladas de 15 especies de plantas entre las

cuales 35 de estas se extrajeron de las plantas annonaceas.

2.2.3 Actividad Antioxidante de AGEs

Los primeros reportes completos de actividad antioxidante de acetogeninas fueron
publicados en 2007, por Baskar et al.8® En donde determinaron el Potencial
antioxidante de hojas de tres diferentes especies de Annona mediante el uso de
diferentes técnicas como modelos in vitro, ensayo de DPPH, ABTS y o&xido
nitrico. El ensayo se realiz6 con Annona muricata, Annona reticulata y Annona
squamosa. Como resultado el extracto etandlico de las hojas

de A.muricata presentd mayor actividad antioxidante.

Otra de las investigaciones realizadas en extractos de acetogeninas fue la
postulada por Santos et al. (2010).°° Donde midieron la capacidad antioxidante de
las acetogeninas provenientes de la Annona cornifolia por el método de DPPH
determinando un alto contenido en la actividad antioxidante por parte de las
acetogeninas mono —THF. Las estructuras de las acetogeninas se determinaron
por RMN y ESI-MS. También se encontré que el proceso de estabilizacion del

radical DPPH, contribuye a la estabilizacion del grupo THF, de las acetogeninas.

En 2011 determinaron el contenido de antioxidantes en el jugo de la Annona

cherimola rico en acetogeninas, mediante el uso de la técnica de absorcion de

88 LIAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.

89 BASKAR, R., RAJESWARI, V. y KUMAR, T. In vitro antioxidant studies in leaves of Annona
species: NISCAIR Online Periodicals Repository, 1. 2007. 480-485 p.

% SANTOS, L., PIMENTA, L. y BOAVENTURA, M. Acetogenins from Annona cornifolia and their
antioxidant capacity. Food Chemistry, 122. 2010. 1129-1138 p.
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oxigeno (ORAC), el jugo demostré alta cantidad antioxidante. La capacidad

antioxidante también se determind en lineas celulares de cancer de colon.%!

El estudio que realizaron Rodriguez et al. en 2013,°2 en pulpa de aguacate,
determind que las acetogeninas presentes en esta matriz tienen actividad
antioxidante. Por su capacidad de captacion de radicales, los ensayos sugirieron
que en presencia de un agente emulsionante las acetogeninas tendrian utilidad
como antioxidantes lipofilicos. La identificacion de las acetogeninas se realizo
mediante HPLC-PDA / MS-TOF.

En los ultimos estudios publicados en el 2017, por Ledén et al,®® reportan la
preparacion de varios extractos de guanabana (Annona muricata), con diferentes
disolventes y técnicas de extraccion. En los extractos analizaron el contenido de
polifenoles, la capacidad antioxidante y presencia cualitativa de acetogeninas. Las
acetogeninas se obtuvieron por los métodos soxhlet, sonicacién y con microondas.
La capacidad antioxidante se determindé por los métodos de ABTS y DPPH,
encontrandose que los extractos metandlicos de la pulpa contenian mayor

cantidad de antioxidantes.

91 MITCHELL, P. L.; GUPTA, R.; SINGH, A. K.; KUMAR, P. 2004. Behavioral and developmental
effects of neem extracts on Clavigralla scutellaris (Hemiptera: Heteroptera: Coreidae) and Its egg
parasitoid, Gryon fulviventre(Hymenoptera: Scelionidae). Journal of Economic Entomology 97: 916-
923.

92 RODRIQUEZ, D., SILVA, C., ROJO, R., GARCIA, N., CISNEROS, R., GARCIA, G. y
HERNANDEZ, C. (2013). Activity-guided identification of acetogenins as novel lipophilic
antioxidants present in avocado pulp (Persea americana): Journal of Chromatography B, 942-943.
37-45 p.

93 LEON, A., OBLEDO, E., VIVAR, M., SAYAGO, S. y MONTALVO, S. Evaluation of emerging
methods on the polyphenol content, antioxidant capacity and qualitative presence of acetogenins in
soursop pulp (annona muricata |.): Bras. Frutic, 39. 2017. 1806 p.
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3. METODOLOGIA

En los siguientes diagramas se ilustran los procedimientos realizados para el

desarrollo de la investigacion.

Diagrama 1. Esquema general de la metodologia (Parte 1).

Recoleccionde |, Ensayos Preliminares
semillas de
Caldas
v
Adecuacion método
cromatografico.
Evaluacion por HPLC de los factores del
método de extraccion soxhlet. (Disefio
Experimental)
\4
Analisis de extractos de
semillas a condiciones Optimas
A A
HPLC-PDA GC-MS LC-MS/MS
|
Identificacion Cuantificacion
Tentativa

Fuente: Esta Investigacion.
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Diagrama 2. Esquema General de la Metodologia (Parte 2).

Andlisis Comparativos de Muestras

|

Comparacion de Extractos
etanodlicos de Annona
muricata de Caldas

Comparacion de
muestras de Semillas de
Caldas y Narifio

|

v

!

l

Extractos de
Semillas

Extractos de
Cascara

Extractos de
Hojas

A

A

Determinacion de
Capacidad
Antioxidante por el
método TEAC

Fuente: Esta Investigacion.
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MATERIALES Y REACTIVOS

Reactivos Quimicos

Los reactivos empleados para los procesos de extraccion, analisis y determinacion
de la capacidad antioxidante fueron los siguientes:

Etanol PANREAC, Espafia

Acetonitrilo (ACN) HPLC, Merck, Alemania
2-Propanol (IPA), HPLC, Fisher E.U.A
Annonacina ALB, Shangai, China
Limoneno Alfa Aesaer, United Kingdom
Metanol (MeOH) HPLC, Fisher E.U.A
n-Hexano HPLC Honeywell, E.U.A
Sulfato de sodio. Merck, Alemania

ABTS Sigma, E.U.A

Trolox Sigma, E.U.A

Acido Ascérbico CARLO ERBA, Italia
Quercetina Aldrich, E.U.A

Acido Linoleico Alfa Aesaer, United Kingdom

AN N N NN Y U U U N N N N N

Persulfato de Potasio Sigma, E.U.A

Materiales y Equipos

Balanza Analitica OHAUSS PIONER
Montaje de Extraccion Soxhlet
Rotaevaporador EYELA Japén
Equipo de Humedad SEIKO SCALE
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3.1 PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA

3.1.1 Recolecciéon de la Materia Prima

El proyecto se llevé a cabo con semillas de Annona muricata (Guanabana),
proveniente del cultivo de la finca La Servia en el corregimiento de Arauca-
Departamento de Caldas, Colombia, con una altitud media de 853 msnm, y una
temperatura de 27°C. Los frutos de Annona muricata se recolectaron de manera
simple aleatoria, el estado de recoleccion del fruto fue de madurez de consumo,
teniendo en cuenta las propiedades de brillo, tiempo de fruto, color y estructura de
los terminales estilares, siguiendo las condiciones descritas para la recoleccion de
Annona muricata, por la Universidad de Ibagué y la Gobernaciéon del Tolima. La

toma de muestras se realizé durante los meses de Mayo y Junio del 2017. %4

3.1.2 Pretratamiento de las Semillas

Se realizo el despulpado de las guandbanas en forma manual. Posteriormente se
lavaron las semillas con el fin de eliminar los desechos contenidos de pulpa. Las
semillas, se secaron por 48 h a condiciones ambientales, después se trituraron en
un molino de aspas y se homogeniz6 la muestra. Las semillas se almacenaron a
una temperatura de -4°C. Posteriormente se determiné el porcentaje de humedad

para hacer la correccion en peso de semillas.

% MORENO, M., TOCORA, F., ZAMBRANO, C., SANDOVAL, C., BOHORQUEZ, Y. y BERMEO,
P. Protocolo de Buenas Practicas Para Poscosecha de Guanabana (Annona Muricata): Logistica
Para La Cadena Hortofruticola del Tolima. Universidad Del Tolima, Universidad de Ibagué, 2017.

42



Determinacion del Porcentaje de Humedad

Esta operacion se realiz6 por 20 min y por triplicado utilizando una balanza de
humedad SEIKO SCALE. Para la determinacion del porcentaje de humedad se

aplico la siguiente ecuacion:
Ecuacion 1. Porcentaje de Humedad.

Mi — Mf

%H =
o Mi

Donde:

%H: Porcentaje de humedad
Mi: Peso de la muestra inicial en gramos

Mf: Peso de la muestra seca en gramos.

3.2 ENSAYOS PRELIMINARES

3.2.1 Extraccién de Acetogeninas por el Método Soxhlet para Ensayos

Preliminares

La extraccion se realiz6 con base al método postulado por Najihah, utilizando un
equipo de extraccion Soxhlet con etanol absoluto como solvente. El tiempo de
extraccion estimado fue de 6 h, y la relacion de muestra solvente fue de 3 g de
semillas de Annona muricata en 100 mL de etanol absoluto.®® Los extractos
obtenidos se concentraron mediante presiéon reducida usando un rotaevaporador

EYELA a una temperatura de 40°C y posteriormente se disolvieron en 3 mL de

% NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA'AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of Annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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Isopropanol. Las muestras se almacenaron en congelacion a -4°C, para su
posterior analisis por HPLC.

Figura 8. Montaje de extraccion Soxhlet.

Fuente: Esta Investigacion.

Figura 9. Montaje Rotaevaporacion.

Fuente: Esta Investigacion.
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3.2.2 Analisis por HPLC para Ensayos Preliminares

Los andlisis preliminares se realizaron utilizando un equipo HPLC Waters Breeze
con detector de arreglo de diodos PDA 2998. Para la separacion se usé el
gradiente reportado por Najihah et al. Se utilizdO un sistema con una columna de
fase reversa C18 X-Terra-Waters (4,6 x 150 mm, 3,5 micras). La deteccion se
realizé a una longitud de onda de 220 nm (scan 190-400 nm). Como fase movil se
emple6 una mezcla de Acetonitrilo (A) y Agua (B), usando para la separaciéon un
gradiente lineal; 0-40 min (85%A), y 40-60 min (85 a 95% A). El flujo de fase mdvil

fue de 1,0 mL/min a una temperatura de columna de 30°C.%¢

3.2.3 Verificacion del Contenido y Estabilidad de Acetogeninas en Extractos

Etandlicos de Semillas de Annona muricata por HPLC

3.2.3.1 Determinacion de Acetogeninas en semillas de Annona muricata

La identificacibn de acetogeninas en semillas de Annona muricata, se realiz6
mediante la comparacion de los espectros UV-Vis de los compuestos separados
previamente por HPLC-PDA (seccién 3.2.2), con los espectros reportados para el

analisis de acetogeninas en las diferentes referencias bibliogréaficas.

% NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA’'AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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3.2.3.2 Estabilidad de acetogeninas con Respecto al Tiempo

La estabilidad de los compuestos en los extractos con respecto al tiempo, se
determind por comparacion de los analisis realizados en diferentes intervalos de
tiempo para un mismo extracto, los tiempos de andlisis fueron: un dia de
extraccidon, una semana, un mes y cinco meses. Las condiciones cromatograficas
se describen en la seccion 3.2.2. Los extractos analizados se preservaron en

condiciones de oscuridad y refrigeracion a -4°C.

3.2.4. Ensayos de Purificacion para el Analisis de AGEs

3.2.4.1 Ensayo de Purificacion por Fraccionamiento Liquido-Liquido

Se implement6 la metodologia de fraccionamiento descrito por Flérez, et al.®’, para
la purificacion de los extractos etandlicos de semillas. Se realizé la extraccion
segun lo descrito en el apartado 3.2.1 y se lavo con un 1 mL de diclorometano: 1
mL de agua, la fraccion disuelta en diclorometano se lavdé con hexano: metanol:
agua en relacion (1:1:1), de la cual se tomo la fraccion polar. El extracto alcohdlico
se guardé en un congelador a -4°C para su posterior analisis por cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC) (seccion 3.2.2). El diagrama de flujo general para

el fraccionamiento se describe a continuacion:

% FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencién y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.
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Diagrama 3. Purificacion Liquido-Liquido de Extractos Etandlicos de Semillas de

Annona muricata.

Extractos Etanolicos

Extraccién con CH2Cl2: H20

(1:1)
Fraccion Fraccién soluble en CH2Cly:
Soluble en Agua

v

Extraccién con MeOH: Hexano:
H20 (1:1:1)

,, l

Fraccién Polar Fraccion Apolar

Fuente: Esta Investigacion.

3.2.4.2 Ensayo de Purificacion con Silica

Se realizd la purificacion con silica de los extractos etandlicos de semillas de
Annona muricata obtenidos segun lo descrito en la seccién 3.2.1. Se usaron
cartuchos de SPE Silica 1 g, 6 mL (Restek, Bellefonte, EUA), con una fase movil
de Diclorometano: Metanol (90:10), se tomo la fraccion polar 1 y se almacen¢ a -
4°C. Posteriormente se lavo la silica con Hexano (Fraccién 2) y con metanol
(Fraccion 3). El analisis de las fracciones se llevé a cabo por cromatografia liquida

de alta eficiencia, segun las condiciones descritas en el apartado 3.2.2.
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Diagrama 4. Purificacion con Silica de Extractos Etanodlicos de Semillas de

Annona muricata.

DCM: MeOH (90:10) »  FRACCION1
SILICA ,
> HEXANO — 3  FRACCION 2
SPE 1 g, 6 mL.
MeOH —>|  FRACCION 3

Fuente: Esta Investigacion.

Figura 10. Montaje purificacion con cartuchos de silica.

Fuente: Esta Investigacion.

3.3 ADECUACION DEL METODO PARA EL ANALISIS DE AGEs POR HPLC

3.3.1 Diluyente

Para la eleccion del diluyente de los extractos para los andlisis cromatograficos, se

ensayaron como disolventes etanol, metanol, diclorometano, isopropanol y agua.
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La eleccion del diluyente se realizé con base en la solubilidad y afinidad con las

fases moviles utilizadas en cromatografia liquida.

3.3.2 Longitud de Onda

Se determiné la longitud de onda de absorcion adecuada para la identificacion de
acetogeninas mediante un screening general desde 205 a 400 nm, adicionalmente
se evaluaron todos los picos cromatograficos a longitudes de 205, 220, 298 y 350
nm. Se compararon los espectros UV-Vis de los compuestos, con los reportados
en la literatura para las acetogeninas, y se eligié la longitud de onda con base en
la disminucion de interferencias asociadas a metabolitos secundarios diferentes.
Se realizo la verificacion de la longitud de onda a 220 nm reportada para el

analisis de estos compuestos.

Se determinaron las interferencias a esta longitud de onda causadas por
metabolitos secundarios en los extractos etandlicos, mediante el uso de
estandares de polifenoles y acidos grasos (compuestos mayoritarios en semillas
de Annona muricata) para lo cual se analizaron patrones de Quercetina y Acido
Linoleico, evaluando sus tiempos de retencion y espectros UV-Vis en comparacion

con el estandar de Annonacina.

3.3.3 Longitud de Columna

Se utilizaron dos columnas analiticas C18 de 150 y 250 mm. La longitud de la
columna se evalud segun la separacion y resolucion de picos cromatograficos con

relacion al flujo de la fase movil y el tiempo de analisis.
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3.3.4 Fase Movil

Se probdé como fase mévil la combinacion Agua-Acetonitrilo, Agua-Metanol y Agua
Isopropanol. La eleccién se realiz6 en base a la polaridad que contribuyé a una
adecuada separacion de los analitos de interés. Se establecio la composicion de
fase movil teniendo en cuenta la afinidad con los analitos, las caracteristicas de la
columna y el gradiente de elucién cromatografico utilizado acorde a los métodos

descritos en la bibliografia.

3.3.5 Ideonidad del Método Cromatogréfico

La ideonidad del método cromatografico se determin6 en un equipo HPLC Waters
Breeze con detector de arreglo de diodos PDA 2998, para lo cual se utilizaron 6
gradientes cromatogréaficos diferentes, con fase movil A: agua y fase movil B:
acetonitrilo (ACN). Se utilizé un sistema con una columna de fase reversa C18

(4,6 x 150 mm, 3,5 micras) Xterra Waters a una temperatura de columna de 30°C.

Los ensayos se realizaron con el extracto de semillas homogenizadas. Se evalu6
la idoneidad de método de separacion de acetogeninas con base en el nUmero de
picos cromatograficos y su resolucion. Entre los gradientes reportados en la
bibliografia, se utilizé6 uno publicado por Najihah et al, y otro por Flérez et al.®8 % A

continuacion se presenta la tabla con los gradientes cromatograficos:

% NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA'AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.

% FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.
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Tabla 2. Gradientes cromatogréficos para la separacion de acetogeninas en

semillas de Annona muricata. Fase movil A: Agua, Fase mévil B: Acetonitrilo.

GRADIENTE 1: publicado por Najihah (2015). Flujo de 1,0 mL/min

0-40 min 40 min 60 min 70 min
Fase movil A 100% 15% 5% 100%
Fase movil B 0% 85% 95% 0%

GRADIENTE 2: publicado por Fl6érez (2010) Flujo de 1,0 mL/min
0-10 min 15 min 20 min 30 min
0,

Fase movil A 95% 15% 10% 95%
Fase movil B 5% 85% 90% 5%

GRADIENTE 3: Flujo de 1.0 mL/min Fuente:

ésta investigacion

0-3 min 12 min 15 min 20 min
Fase movil A 30% 20% 15% 30%
Fase movil B 70% 80% 85% 70%

GRADIENTE 4: Flujo de 1.0 mL/min Fuente:

ésta investigacion

0 min 15 min 25 min 30 min
Fase movil A 95% 15% 5% 95%
Fase moévil B 5% 85% 95% 5%

GRADIENTE 5: Flujo de 1.0 mL/min Fuente:

ésta investigacion

0 min 10 min 15 min 25 min
Fase movil A 30% 15% 5% 30%
Fase movil B 70% 85% 95% 70%

GRADIENTE 6: Flujo de 0,8 mL/min Fuente:

ésta investigacion

0 min 15 min 25 min 30 min
Fase movil A 95% 15% 5% 95%
Fase movil B 5% 85% 95% 5%

Fuente: Esta Investigacion.
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3.4. VERIFICACION DEL METODO

La verificacidon de los resultados de la adecuacion del método cromatogréafico para
el andlisis de Acetogeninas, se realizé con base en un analisis estadistico de las

figuras de mérito:

3.4.1. Linealidad

Para determinar la linealidad, se prepararon 5 soluciones del estandar de
Annonacina, en concentraciones de 20, 50, 100, 200, y 500 ppm. Las soluciones
se prepararon y analizaron por triplicado para la elaboracién de una recta de
calibracion. La recta obtenida corresponde a la concentracion del analito y su
relacion con el area de pico cromatografico. Los parametros de correlacién se

verificaron mediante el método de regresion lineal.

3.4.2. Sensibilidad

3.4.2.1 Limite de Deteccidn y Cuantificacion

Se preparé Yy se inyectd una solucién de 10 ppm de Annonacina. El limite de
deteccion y cuantificacion se calculé mediante la relacion sefal ruido (S/N) por la
integracion de 10 sefales cromatogréaficas correspondientes a la sefial de ruido de
fondo (Blanco). EI LD se calculd mediante la ecuaciéon 2. ElI LC se calcul6

mediante la ecuacién 3.
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Ecuacién 2. Limite de deteccidn.

LD_3X6
b

Doénde:
LD: Limite de deteccion
0: Desviacion estandar de la senal de ruido.

b: Pendiente de la recta de calibrado.

Ecuacion 3. Limite de Cuantificacion.

10X6
C =

b

Donde:
LC: Limite de cuantificacion.
0: Desviacion estandar de la sefal de ruido.

b: Pendiente de la recta de calibrado.

3.4.3. Precision y Limites de Confianza

3.4.3.1 Repetibilidad

Se prepar6 una solucion del estdndar de Annonacina a 200 ppm, posteriormente
se realizaron 3 inyecciones el mismo dia por el mismo analista. La repetibilidad
del método cromatografico se determind en términos de %RSD (porcentaje de la

desviacion estandar relativa) del area del estandar de Annonacina.
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3.4.3.2. Reproducibilidad

Para la reproducibilidad del método cromatografico se inyecto el extracto etandlico
3 veces por dia, durante 3 dias. La reproducibilidad se expresé en términos de
%RSD (porcentaje de la desviacion estandar relativa).

3.4.4. Exactitud

La exactitud se determiné en términos de porcentaje de recuperacion, para lo cual
se realizé el dopaje de la muestra con el estdndar de Limoneno (50 ppm) en el
proceso de extraccion soxhlet descrito en el apartado 3.3.1. Se realizé el analisis
comparativo con un blanco sin dopar. Los resultados obtenidos se evaluaron con

la siguiente ecuacion:

Ecuacion 4. Porcentaje de Recuperacion.

Cexp
Cteo

%R = x 100

Donde:
Cexp: Concentracion experimental calculada en la muestra — blanco.

Cteo: Concentracion tedrica de la muestra dopada.
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3.5 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE AGEs EN SEMILLAS
DE Annona muricata POR EL METODO SOXHLET (Disefio Experimental)

3.5.1 Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

El andlisis de los extractos de semillas de Annona muricata para la optimizacion
de los factores de extraccion soxhlet, se realizé utilizando un equipo HPLC Waters

Breeze con las siguientes especificaciones:

Tabla 3. Especificaciones del Equipo Cromatografico HPLC-PDA para Andlisis de
Acetogeninas de semillas de Annona muricata en el Laboratorio de Cromatografia

— Universidad de Natrifio.

DESCRIPCION CARACTERISTICAS HPLC-PDA
Equipo WATERS BREEZE
Detector PDA 2998 (190-400 nm)
Columna C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 micras)
Xterra Waters
Inyector Rheodyne 7525 y LOOP de 20 mL

Fuente: Esta Investigacion.
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Figura 11. Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiencia, HPLC-PDA.

Fuente: Esta Investigacion.

Las condiciones cromatograficas empleadas para el analisis de estos compuestos
se describen en la seccién 4.2, como resultado del proceso de adecuacion

cromatografica.

3.5.2 Disefio Experimental

La optimizacion de la extraccion de AGEs en semillas de Annona muricata por el
método soxhlet, se realiz6 mediante un disefio experimental aplicando la
metodologia de superficie de respuesta. Los factores que se evaluaron fueron:
concentracion del etanol, tiempo de extraccion, y relacion muestra-solvente. Para

cada factor se tomaron 3 niveles.

El disefio experimental para la extraccion de acetogeninas, se compuso por 3
factores experimentales con 2 respuestas. EI numero de analisis fue 16,
incluyendo 2 puntos centrales por bloque y 2 bloques respectivamente. Los grados
de libertad que se manejaron para el error son de 21, siendo un disefio

aleatorizado. Los factores se expresaron en las siguientes tablas:
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Tabla 4. Factores del disefio experimental en la extraccién de Acetogeninas por el
método soxhlet.

FACTORES BAJO ALTO UNIDADES
Etanol 90,0 100,0 (%)
Tiempo 4,0 8,0 (h)
muestra solvente 2:100 6:100  (Proporcion g/ml)

Fuente: Esta investigacion.

La combinacion de los factores y niveles del disefio experimental implementado se

reporta en la tabla 5.
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Tabla 5. Disefio experimental para la extraccion de acetogeninas presentes en

semillas de Annona muricata.

FACTORES
Experimento Etanol (%) Tiempo Muestra- solvente

(h) (9/mL)
1 95 6 4:100
2 100 4 2:100
3 90 8 6:100
4 100 8 6:100
5 101,436 6 4:100
6 95 8,57438 4:100
7 100 4 6:100
8 95 6 6,5:100
9 90 4 6:100
10 95 6 1,5:100
11 88,5641 6 4:100
12 95 3,42562 4:100
13 95 6 4:100
14 100 8 2:100
15 90 4 2:100
16 90 8 2:100

Fuente: Esta investigacion.

Para el procesamiento de datos, se utilizo el paquete estadistico Statgraphics XVI
Centurion. Las unidades de respuesta obtenidas son representadas en la tabla 6.
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Tabla 6: Unidades de variables de respuesta del disefio experimental en la

extraccion de acetogeninas por el método soxhlet.

RESPUESTAS UNIDADES
AGEs mg/g

Rendimiento | nimero de picos de AGEs

Fuente: Esta investigacion.

Las variables de respuesta del disefio se expresaron en términos de acetogeninas
totales (mg/g) y numero de picos cromatogréficos correspondientes a la
identificacion de acetogeninas. Los montajes correspondientes al disefio

experimental se muestran a continuacion:

Figura 12. Montaje de extraccion Soxhlet para semillas de Annona muricata.

Fuente: Esta investigacion.
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3.6 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ACETOGENINAS EN SEMILLAS

DE Annona muricata

3.6.1 Identificacion de Acetogeninas en Semillas de Annona Muricata

La identificaciébn de acetogeninas se realiz6 con las condiciones de separacion
cromatograficas obtenidas en el apartado 4.2, realizando un barrido desde 205-
400 nm, con el fin de aumentar la selectividad en el andlisis. En la identificacion
tentativa se utilizé el método de comparacion de los espectros UV-Vis de los picos

cromatograficos con el espectro UV-Vis del estdndar de Annonacina.

Se realiz6 la asignacion de acetogeninas, por medio de comparacion con
referencias bibliogréficas, teniendo en cuenta componentes como el espectro UV-
Vis y el tiempo de retencion, para lo cual se implementaron los gradientes

cromatograficos respectivos en los estudios tomados como referencia.

3.6.2 Cuantificacion de Acetogeninas en Semillas de Annona Muricata

Para la cuantificacion de AGEs totales, se implementé la extraccion a las
condiciones Optimas descritas en la secciébn 4.4.5. Se integraron los picos
cromatograficos correspondientes a acetogeninas y se realiz6 la sumatoria de
areas cromatogréficas. La cuantificacion total relativa, se hizo con base en la
relacion de la sumatoria de areas de AGEs del extracto, con el area del estandar a

concentraciones especificas.

En la cuantificacion de la Annonacina en la muestra, se construyé una curva de

calibracion con el estandar a concentraciones de 20, 50,100, 200, y 500 ppm, la
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ecuacion de la recta se relacion6 la concentracion del compuesto con el area, y

por medio de extrapolacion con la curva se obtuvo la concentracion en ppm.

3.7 ANALISIS CROMATOGRAFICOS CON TECNICAS ESPECTROMETRICAS
DE EXTRACTOS DE SEMILLAS DE Annona muricata

3.7.1 Analisis por Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de

Masas (GC-MS) del Extracto Etandlico de Annona Muricata

El andlisis por GC-MS se llevd a cabo en un equipo GC-MS SHIMADZU
QP2010S, con las siguientes especificaciones:

Tabla 7: Especificaciones del Equipo Cromatografico GC-MS para Andlisis de
AGEs en extractos etandlicos de semillas de Annona muricata. Laboratorio de
Cromatografia —Universidad de Narifio.

DESCRIPCION CARACTERISTICAS
Técnica GC-MS
Equipo Shimadzu GC-MS QP2010S
Detector MSD modo: Full scan (40-700 umas)
Columna DB-5MS (30 m x 0,35 mm x 0,25 ym)
Agilent Tech, USA
Inyector Split

Fuente: Esta Investigacion

La fase movil empleada fue Helio UAP (Linde, 99,999%), a un flujo de 1,0 mL/min
y un volumen de inyeccion de 1,0 uL (relacion split de 10:1). La temperatura del
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inyector fue de 250°C; y la temperatura del horno se programé de acuerdo a las
condiciones reportadas por Shibula y Velavan, (2015). Las cuales son: 110°C
(isotérmica durante 2 min), con un incremento de 10°C /min, a 200°C; y
continuacion con un aumento de 5°C/min hasta 280°C, terminando con una

isoterma 9 min a 280°C. El modo de adquisicion fue full scan a 70 e.V de EI. 1

La cantidad porcentual relativa de cada componente se calcul6 mediante el
analisis de su &rea media de pico en relacion a las areas totales. La identificacion
de los compuestos se realiz6 mediante la comparacion con los espectros de
masas Y los iones fragmentos caracteristicos de estos compuestos, de acuerdo a

lo reportado en la bases de datos NIST y Wiley.

Figura 13. Cromatografo de Gases-Masas Shimadzu GC-MS QP2010.

Fuente: Esta investigacion.

100 SHIBULA, K. y VELAVAN, S. Determination of Phytocomponents in Methanolic Extract of
Annona muricata Leaf Using GC-MS Technique: International Journal of Pharmacognosy and
Phytochemical Research, 6. 2015. 1251-1255 p.
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3.7.2 Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia Acoplada a
Espectrometria de Masas Tandem (LC-MS/MS) del Extracto Etandlico de

Annona Muricata

El analisis por LC-MS/MS, se llevd a cabo segun las condiciones de separacion
cromatografica propuestas por Najihah et al, y descritas en el apartado 3.2.2.

Las especificaciones del equipo son las siguientes:

Tabla 8: Especificaciones del Equipo Cromatografico LC-MS/MS IT para Analisis
de AGEs en extractos etandlicos de semillas de Annona muricata. Laboratorio
FOODOMICS —CIAL- Universidad Autbnoma de Madrid.

DESCRIPCION CARACTERISTICAS
Técnica LC-MS/MS IT
Equipo Agilent 1200/ (LC/MS-IT) Agilent 6320
Detector DAD-LC/MS IT
Columna Zorbax Eclipse (150 mm x 4,6 mm x 3,5
um)

Fuente: Esta investigacion

Se utilizé6 un equipo de cromatografia liqguida Agilent 1200 con detector DAD y
acoplado a un espectrometro de masas tandem de trampa de iones (LC/MS-IT)
Agilent 6320 equipado con interface electroespray (ESI) e inyector automatico.

Las condiciones de operacion del detector de masas fueron: Drying gas (N2) a un
flujo de 10 L.min -t a temperatura de 325°C. Nebulizador 35 psi; Voltaje del capilar
3000 V. Rango de masas 100-900. Interface ESI operado en modo negativo y

positivo. La adquisicion de datos se realiz6 con el software LC/MS lon tramp
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system 6320 series de Agilent. Los espectros de masas se analizaron empleando
la base de datos Mass Bank y RANISAHARIVONY.101

3.8. ANALISIS DE MUESTRAS

3.8.1 Analisis de extractos etanodlicos de semillas de Annona muricata de las
regiones de Caldas y de Narifio

Teniendo en cuenta las condiciones Optimas de extraccion de acetogeninas en
semillas de Annona muricata obtenidas como resultado de la realizacion del
disefio experimental (apartado 4.4.5), y las condiciones cromatogréaficas
adecuadas de la seccion 4.2, se realizd un analisis de 6 muestras. Se comparo, el
namero y la concentracion de acetogeninas en tres muestras del Departamento de
Caldas y tres del Departamento de Narifio. Los resultados se analizaron por
pruebas de diferencias significativas mediante ANOVA simple.

De manera adicional, se realiz6 un andlisis comparativo de los métodos de
extraccion soxhlet y maceracién quimica, para lo cual se tuvo en cuenta las

condiciones de maceracion descritas en la tabla 9.

101 RANISAHARIVONY, B., RAMANANDRAIBE, V., RASOANAIVO, L., RAKOTOVAO, M. y
LEMAIRE, M. Separation and Potential Valorization of Chemicalconstituents of Soursop Sedes:
Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. 2015. 161-171 p.
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3.8.2 Extractos etandlicos de matrices de Annona muricata de la Region de
Caldas

3.8.2.1 Extraccion de acetogeninas en cascaras de Annona muricata de la

region de Caldas

Se realiz6 la extraccion etandlica de cascara de Annona muricata, por el método
soxhlet bajo las condiciones establecidas como resultado de la optimizacion del
método de extraccion en la seccion 4.4.5. Adicionalmente se realizé la extraccion
etandlica de la matriz por medio del método de extraccion de maceracion quimica

segun las condiciones descritas en la tabla 9.

3.8.2.2 Extraccion de Acetogeninas en hojas de Annona muricata de la
region de Caldas

La extraccion etandlica de hojas de Annona muricata se realiz6 segun lo descrito
por Najihah et al. (2015), bajo las condiciones Optimas de extraccion de
acetogeninas en esta matriz, (seccion 3.2.1). Se realiz6 la extraccion etandlica de
hojas por medio del método de extraccidbn de maceracion quimica segun las

condiciones descritas en la tabla 9.

3.8.2.3 Comparacion de extractos etandlicos de semillas, cascara y hojas de
Annona muricata de laregién de Caldas

El procesamiento de los datos para la comparacion de los extractos se realizé con
el paquete estadistico Statgraphics XVI Centurion, para lo cual se evaluaron tipos
de matrices y métodos de extraccion de acetogeninas. Las condiciones de

extraccion para las diferentes matrices se muestran a continuacion en la tabla 9.
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Tabla 9. Condiciones de extraccion de las muestras de semillas, hojas y cascaras

de Annona muricata por Soxhlet y Maceracion Quimica.

EXTRACCION SOXHLET

Experimento Muestra Etanol Muestra-Solvente Horas
1 Semillas 90% 1,59/100mL 8
2 Semillas * 90% 1,59/100mL 8
3 Cascara 90% 1,59/100mL 8
4 Hojas 100% 1,59/200mL 6

MACERACION QUIMICA

Experimento Muestra Etanol Muestra-Solvente Dias
1 Semillas 90% 1,59/100mL 8
1 Semillas* 90% 1,59/100mL 8
2 Cascara 90% 1,59/100mL 8
4 Hojas 100% 1,59/100mL 8

Figura 14. Montaje Soxhlet: hojas, cascara y semillas.

*Semillas del departamento de Narifio.

Fuente: Esta Investigacion.

Fuente: Esta Investigacion.
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Figura 15. Montaje maceracion quimica: hojas y cascaras.

Fuente: Esta Investigacion.

3.9 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EQUIVALENTE AL TROLOX (TEAC) CON EL
RADICAL ABTSe+ (Acido 2,2'-Azino-Bis-3-Etilbenzotiazolin-6- Sulfénico)

Con este método se estudid la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos
de cascara y semillas, obtenidos a las condiciones éptimas de extraccion del

disefio experimental.

Se genero el radical ABTSe+ tras la reaccion de ABTS 7 mM con persulfato
potasico 2,45 mM. Se dej6 a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h.
Una vez formado el radical ABTSe+ se diluyé con etanol hasta obtener un valor de

absorbancia de 0,7 + 0,2 en una longitud de maxima absorbancia de 734 nm.

Para la reaccién, se tomo6 3 mL de la solucion de ABTSe+ y se agregé 30 uL del
extracto. Agitando constantemente durante 1 minuto y transcurridos 6 minutos de
reposo se tomo lectura de la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro UV-
Vis Pharo Merk 300. 192

102 RE, R. y PELLEGRINI N. Antioxidant activity applying an improved abts radical cation
decolorization assay: international antioxidant research centre, elsevier science publishers b.v.,
London. 1998. 1231-1237 p.
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Por medio de una curva de calibracién con soluciones de Trolox a concentraciones
de 0,5; 1,5 y 2 mM y siguiendo la metodologia antes descrita se expresé los
resultados en mM de Trolox/g de extracto de acuerdo a los requerimientos de
cada muestra. La funcionalidad del método se verific6 con un patron de &cido

ascorbico 5 mM, el método se realizd con cinco repeticiones.%3

Figura 16. Andlisis de capacidad antioxidante de las muestras por TEAC.

lll’l..r.---

Fuente: Esta investigacion.

103 JIMENEZ, J.P. y VILLARREAL, J. Estudio Quimico de Pigmentos Tipo Antocianina Presentes en
el Fruto del Motilon (Hyeronima macrocarpa): Universidad de Narifio. Tesis de Grado. 2008.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 ENSAYOS PRELIMINARES EN SEMILLAS DE Annona muricata DE LA
REGION DE CALDAS

Después de la recoleccion y el secado al ambiente de las semillas de Annona
muricata del departamento de Caldas, se determin6 el porcentaje de humedad
implementando la Ecuacion 1, obteniéndose un valor promedio de 12%, con el

cual se realizé la correccion en peso de semillas para los posteriores analisis.

4.1.1 Determinaciéon de Acetogeninas

Para los ensayos preliminares de determinacion de AGEs, se utilizaron las
condiciones de extraccion e identificacion propuestas por Najihah et al descritas
en la seccion 3.2.1 y 3.2.2, para hojas de Annona muricata. El cromatograma
general de los extractos etandlicos de semillas a estas condiciones se muestra a

continuacion:
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Figura 17. Cromatograma de extractos de semillas de Caldas a condiciones de

extraccion y cromatograficas postuladas por Najihah et al (2016).
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Minutes

Fuente: Esta Investigacion.

En el cromatograma se identificaron presuntivamente 22 picos que por su espectro
UV-Vis en comparacion con lo reportado en la literatura, confirman la presencia
de acetogeninas en los extractos etandlicos de semillas de Annona muricata,
concluyendo que el método de extraccidbn soxhlet y el solvente utilizado si
permiten la extraccion de estos compuestos. Los compuestos de mayor intensidad
presentes en el cromatograma (40,450 y 41,636 min), segun el analisis espectral
corresponden a AGEs. Con esta prueba también se relaciond el tiempo de
retencion de las acetogeninas con el gradiente cromatografico, usando un
gradiente de elucién acetonitrilo: agua, lo que aporté informaciéon que se usé
posteriormente para las pruebas de idoneidad del gradiente para la separacion de

las acetogeninas en la muestra de semillas.

4.1.2 Estabilidad de las Acetogeninas en los Extractos Etandlicos de semillas

con Respecto al Tiempo

Se determind la estabilidad de las acetogeninas en los extractos etanolicos
refrigerados analizando los extractos en diferentes intervalos de tiempo, para lo

cual se evaluo la intensidad de los picos cromatograficos, area de picos de AGEs
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y numero de AGEs. A continuacion se muestra el cromatograma comparativo de

los extractos analizados a tiempo 0 y después de 5 meses de la extraccion.

Figura 18. Comparacion extractos etandlicos frescos (tiempo cero), y extractos
de semillas almacenados (5 meses).

T
000 500 10.00 1500 2000 2500 20.00 %00 40,00 4500 50.00 5500 60.00 500
.

* El cromatograma de color azul, hace referencia al extracto fresco en el tiempo cero.
*El cromatograma de color negro, hace referencia al extracto de las acetogeninas refrigeradas por
5 meses.

Fuente: Esta investigacion

Se observa un cambio en el tiempo de retencion de los picos cromatogréficos,
debido a que el disolvente de la muestra tuvo una proporcién diferente de relacion
IPA: ACN), lo cual afecto la polaridad de los extractos cambiando el tiempo de

retencién 1 minuto.

En el cromatograma en color negro (5 meses) se observa las intensidades de los
picos mas representativos (acetogeninas) no presentaron cambios significativos
en comparacion con los picos del cromatograma en color azul (tiempo 0), por lo
cual la degradacion con respecto a la intensidad de picos fue minima, este hecho
se verifico con los posteriores analisis. La verificacion de posibles cambios en el
contenido de AGEs debido a degradaciones, se realizé por la comparacion de
areas de picos correspondientes a acetogeninas en ambos cromatogramas, la
cual no expreso una degradacion de este tipo de compuestos con relacion al

tiempo de almacenamiento de los extractos.
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El cromatograma en color negro (tiempo 0) presento 53 picos, de los cuales 19
correspondieron presuntivamente a acetogeninas (en correlacion con los
espectros UV-Vis de cada pico cromatogréafico y los reportes bibliograficos), para
el cromatograma en azul (5 meses), fueron 48 picos, de los cuales 17
presuntivamente correspondieron a acetogeninas. La diferencia entre
acetogeninas en el extracto fresco y los extractos almacenados fue de dos
compuestos. Sin embargo debido a que no se presenta disminucion de area
cromatografica para los compuestos de interés, esta diferencia no se asocia a la
degradacion, sino que es atribuida al disolvente de la muestra, ya que este pudo

influir directamente en la separacion de los compuestos.

El cambio de disolvente puede interferir directamente con el nimero de picos y la
resoluciéon de los mismos. Los compuestos analizados tienen estructuras muy
similares, de cadenas muy largas que presentan isomeros, por lo cual los tiempos
de retencibn son muy cercanos, y se pueden presentar coeluciones o
solapamientos entre los picos cromatogréficos. El diluyente en este caso IPA:ACN
(85:15) presento mas afinidad a la fase movil utilizada para la separacion de los
compuestos, por lo cual disminuy6 las coeluciones y picos asimétricos, logrando

una mejor separaciéon evidenciada con el numero de picos.

Lo anterior se puede corroborar con base en la resolucion cromatogréafica, los
picos en el primer cromatogrdma muestran una mayor separacion, con lo cual se
observan algunos picos de menor intensidad que no se presentan en el segundo

cromatograma.

Los compuestos retenidos a tiempos menores de 30 minutos, son atribuidos segun
los espectros UV-Vis a polifenoles, taninos, entre otros; los cuales presentaron
una degradacion evidenciada en la disminucibn de areas de picos

cromatograficos. Lo anterior se observa en el cromatograma en negro (tiempo 0).

Se realizaron replicas, en las cuales se determiné que los compuestos fueron

estables con respecto al tiempo, y se establecio la proporcion de acetonitrilo:
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isopropanol como disolvente a implementar para los analisis cromatograficos en el

disefio experimental (Seccion 4.2.1).

4.1.3 Estabilidad de Acetogeninas en la Matriz con Respecto al Tiempo

Se determind la estabilidad de los compuestos dentro de la matriz estudiada
(semillas), para lo cual se siguié la metodologia descrita en la seccién 3.2.3.2. El
cromatograma de las semillas almacenadas a condiciones ambientales por 5

meses se muestra a continuacion.

Figura 19. Cromatograma de Acetogeninas en semillas de Annona muricata

almacenadas por 5 meses.

Fuente: Esta Investigacion.

La determinacién de la estabilidad de acetogeninas se realiz6 con base en la

intensidad de picos cromatograficos, area de picos de AGEs y numero de AGEs.

El cromatograma presento 55 picos de los cuales 20 corresponden a
acetogeninas. Se compard el cromatograma de los extractos de las semillas
guardadas con el cromatograma de la primera extraccion (Figura 17), la cual
presento 22 AGEs. No se obtuvo diferencias apreciables en el nimero de
acetogeninas entre un extracto y otro, teniendo en cuenta que las acetogeninas

faltantes, corresponden a picos cromatograficos de areas no significativas, por lo
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cual no es considerable la degradacion de estos compuestos con respecto a la

matriz a estas condiciones.

Con los resultados obtenidos en las pruebas preliminares y las réplicas posteriores
de estos ensayos, se determind que las acetogeninas son compuestos estables
con respecto al tiempo tanto dentro de la matriz (semillas), como en los extractos
almacenados a temperatura de -4°C, lo cual permitié6 el almacenamiento de los

extractos para los diferentes andlisis.

Los compuestos no identificados cuyos tiempos de retencién son menores a 30
min, presentaron degradaciones. Estos compuestos pueden atribuirse a los
compuestos polifenélicos encontrados en la muestra, debido a la composicion
fitoquimica de las semillas de Annona muricata, la polaridad y los espectros UV-

Vis de los picos en esta region cromatografica.

4.1.4 Purificacion

4.1.4.1 Ensayo de Purificacion Fraccionamiento Liquido-Liquido

El fraccionamiento liquido-liquido, se realiz6 acorde a lo descrito en la seccién
3.2.4.1. La fraccion analizada, correspondié6 a la fraccion polar rica en
acetogeninas segun lo reportado bibliograficamente para purificacion de estos
extractos. El extracto apolar rico en &cidos grasos fue descartado. El

cromatograma obtenido se muestra a continuacion:
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Figura 20. Comparacion cromatograma de extracto etanolico de semillas con

extracto fraccionado Liquido-Liquido.

* El cromatograma en color negro corresponde al extracto sin purificar.
* El cromatograma en color azul corresponde a la fraccion liquido-liquido.

Fuente: Esta Investigacion.

La diferencia entre tiempos de retencion de los compuestos en ambos
cromatogramas es de 0,359 min, presentandose una mayor retencidén la muestra
fraccionada. Debido al fraccionamiento realizado, el solvente de dilucion cambio
originando una mayor retencién de los compuestos por la interaccion del diluyente

con la fase mévil y la fase estacionaria.

En la comparacion cromatogréfica se puede observar una diferencia en la
intensidad de los picos. En la muestra no purificada (cromatograma en negro), se
presentan picos muy intensos en tiempos de retenciébn menores a 30 min, los
cuales no aparecen en la fraccion del extracto purificado, la comparacion
cromatografica a tiempos de retencién superiores a 30 min (area general de
retencion de acetogeninas), no presentdé muchas diferencias entre los picos. Sin
embargo las concentraciones relativas de los compuestos se ven disminuidas por
la purificacién de los extractos, lo cual se evidencia con la intensidad de los picos y
fue corroborado con la sumatoria de las de areas totales de AGEs, lo que permitio
establecer una disminucidén en la concentracion de los compuestos de interés
después de realizar el fraccionamiento. La polaridad media de las acetogeninas

las hace susceptibles a interacciones con solventes polares como apolares, por lo
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cual se presentaron pérdidas significativas en la concentracién de las mismas al

realizar los fraccionamientos.

Con respecto al numero de acetogeninas, el cromatograma azul correspondiente
al fraccionamiento del extracto etandlico, presentd un total de 44 picos, de los
cuales 13 son acetogeninas, lo cual se verificd por comparacion con los espectros
de UV-Vis experimentales con la bibliografia. EI cromatograma de color negro, del
extracto crudo, tuvo 58 picos de los cuales 20 correspondieron a acetogeninas.
Con la purificacion disminuyd el numero de picos cromatograficos
correspondientes a las acetogeninas, impidiendo la identificacion de 7 compuestos

de interés.

Por lo anterior se descartd la necesidad de este tipo de purificacibn ya que no
favorece la disminucion de compuestos adicionales a las AGEs en el area de
interés cromatografico (30 min-60 min), y por el contrario, originé una disminucion
en numero y concentracion de los compuestos a analizar. También se resalta el
hecho de que el diluyente de la muestra puede tener influencia en la separacion
de los compuestos, originando solapamientos de picos o0 bajas resoluciones

cromatograficas.

4.1.4.2 Ensayo de Purificacion con Silica

Se realizd la purificacion con silica de los extractos etandlicos de semillas de
Annona muricata con la metodologia descrita en la seccion 3.2.4.2, con el fin de
facilitar los posteriores analisis de estos extractos eliminando compuestos de

caracter mas polar.

La eleccién de la silica como fase estacionaria para la separacion de acetogeninas

se realizd, con base en las metodologias reportadas en la literatura. La silica es
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comunmente utilizada para separar sustancias polares como (alcoholes, aminas,
acidos carboxilicos). El proceso de adsorcion se debe a interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrogeno entre el soluto y el
adsorbente, por lo cual en este caso es utilizada para la retencion de compuestos

polares como polifenoles. 104

En el primer fraccionamiento el extracto etandlico de semillas de Annona muricata
se paso por el cartucho de Silica, y se lavd con una mezcla de Diclorometano-
Metanol en proporcion (1:1), esta mezcla fue adecuada para la separacion de
compuestos medianamente polares como las AGEs, facilitando su solubilidad. La
fraccion 2 correspondié al lavado realizado con hexano, con el fin de eliminar
posibles impurezas de compuestos apolares. La fraccion con Metanol se utilizé

para la separacion de compuestos mas polares.

Las diferentes fracciones fueron analizadas por HPLC-PDA a las condiciones
establecidas en 3.2.2. La fraccion 1 obtuvo un total de 8 acetogeninas presentes
en el extracto. La fraccidon 2 con hexano, presento un total de 2 acetogeninas, y la

fraccion 3 logro la separacion de 4 acetogeninas.

Debido a la polaridad media de las acetogeninas y la gran variedad de estos
compuestos, algunos pueden ser separados por solventes polares y otros de la
misma naturaleza pueden ser separados por compuestos apolares lo que dificulta
la purificacion, encontrdndose estos compuestos en los diferentes tipos de

fracciones.

El andlisis cromatogréafico de la comparacién de las fracciones obtenidas, con el
extracto crudo, presentd una disminucion de areas cromatograficas de
acetogeninas totales, y una disminucion en el numero de picos de acetogeninas,

(teniendo en cuenta la sumatoria del niumero de compuestos de cada fraccion).

104 E| Gel de Silice En La Cromatografia: https://www.quiminet.com/articulos/el-gel-de-silice-en-la-
cromatografia-2565789.htm. 2011.
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Por lo anterior se consider6 la purificacion con silica como un método innecesario
antes de analizar las muestras, ya que ocasiona disminucion de los analitos, lo

cual no es viable a la hora de realizar las cuantificaciones.

Con respecto al niumero de AGEs, al realizar la purificacion no se evidenciaron 7
de las acetogeninas presentes en los extractos crudos de semillas de Annona
muricata, lo cual no permite una identificacion adecuada de estos compuestos. A
su vez, este tipo de purificacion implicaria triplicar los analisis (analisis de 3
fracciones) y realizar el adecuamiento cromatografico para cada fraccién, lo cual
se traduce con un gasto de reactivos y tiempo de analisis de muestras, sin ofrecer

resultados positivos a la identificacion y cuantificacién de estos compuestos.

Adicionalmente se tiene en cuenta que el HPLC, es una de las formas mas
eficientes para la separacion de compuestos, por lo cual al implementar
condiciones cromatogréficas adecuadas para analisis especifico de una matriz, y
sobre todo en el analisis especifico de compuestos con espectros UV-Vis
caracteristicos, descarta la necesidad de purificaciones adicionales de los

extractos.

4.2 ADECUACION DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA ANALISIS DE
AGEs POR HPLC

Para la adecuacion de la metodologia analitica se realizaron diferentes ensayos
con el fin de obtener las mejores condiciones cromatograficas para la separacion e
identificacion de las acetogeninas. Se tuvo en cuenta principalmente aspectos
relacionados con la influencia de la longitud de onda en la deteccion, la longitud de
columna, el disolvente de la muestra, la composicion y flujo de la fase movil y

modo de separacién (gradientes cromatograficos).
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4.2.1 Diluyente

En la seleccién del diluyente mas adecuado usado para solubilizar la muestra del
extracto etanolico concentrado, se determiné la solubilidad de los compuestos en
etanol, metanol, diclorometano, acetonitrilo, isopropanol y agua. El extracto
concentrado de semillas, presentd una mayor solubilidad en isopropanol a
menores volumenes de dilucion en comparacion con los otros diluyentes. La
importancia de este minimo volumen de solubilidad, radica en la relacion de la
concentracion de los compuestos de interés (acetogeninas) con su deteccion y

separacion en los analisis cromatograficos.

El diluyente final de las muestras fue IPA: ACN en una relacion (85:15). Se realizo
la combinacion del diluyente con acetonitrilo, ya que es aconsejable que el
solvente de dilucion de la muestra tenga una fraccion de fase maovil. El acetonitrilo
es utilizado con el fin de disminuir la dispersion de las moléculas en la separacion
cromatografica debido a la afinidad con la fase moévil y la interaccion con la fase

estacionaria, lo que aumenta la definicién de picos y aumenta la resolucion. 10°

4.2.2 Longitud de Onda

Debido a la gran variedad de componentes en los extractos etandlicos de semillas
de Annona muricata, se realiz6 un screening de deteccion que va desde 200 a
400 nm, evaluandose los cromatogramas a 205, 220, 298 y 350 nm. Teniendo en
cuenta que la deteccion espectrofotométrica aporta informacion especifica de los
compuestos, demostrando segun las bandas de absorcion en el espectro, la
presencia de especies quimicas determinadas, se realiz0 la comparacion de los

picos cromatograficos que presentaron maximos de absorbancias en estas

105 ARTURO, D. Laboratorio de Cromatografia, Universidad de Narifio. 2018.
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longitudes de onda y se hizo un analisis completo de los picos cromatograficos,
comparando sus espectros UV-Vis con los reportados en la bibliografia para
AGEs identificar las longitudes de onda a las cuales se presentaban las
acetogeninas y a su vez determinar segun los espectros UV-Vis, que tipo de

compuestos posiblemente presentaron absorbancias a las mismas condiciones.

Se determind la longitud de onda de 220 nm para el andlisis de los extractos,
teniendo en cuenta que la absorcion de las acetogeninas se encuentra en un
rango de 210 a 230 nm, y que los espectros UV-Vis de las acetogeninas,
presentan un Gnico maximo de absorcion, identificAndose facilmente a esta

longitud de onda, con respecto a otros compuestos.

En estudios fitoquimicos de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata
se encontraron compuestos como: acidos grasos, taninos, polifenoles, alcaloides y
acetogeninas, de los cuales algunos presentan maximos de absorbancia a 220
nm, por lo cual fue necesario determinar las posibles interferencias en el andlisis
de AGEs con respecto a estos compuestos a la longitud de onda establecida (220
nm).1% Una de las consideraciones que se hizo, fue tener en cuenta que cada uno
de estos metabolitos secundarios pueden presentar mas de un maximo de

absorbancia.

Entre los compuestos fitoquimicos de las semillas de Annona muricata se
encuentran los taninos, los cuales pueden ser extraidos de las células vegetales
con solventes polares, en especial con mezclas de solventes de agua-alcoholes,
por lo cual pudieron ser extraidos a las condiciones de extraccion utilizadas. Sin
embargo, estos compuestos presentan maximos de absorcion entre 510 y 550 nm.

Si bien esta longitud de onda no fue revisada en el screening, segun los reportes

106 | JAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.
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bibliograficos, presentan en el espectro UV-Vis dos méaximos de absorcion, y por lo
tanto son diferentes de los espectros UV-Vis de acetogeninas. 1°7

Para los alcaloides presentes en las semillas, la extraccion con compuestos muy
polares como agua permite sustraer de la matriz aquello que se encuentran en
forma de sales solubles. Sin embargo, para una extraccion adecuada de este tipo
de compuestos es necesario el uso de solventes acidificados, por lo cual en el
extracto etanolico la concentracion de alcaloides debe ser baja o nula.
Considerando también la longitud de onda a la que absorbe este tipo de
compuestos, se reporta que presentan dos maximos de absorcion, los cuales
varian generalmente entre 230-240 nm y 280-290 nm permitiéndose distinguir de
los espectros de AGEs. Por el tipo de matriz estudiada, los posibles alcaloides que
se encontrarian serian de tipo bencilisoquinolinicos detectados a longitudes de
onda de 230 - 280 nm, con lo cual no deberian causar interferencias a la longitud

de onda establecida para el andlisis de Acetogeninas.1%8

Entre los compuestos mayoritarios de las semillas de Annona muricata, se
encuentran los acidos grasos, los cuales en su mayoria son insaturados, estos son
detectados a longitudes de onda que varian entre 230 - 300 nm. Estos
compuestos de baja polaridad pueden ser extraidos aun con uso de solventes
polares, debido al método de extraccion utilizado y la cantidad de ciclos de
extraccién. Los &cidos grasos de las semillas de Annona muricata presentan
maximos de absorbancia a 235 y 285 nm y son analizados a longitudes de onda
superiores a los 290 nm. A pesar de presentar espectros UV-Vis diferentes a los
de las acetogeninas, los acidos grasos presentan un maximo de absorcion a 235

nm (absorcién cercana al rango de AGEs entre 220 y 230 nm), por lo tanto se

107 ISAZA, J., RAMIREZ, S., GUEVARA, C. y VELOZA, L. Estimacién Espectrofotométrica de
Taninos Hidrolizables y Condensados en Plantas Melastomataceas: Escuela de Quimica
Universidad Tecnolédgica de Pereira. Scientia et Technica, Afio XIIl. 2007.

108 ARTURO F. Estudio Quimico de los Alcaloides Presentes en las Hojas de Yerbamora (solanum
nigrum 1.), Originaria de los Municipios de Pasto y Chachagui. Trabajo de Grado (Quimico).
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evaluaron como posibles interferencias en el andlisis a la longitud de 220 nm.109110
Experimentalmente se establecié este hecho con el andlisis de un estandar de
acido linoleico en términos de selectividad, verificando su presencia en las
diferentes longitudes de onda anteriormente descritas en la realizacion del

screening cromatografico.

Entre los polifenoles con mayor relevancia encontrados en las semillas de Annona
muricata segun reportes fitoquimicos se encuentran flavonoides, los cuales son
analizados a longitudes de onda que varian desde 200 - 300 nm. Estos
compuestos se caracterizan por presentar uno de sus maximos de absorbancia en
el mismo rango de las acetogeninas (210 -230 nm), sin embargo, los espectros
UV-Vis de estos compuestos en general, presentan mas de un maximo de
absorcién segun tipo de compuesto, variando entre 2, 3, y 4 méaximos de
absorbancias, mientras que las acetogeninas presentan espectros con un solo
maximo.!!! 112 | a diferencia entre los espectros UV-Vis y los tiempos de retencion
de los polifenoles con respecto a las acetogeninas, permite descartar
interferencias en el analisis de AGEs ya que se pueden discriminar estos
compuestos debido a sus espectros caracteristicos. Este hecho se verifico con el

analisis de selectividad haciendo uso de un patrén de Quercetina.

109 |IAW, C., LIOU, J., WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.

110 NEUZA, J., BERTANHA, B. y MORENO, L., Actividad Antioxidante y Perfil de Acidos Grasos de
Las Semillas de Jabuticaba (Myrciaria cauliffora BERG): Departamento de Engenharia e
Tecnologia de Alimentos, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual
Paulista, S&do José do Rio. 2011.

"1 IAW, C., LIOU, J.,, WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.

112 KELLER, R. Biosynthesis, Flavonoids. Biological Effects and Dietary Sources: Nutrition and Diet
Research Progress Series. 2009.
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4.2.2.3 Selectividad Cromatografica para la Identificacion de Acetogeninas
con base en Analisis de Estandares

Estandar de Annonacina

El cromatograma del estdndar de Annonacina a 220 nm muestra dos picos
cromatograficos con tiempos de retencion de 19,259 min y 19,712 min, el
compuesto mayoritario corresponde a la L-Annonacina con el 95% de pureza, y el
compuesto en menor cantidad corresponde al isbmero de Annonacina reportado
en las especificaciones técnicas del estandar (ALB Technology Lote No ALB-
20170303, Shanghai, China). EI cromatograma y el espectro UV-Vis del

compuesto se muestran a continuacion:

Figura 21. Cromatograma Annonacina a 220 nm.
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Fuente: Esta investigacion.
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Figura 22. Espectro UV-Vis Annonacina, maximo de absorbancia 211 nm

AL

Fuente: Esta investigacion.

El espectro UV-Vis de la Annonacina, representa los espectros caracteristicos de
las acetogeninas con un maximo de absorbancias entre 210 y 230 nm. Estas
especificaciones fueron corroboradas para los reportes de las acetogeninas en los
estudios bibliogréficos revisados, por lo cual fueron tomadas como referencia para

la identificacion de estos compuestos en las diferentes muestras analizadas. 113 114

Estandar de Acido Linoleico

El estdndar de &cido linoleico present6 cromatogramas diferentes para las
longitudes de onda evaluadas. A longitudes de onda de 205 y 220 nm se
evidenciaron picos cromatograficos poco definidos, con tiempos de retencion
ubicados en la region cromatografica general de las acetogeninas. El analisis de
los espectros UV-Vis presentd varios maximos de absorbancias diferenciandose

del espectro de la Annonacina, la cual fue usada como estandar.

113 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacién de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.

141 1AW, C., LIOU, J.,, WU, T., CHANG, F. y WU, Y.C. Acetogenins from Annonaceae. Progress in
the Chemistry of Organic Natural Products, 101. 2016. 13-205 p.
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A longitudes de onda de 298 nm el acido linoleico se observa como un pico
definido con un tiempo de retencion de 16,162 min (tiempo de retencion en la
region cromatografica de acetogeninas). El espectro UV-Vis del compuesto
presento 2 maximos de intensidad a 211 y 299 nm. Se puede establecer que la

longitud de onda que favorece el analisis de estos compuestos es de 298 nm.

Figura 23. Cromatograma Acido Linoleico a 298 nm.
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Fuente: Esta Investigacion.

Figura 24. Espectro UV-Vis Acido Linoleico a 298 nm.
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Adicionalmente se compararon los espectros de Acido Linoleico y Annonacina,
con los reportados para diversos &cidos grasos presentes en los extractos de
semillas. A pesar de tener tiempos de retencion similares y maximos de absorcion
a longitudes de onda entre 210 y 235 nm, los acidos grasos presentan picos no
simétricos a la longitud de onda de 220 nm, y sus diferencias espectrales son
notorias con respecto a las acetogeninas, con lo cual, se puede evitar una
identificacion erronea, en referencia a la selectividad de la técnica de analisis de

los compuestos de interés.

Estandar de Quercetina

Las posibles interferencias de polifenoles en el analisis de AGESs, se evaluaron con
Quercetina como compuesto representativo de este grupo, ya que ademas de ser
accequible, presenta las caracteristicas de los polifenoles reportados en estudios
fitoquimicos para este tipo de muestras. Estos compuestos son identificados como
grupos mayoritarios en semillas de Annona muricata, después de los acidos
grasos, y presentan entre sus maximos de absorcion algunos comprendidos entre
los 210 y 230 nm.

Los cromatogramas obtenidos a longitudes de onda de 205, 220 y 298 nm,
presentaron picos no simétricos, con tiempos de retencién altos. La comparacion
con espectros UV-Vis permitio distinguir dos maéaximos de absorcion, uno
correspondiente a 220 nm y otro a 281 nm, presentando diferencias con respecto
a los espectros UV-Vis de la Annonacina. El cromatograma a 220 nm muestra a

continuacion:
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Figura 25. Cromatogrdma Quercetina a 220 nm.

00304
0020+
2 o010]
0000+

-0.010+

T T T T T T T T T T T T T T
0.00 200 2.00 00 200 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 2400 28.00 28.00
Minutes

Fuente: Esta Investigacion.

El andlisis de la Quercetina a las condiciones cromatograficas empleadas,
establece de manera general, segun el cromatograma obtenido, que estas
condiciones no son adecuadas para la separacion y andlisis de polifenoles, por lo
cual este compuesto se presenta en el cromatograma como picos no gausianos.
Las interferencias posibles que pueden causar estos compuestos en el analisis de
acetogeninas, se deben especificamente a los tiempos de retencion, ya que son
retenidas en la misma regién cromatografica de los compuestos de interés, sin
embargo este tipo de interferencias son evaluadas y reducidas a la hora de hacer
el adecuamiento cromatogréfico, teniendo en consideracion el pH y proporcion de
fases moéviles a la hora de disminuir el ensanchamiento de los picos

cromatograficos.

Variacion del pH

La retenciébn de los compuestos polifendlicos puede originar la coelucion o
solapamiento con los compuestos de interés. Los compuestos polifendélicos no se
presentan como picos definidos a pH neutro o basico, tanto en estandares como
en muestras. El pH acido favorece la protonacién de los polifenoles, permitiendo

una mayor interaccién entre fases y equilibrios de separacién, lo que induce a que
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las bandas cromatogréficas presenten simetrias adecuadas. 11°

Para mejorar la resolucion de estos compuestos y disminuir este tipo de
interferencias, se realizaron ensayos con la fase movil acidificada para los
estandares, obteniéndose un cromatograma con un pico definido y tiempos de
retencion mas bajos para la Quercetina. Sin embargo, la fase movil acidificada no
permitié una separacion adecuada de las acetogeninas. Por lo cual se realizaron
ensayos variando la acidez del diluyente del estandar de Quercetina obteniéndose
tiempos de retencién similares a los de las acetogeninas, pero picos definidos e
identificables facilmente por medio de la comparacién con los espectros UV-Vis. El
cromatograma muestra un aumento en la simetria del pico de Quercetina a
condiciones de pH cercanos a 5, lo que disminuye las interferencias por tiempo de

retencion.

Figura 26. Cromatograma Quercetina Acidificada, 220 nm.

Fuente: Este Investigacion

El andlisis de los estandares a longitudes de onda de 220 nm, incluyendo
comparacion de espectros UV-Vis, tiempos de retencién y variaciones de pH,
permitieron descartar posibles interferencias de estos compuestos en la

identificacion de acetogeninas. Con el fin de disminuir las interferencias por

115 KELLER, R. Biosynthesis, Flavonoids. Biological Effects and Dietary Sources: Nutrition and Diet
Research Progress Series. 2009.
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tiempos de retencion, se realizé el acondicionamiento cromatogréafico descrito en
4.2.5.

4.2.3 Longitud de Columna

Se utiliz6 un sistema con una columna de fase reversa C18 (4,6 x 150 mm, 3,5
micras) X-terra Waters y una C18 (4,6 x 250 mm, 4 micras) Phenomenex-Kinetex,

evaluando la separacion, cantidad de picos y parametros de simetria.

Se eligié para el andlisis la columna de 150 mm, ya que permiti6 una adecuada
separacion de los picos, manteniendo una simetria gaussiana, no se presentaron
deformaciones, ni diferencias en el numero de picos correspondientes a
acetogeninas, en comparacion con el numero de compuestos separados por la
columna 250 mm. La intensidad de los compuestos observable en el
cromatograma, fue mayor al usar la columna de 150 mm, ya que al ser una
columna mas corta, el tiempo de elucién cromatografica es menor, y por lo tanto,
los compuestos son retenidos menos tiempo en comparacion con la otra columna,
impidiendo el ensanchamiento de los picos cromatograficos, lo que se traduce en
una tendencia a picos mas definidos y con mayores intensidades. De igual forma,
la columna de 250 mm presentdé una mayor retencién de los compuestos en el
andlisis cromatogréafico a las condiciones establecidas, por lo cual los picos
presentaron una deformacion leve por ensanchamiento de los picos, y una
disminucién en la intensidad debido a que la longitud de la columna y el tiempo de

analisis cromatogréafico lograban la retencién méas prolongada de los compuestos.

89



4.2.4 Composicion de Fase Movil

Durante el proceso de seleccion de la fase movil se estudiaron, con base en los

reportes bibliograficos, mezclas de acetonitrilo-agua, y metanol-agua.

La mezcla acetonitrilo-agua permiti6 una mejor separacion de los compuestos
polares las cuales eluyeron a tiempos de retencion menores a 10 minutos y los
compuestos medianamente polares, de mayor interés (AGEs) a tiempos de
retenciones mas altos. La mezcla metanol-agua, presenté polaridades muy

similares entre fases, por lo cual la separacién no fue adecuada.

El uso de acetonitrilo como fase movil, se tuvo en cuenta, ya que aumenta la
capacidad hidrofilica de los compuestos, por lo tanto la distribucion o equilibrios
entre fase moévil y fase estacionaria permiten una mejor separacion y simetria de
los picos. Ademas de ser uno de los compuestos mas utilizados como fase movil
para la separacion de compuestos de polaridades de altas a medias, siendo
menos téxico y menos viscoso que el metanol lo que permite trabajar a menores

presiones, y favorece la preservacion adecuada de las columnas cromatograficas.

El uso del agua como fase mdvil se debe a las caracteristicas de polaridad de las
muestras, ya que fue necesario el uso de un eluyente mas polar para aumentar la
retencion de los compuestos de interés y la separacion de compuestos mas

polares.

4.2.5 Ideonidad del Método Cromatografico

Se establecieron las condiciones de separacion adecuadas utilizando el modo de
elucién en gradiente para la separacién de compuestos presentes en las semillas

de Annona muricata, se implementaron 6 gradientes diferentes, con fase movil A:
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agua y fase movil B: acetonitrilo. Para la eleccién del gradiente cromatogréfico se
evalué el factor de capacidad, el factor de separacion o indice de retencion
relativa, la resolucion y el factor de asimetria. Los gradientes implementados para

el andlisis fueron los siguientes:

Gradiente Cromatogréafico 1

Tabla 10. Gradiente cromatografico 1, publicado por Najihah et al. Flujo de 1,0

mL/min.
0-40 min 40 min 60 min 70 min
Fase Movil A 100% 15% 5% 100%
Fase Movil B 0% 85% 95% 0%

Fuente: Esta Investigacion.

En el gradiente cromatogréafico propuesto por Najihah et al, hasta el minuto 40, la
polaridad de la fase movil es muy alta, lo cual permite separar los compuestos
mas polares presentes en los extractos etandlicos, atribuyéndose a la separacion
de compuestos polifendlicos en su mayoria, lo cual también se corrobord con el
andlisis espectral. A partir del minuto 40 disminuye la polaridad siendo el

Acetonitrilo el componente principal de la fase movil. 116

Segun los gradientes de las fases mdviles, las acetogeninas de caracter
medianamente polar, eluyen a tiempos de retencion en los cuales el Acetonitrilo de
polaridad media, se encuentra en proporciones cercanas al 85%, por lo cual la

presencia de acetogeninas en este gradiente cromatogréafico se observa a partir de

116 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA’AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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30 minutos de retencioén, lo cual fue postulado por Najihah y verificado en el
andlisis de los compuestos por comparacion de los espectros UV-Vis.

En el cromatograma present6 una separacién adecuada de los componentes del
extracto etandlico, separando los picos hasta la linea base, se identifica que los
picos correspondientes a la region de las acetogeninas comprendida entre los 30 y
60 minutos de retencion, son de caracter gausiano y presentan pocas coeluciones.
(Anexo D)

Gradiente Cromatogréfico 2

Tabla 11. Gradiente cromatogréfico 2, publicado por Florez et al. Flujo de 1,0

mL/min.
0-10 min 15 min 20min 30 min
Fase Movil A 95% 15% 10% 95%
Fase Movil B 5% 85% 90% 5%

Fuente: Esta Investigacion.

El gradiente cromatografico propuesto por Florez et al, presenta una disminucion
en la polaridad con el cambio de la fase mévil A (agua) de 95% a 10% en un
tiempo de 20 minutos dejando un 90% de acetonitrilo. Los 10 minutos restantes se

reestablece la fase mévil a las condiciones iniciales. 117

El andlisis cromatografico para este gradiente presentdé una disminucion en el
namero de picos en comparaciéon con la separacion propuesta del gradiente 1, en
la regién cromatografica comprendida entre 11 y 20 min, (region cromatografica de

acetogeninas). El cromatograma presento picos con caracter gausiano

117 FLOREZ, Y. y MARTINEZ, E. Obtencion y Evaluacion de Extractos Bioactivos Presentes en
Semillas de Annona muricata de la Region Cafetera: Universidad Tecnoldgica de Pereira. 2010. 1-
87 p.
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(evidenciado en los picos mas representativos), sin embargo se observan

coeluciones por lo cual se traduce en una baja resolucion de picos.

El cambio acelerado en la polaridad de la mezcla de la fase movil desde el min 10
al min 15, hace que en estos tiempos de retencién se presenten coeluciones de
diversos compuestos, mientras que del minuto 15 al minuto 20, se observa una
mejor separacion debido a que la fase mévil cambia aumentando lentamente la
composicién de acetonitrilo-agua. (Anexo F). Este hecho se evidencié comparando
el nimero de picos cromatograficos con los obtenidos con el gradiente 1,

propuesto por Najihah. (Anexo D)

Con el gradiente 2, se obtuvo un total de 14 picos cromatograficos
correspondientes a acetogeninas, los cuales fueron comparados con los
reportados por Florez et al, presentandose una similitud en cantidad de AGEs en

semillas bajo este gradiente.

Gradiente Cromatogréfico 3

Tabla 12. Gradiente cromatografico 3, Flujo de 1.0 mL/min.

0-3 min 12 min 15 min 20 min
Fase Movil A 30% 20% 15% 30%
Fase Movil B 70% 80% 85% 70%

Fuente: Esta Investigacion.

El gradiente cromatografico 3, presenta cambios leves en la polaridad, debido a
gue la variacion de proporciones de las fases méviles es baja, se observa en la
tabla 12. Este gradiente cromatografico se evalué teniendo en cuenta que a las

condiciones cromatograficas postuladas por Najihah et al, y Florez et al, las
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acetogeninas empezaban a eluir en una relacion aproximada al 85% de

acetonitrilo como fase movil.

Este gradiente cromatografico presentdé una disminucibn de los picos
cromatograficos en comparacion con los cromatogramas obtenidos de los
gradientes anteriores. Se evidencio también una disminucién en la resolucién lo
cual es observable por las coeluciones y ensanchamiento de los picos
cromatograficos, lo cual demuestra una inadecuada separaciéon de los
compuestos, impidiendo la identificacion de los mismos. (Anexo H) Adicional a
esto, el andlisis cromatografico en total es de 15 minutos, sin tener en cuenta el
reacondicionamiento inicial de las fases moviles. Por lo cual se estipula que este

tiempo no es el adecuado para la separacion cromatografica.

Gradiente Cromatogréfico 4

Tabla 13. Gradiente cromatografico 4, Flujo de 1,0 mL/min.

0 min 15 min 25 min 30 min
Fase Movil A 95% 15% 5% 95%
Fase Movil B 5% 85% 95% 5%

Fuente: Esta investigacion.

El gradiente cromatografico 4, cambia la polaridad de las fases moviles en un
periodo de 15 minutos iniciando con la fase mévil A (agua) a 95% hasta un 5% en
25 minutos y 95% de la fase movil B (ACN). EIl reacondicionamiento de las

condiciones iniciales se realiza en 5 minutos posteriores.

El gradiente presenté una separacion adecuada de los compuestos, con base en
el numero de picos cromatograficos, la resolucién y el caracter gausiano de los

picos. En el area correspondiente a las acetogeninas se observé una separacion
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adecuada de picos, pudiéndose identificar compuestos que no eran observables
en los gradientes 2 y 3. (Anexo J)

La mejor separacion en el area de picos de acetogeninas, se debe a los
porcentajes altos de acetonitrilo, en un tiempo mas amplio de elucién. A su vez, en
el perfil cromatografico los picos mas representativos en la region del
cromatograma comprendida entre los 14 a los 30 minutos de retencion (region de
AGES), son comparables con los picos representativos en tiempos de retencion de
20 a 50 minutos en el gradiente cromatogréafico 1 propuesto por Najihah.

Gradiente Cromatogréafico 5

Tabla 14 Gradiente cromatogréfico 5, Flujo de 1,0 mL/min.

0 min 10 min 15 min 25 min
Fase Movil A 30% 15% 5% 30%
Fase Movil B 70% 85% 95% 70%

Fuente: Esta Investigacion.

En el gradiente cromatogréafico 5 se presenta una disminuciéon en la fase movil A
de 30% a 5% en un tiempo de 15 minutos, a su vez el aumento de la fase mévil B
se realiza desde un 70% a un 95% en 15 minutos. Las condiciones iniciales del
gradiente se reestablecen en 10 minutos. Al igual que el gradiente cromatogréafico
3, la fase movil tiene una polaridad media en todo el andlisis cromatografico, lo
cual origind una mala separacion de los compuestos polares a tiempos de
retencibn mas bajos, observandose picos asimétricos, correspondientes a
coeluciones de varios compuestos en la regién cercana a los 2 minutos, a tiempos
de retencidbn mayores, presento una baja definicion y resolucion de los picos.
(Anexo L)
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Gradiente Cromatografico 6

Tabla 15. Gradiente cromatogréfico 6, Flujo de 0,8 mL/min,

0 min 15 min 25 min 30 min
Fase Movil A 95% 15% 5% 95%
Fase Movil B 5% 85% 95% 5%

Fuente: Esta Investigacion.

El gradiente cromatografico 6, en condiciones de fase movil es igual al descrito
para el gradiente 4, sin embargo teniendo en cuenta que el gradiente 4 presento
una buena separacion de compuestos, y un tiempo corto de elucion en
comparacion con el gradiente 1, se tomo en consideracion el flujo de la fase mdvil,
variando de 1 mL/min a una velocidad de flujo de 0,8 mL/min, para lograr una

mejor separacion de los picos cromatograficos.

El gradiente implementado a este flujo de fase movil presentd una buena
separacion de los picos, sobre todo en el area de las acetogeninas, los picos

cromatograficos son de caracter gausiano y se evidencian pocas coeluciones.

Con la disminucién de la velocidad de la fase movil (flujo de 0,8 mL/min), aumentd
la retencion de algunos compuestos, logrando la separacion de algunas
coeluciones en comparaciéon con el gradiente 4, las cuales pueden deberse a las
estructuras similares o isdmeros, por lo cual este cambio en el flujo, presentd una
mejor separacion, evidenciandose con un aumento de picos cromatograficos de

interés.
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Eleccién de Gradiente Cromatogréfico

Los gradientes cromatograficos que permitieron una mejor separacion de
acetogeninas fueron los gradientes 1 (Publicado por Najihah), el gradiente 4, y el

gradiente 6 con flujo de fase movil de 0,8 mL/min.

Teniendo en cuenta lo anterior, se comparé el gradiente 4 con el gradiente 6 (flujo

de 0,8 mL/min). La comparacion cromatografica se muestran a continuacion:

Figura 27. Comparacion Cromatogramas, Gradiente 4 (negro) y Gradiente 6

(azul).

*Gradiente 4 (negro) *Gradiente 6 (azul).

Fuente: Esta Investigacion.

Los cromatogrdmas corresponden a la misma proporcion de fase moévil con
diferentes flujos, como se puede observar, la disminucibn en el flujo
cromatografico genera una mayor retencion de los compuestos (cromatograma
azul). La separacion de los picos cromatograficos en general fué mejor para el
gradiente cromatogréafico 4, el cual presenta picos con mayor definicién, y de
caracter gausiano. Sin embargo con el flujo de 0,8 mL/min, se logré la separacion
de mas compuestos correspondientes a AGEs.

Entre el gradiente 1 postulado por Najihah et al, y el gradiente 6, se realizaron las
comparaciones con base en el nimero de picos correspondientes a acetogeninas.
El cromatograma correspondiente del gradiente 1, presento 20 acetogeninas,

mientras que con el gradiente 6, se logré la separacion de 18 acetogeninas.
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A pesar de que el gradiente cromatografico 1 propuesto por Najihah, permitié la
separacion de dos AGEs mas en comparacion con el gradiente 6. Este ultimo se
eligi6 como el gradiente adecuado de separacion de AGEs en semillas, debido a
que las AGEs adicionales separadas por el gradiente 1, correspondieron a
acetogeninas con areas menores a 6000uV*s, por lo cual no representaron una
diferencia significativa en la cuantificacion total de acetogeninas. Adicionalmente
con posteriores replicas, se determin0 que estos dos compuestos no se

identificaban en todas las muestras.

Para la eleccién del gradiente cromatogréafico, también se tuvo en consideracion el
tiempo de analisis cromatografico mas favorable y el gasto de solventes, por lo
cual el gradiente 6 presentd las mejores condiciones, con un tiempo de separacién
de 30 minutos y un gasto de solvente equivalente a menos de la mitad del

gradiente 1.

El cromatogrdma obtenido con las condiciones adecuadas de separacion fué el

siguiente:

Figura 28. Cromatograma Gradiente 6, Flujo de 0,8 mL/min.

T T T T T T T T T T T T T T
000 20 400 600 500 10.00 12.00 1400 1600 1800 2000 2200 0 600 o) 3
Wzs

Fuente: Esta Investigacion.
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4.3 VERIFICACION DEL METODO

4.3.1 Linealidad

Se realiz6 una curva de calibracion con el patron de Annonacina a diferentes
concentraciones, verificando la relacibn entre concentracibn vs area

cromatografica (uV*s) aplicando el método de minimos cuadrados. La grafica se
muestra a continuacion:

Figura 29. Curva de Calibracion de Annonacina.

2500000
y = 4180x + 159109 S
2000000 2=0,9981 //
£ 1500000 ,/
4
§ 1000000
< 500000 //
0
0 100 200 300 400 500 600
Concentracion de Annonacina (ppm)

Fuente: Esta Investigacion.

La curva de calibracidon present6 una tendencia lineal verificada con coeficiente de
correlacion R? con valores cercanos a la unidad siendo de 0,998. Por lo tanto los
valores estadisticos obtenidos para la calibracién son aceptables, expresando una

dependencia entre concentracion y area cromatografica, y una buena linealidad
del método.

99



4.3.2 Sensibilidad

4.3.2.1 Limite de Deteccién y de Cuantificacién

El limite de deteccion y cuantificacion se calculd mediante la relacion sefial ruido
(S/N) por la integracion de 10 sefiales cromatogréficas correspondientes a la sefal
de ruido de fondo. Los datos se obtuvieron mediante las ecuaciones 2 y 3,
descritas en la seccibn de metodologia 3.4.2.1. Los datos de los limites de

deteccién y cuantificacion se consignan en la siguiente tabla:

Tabla 16. Sensibilidad de Método de Deteccion y Cuantificacion.

PROMEDIO (S/N) | ECUACION CURVA DE
(Area mV*s) CALIBRADO

LOD (mg/L) LOC (mg/L)

38,8 ‘Y=3292,1x+544911 ‘ 0,04 ‘ 0,12

Fuente: Esta Investigacion.

Se observa que los limites de deteccidn y cuantificacion corresponden a niveles de
deteccion bajos, por lo cual son adecuados para la identificacion y cuantificacion
de acetogeninas ya que este tipo de compuestos de acuerdo a lo reportado en los
antecedentes, se encuentran por encima del limite de deteccion y cuantificacion

establecido, lo cual le confiere al detector una buena sensibilidad.
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4.3.3 Precision y Limites de Confianza

4.3.3.1 Repetibilidad

La repetibilidad del método cromatogréafico se determind calculando el %RSD para

el estandar de Annonacina. Los resultados se consignan en la tabla 17.

Tabla 17. Datos de Repetibilidad del estandar de Annonacina.

REPLICAS AREAS TR (min)
1 867777 17.804
2 885615 17.814
3 860382 17.829
PROMEDIO 871258 17.816
DS 12971,66 | 10,274023
%RDS 1,5 0,058

Fuente: Esta Investigacion.

El coeficiente de variacion obtenido presenta valores menores al 7% por lo cual
encaja en las normas establecidas por la ICH (International Conference on
Harmonisation), representando la baja dispersion entre los datos de las areas y el
tiempo de retencién, por lo cual se puede inferir una adecuada precision en

términos de repetibilidad.*'®

118 International Conference on Harmonisation, https://www.ich.org/home.html
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4.3.3.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se calculé en diferentes dias bajo las mismas
condiciones y diferentes analistas. Las desviaciones obtenidas fueron cercanas
para los tiempos de retencion y los porcentajes de areas. Los valores de %RSD
fueron menores al 7%, presentando rangos adecuados segun la ICH,**° por lo cual
se determin6 que el método de extraccion presento una buena reproducibilidad y

por lo tanto una buena precision.

Tabla 18. Reproducibilidad del Método.

PICO 1 PICO 2 PICO 3
Area TR (min) Area TR Area TR (min)
(uV*sec) (LV*sec) (min) (LV*sec)

Dial | 27872051,3 | 19.253 6970060 | 19.741 | 5961361 22.543

Dia2 | 27780049,3 | 19.240 6312515, | 19.727 | 6080706, | 22.541
3 6

Dia 3 29419077 19.239 6976517 | 19.723 | 6327251 22.569

Media | 28357059,2 19244 6753030, | 19730,3 | 6123106, 22551

77 3 2
DS 751898,685 | 6,3770 66359,07 | 7,7172 | 152353,0 | 12,7540
2

%RSD | 2,65153971 | 0,0331 29772 0,0391 2,4881 0,0565

Fuente: Esta Investigacion.

19 bid. p
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4.3.4 Exactitud

La exactitud se calcul6 en términos de porcentaje de recuperacion mediante el uso
de la ecuacién 4, descrita en la seccion, 3.4.4. La tabla 19 registra los valores de
la exactitud del método de extraccion, expresado en el calculo del porcentaje de
recuperacion del estandar de Limoneno el cual no se encontraba presente en la

muestra.

Tabla 19: Porcentaje de Recuperacion con estandar de Limoneno.

Concentracién | mg/g de muestra | % de Recuperacion® | %RSD

Experimental 0,0258 95,5 0,94

Tedrica @ 0,027

a = nivel de concentracion de enriquecimiento de las muestras = 50 ppm, b =

valor promedio n=3

Fuente: Esta Investigacion.

El porcentaje de recuperacion fue adecuado teniendo en cuenta la complejidad de
la matriz de andlisis. El %RSD fue menor al 1%, presentdndose una baja
dispersiéon en los datos. Segun lo anterior se establece que el método usado de

extraccion satisface las condiciones de evaluacion de métodos analiticos.
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4.4 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE AGEs EN SEMILLAS
DE Annona muricata POR EL METODO SOXHLET (Disefio Experimental)

4.4.1 Eleccion de Estandares para la Cuantificacion total de AGEs en la

Optimizacion del disefio Experimental

La determinacion de acetogeninas totales se llevé a cabo mediante la sumatoria
total de areas (uv*seQ) de acetogeninas de cada experimento. La relacion de las
areas cromatogréaficas con las concentraciones, se realizO por comparacion,
empleando concentraciones especificas de los estandares de Limoneno y
Annonacina. El andlisis estadistico del disefio experimental se compardé con

ambos patrones.

El patrén de Limoneno es usado como estandar interno en la determinacion de
acetogeninas, ya que cumple con las condiciones adecuadas de un estandar
interno que son: no se encuentra en la muestra analizada, presenta absorbancia a
las mismas longitudes de onda del andlisis y un limite de deteccién similar al de
las acetogeninas (0,04 mg/L), lo que permite el analisis a las mismas condiciones
cromatograficas. También se eligi6 como estandar ya que presenta tiempos de
retenciones similares a los compuestos de interés, pero no ocasiona coelucion de
los picos cromatograficos, lo que permite una comparacion adecuada de areas en
correlacién con las de los analitos estudiados. El espectro UV-Vis es caracteristico
por lo cual no origina interferencias en la identificacion y el limite de deteccion
similar a las acetogeninas, permite realizar comparaciones con respecto a la

cuantificacion de los compuestos.

La Annonacina es una Acetogenina presente en los extractos de semillas

analizados, fué empleada para expresar la cantidad de acetogeninas totales
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mediante la sumatoria de las areas cromatograficas de los picos identificados
como AGEs. Es usada como estdndar a la hora de comparar las é&reas
cromatograficas con la de las acetogeninas en las muestras, debido a que por ser
de la misma naturaleza de los compuestos, presenta una similitud estructural y
quimica, la cual permite hacer aproximaciones mas exactas en la cuantificacién
aumentando la selectividad. La cuantificacion se realizd con este estandar ya que
la baja disponibilidad de estandares, costos, y pocos estudios fitoquimicos,
dificultan la adquisicion de estandares individuales de acetogeninas que cumplan
con todos los requerimientos establecidos para el uso de este método de
cuantificacion. Por otra parte, la Annonacina es usada como estdndar externo

especificamente, para la cuantificacion de este compuesto presente en la muestra.

Coeficiente de Variacion de los Estandares para la Cuantificacion de
Acetogeninas

Se calculd el coeficiente de variacion de los estdndares mediante la comparacion
de las é&reas cromatograficas de cada estdndar, en correlacion con la
concentracion de la solucion utilizada. Los coeficientes se presentan en la tabla
20.

Tabla 20. Coeficiente de variacion de los estandares de Limoneno y Annonacina.

ESTANDAR COEFICIENTE DE VARIACION
Limoneno 1,5%
Annonacina 15,10 %

Fuente: Esta Investigacion.

El coeficiente de variacibn con el estdndar de limoneno es de 1,5% el cual se

presenta como una medida de dispersion minima para el conjunto de datos en la
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cuantificacion de areas con este estandar. El valor obtenido se rige a las normas
propuestas por la USP (United States Pharmacopeia) menores al 2% en
desviacion estandar para analisis de alta calidad en la industria farmacéutica,
confirmando la precisidbn y confiabilidad entre valores obtenidos respecto al

método.

El coeficiente de variacién para la Annonacina correspondié al 15,10% superando
a los coeficientes establecidos segun los pardmetros de USP e ICH, para control
de calidad farmacoldgica,'?° sin embargo a pesar de tener una dispersion de datos
significativa, es utilizada como estandar de referencia en la optimizacién del
disefio experimental, debido a que presenta un comportamiento quimico similar a

los analitos de interés.

La optimizacion de los factores de extraccion de AGEs se realiz6 con los dos
estandares de Limoneno y Annonacina para obtener una mayor confiabilidad en
los resultados obtenidos con base en las caracteristicas de ambos estandares.
Para la cuantificacion de acetogeninas totales, se tuvo en cuenta el estandar de
Limoneno, ya que presentd la menor dispersion entre datos expresada segun su
%RSD.

4.4.2 Disefio Experimental

Se optimizaron los factores de extraccion del método Soxhlet empleando la
metodologia de superficie de respuesta. Para la optimizacion de la extraccion, se
tuvo en cuenta como variables de respuesta, la concentracion de acetogeninas
extraidas (mg/g), y el nimero de acetogeninas de acuerdo al numero de picos
cromatograficos identificados por sus espectros UV-Vis. El andlisis estadistico que

permiti6 establecer los efectos estimados de los factores evaluados y sus

120 International Conference on Harmonisation, https://www.ich.org/home.html
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interacciones,

se

realiz6 usando el

paquete estadistico STATGRAPHICS

Centurion XV. Los resultados generales del disefio se muestran a continuacion:

Tabla 21. Concentracion y numero de acetogeninas extraidas en la optimizacion

de las condiciones de extraccion Bloque 1.

Etanol | Tiempo Muestra- AGEs Numero

. (%) (h) Solvente (g/mL) (mg/g de picos

Experimento muestra) (AGEs)*
1 95 6 4/100 130,5335 18
2 100 4 2/100 147,5682 21
3 90 8 6/100 149,9956 14
4 100 8 6/100 164,3313 18
5 100 6 4/100 158,0426 18
6 95 8,30 4/100 169,2142 16
7 100 4 6/100 157,327 16
8 95 6 6,5/100 121,2548 17
9 90 4 6/100 170,1058 12
10 95 6 1,5/100 177,379 20
11 90 6 4/100 193,8625 20
12 95 3,20 4/100 130,0051 14
13 95 6 4/100 132,8999 20
14 100 8 2/100 191,5095 16
15 90 4 2/100 141,004 19
16 90 8 2/100 204,2615 17

*Numero de picos identificados como AGEs.

Fuente: Esta Investigacion.
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Tabla 22. Concentracion y numero de acetogeninas extraidas en la optimizacion

de las condiciones de extraccion Bloque 2.

Etanol | Tiempo Muestra- AGEs Numero

) (%) (h) Solvente (g/mL) (mg/ g de picos

Experimento muestra) | (AGEs)
17 95 6 4/100 129,4532 18
18 100 4 2/100 145,6621 21
19 90 8 6/100 149,1005 14
20 100 8 6/100 165,8144 18
21 100 6 4/100 155,9723 18
22 95 8,30 4/100 169,1412 16
23 100 4 6/100 158,0735 16
24 95 6 6,5/100 120,2556 17
25 90 4 6/100 170,1099 22
26 95 6 1,5/100 174,2487 20
27 90 6 4/100 192,8625 20
28 95 3,20 4/100 130,8227 14
29 95 6 4/100 132,4091 20
30 100 8 2/100 190,9934 16
31 90 4 2/100 140,7652 19
32 90 8 2/100 204,0573 18

*NUmero de picos identificados como AGEs

Fuente: Esta Investigacion.
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4.4.3 Acetogeninas en semillas de Annona muricata (mg/g de muestra)

4.4.3.1 Evaluacion del Disefio Experimental con Estandar de Limoneno

Los valores experimentales obtenidos para cada uno de los experimentos de
extraccion (tablas 21 y 22), se relacionaron determinando el efecto de cada factor
y sus interacciones, permitiendo establecer los efectos que maximizan la
extraccion de los analitos de interés. De igual manera, se determiné el error
estandar de cada uno de los efectos, permitiendo medir el error experimental. Los

datos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 23. Efectos estimados para concentracion de AGEs (mg/g) con estandar de

Limoneno.
EFECTO ESTIMADO
Promedio 137,422
A: Etanol -8,9695
B: Tiempo 25,5553
C: Muestra Solvente -20,2986
AA 41,3839
AB 1,94957
AC 1,93617
BB 9,58541
BC -30,0762
cC 9,23197

*Errores estandar basados en el error total con 6 Gl.

Fuente: Esta Investigacion.

Los experimentos presentaron un error relativo promedio de 9.3170, lo que puede
expresarse como una dispersion de datos aceptable. La tabla expresa la relacion
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global existente entre los parametros evaluados y la variable de respuestas. Se
determind que el factor estimado para la extraccion de acetogeninas segun su
concentracion en la muestra correspondio al tiempo (B), con una correlacion
positiva (+) en la extraccion de acetogeninas. Por otra parte las interacciones que
presentaron una influencia positiva en las extracciones correspondieron a las
efectos entre los factores AA, AB, AC, BB, y CC. La interaccion tiempo y muestra
—solvente (BC) no presentd influencia estadisticamente significativa en las
extracciones. La influencia de los factores en la extraccion de AGEs se puede

observar en el diagrama de Pareto.

Grafica 1. Diagrama de Pareto para AGEs (mg/g) estandar de Limoneno.
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Fuente: Esta Investigacion.

En el grafico se observa el nivel decreciente de significancia de los efectos
estimados. El efecto mas significativo corresponde a la interaccion de la
concentracion de etanol-etanol (AA) con un efecto estandarizado superior y
positivo. El segundo factor relevante corresponde al factor tiempo. La interaccién
de etanol con la muestra-solvente presenta el tercer nivel de significancia,

superando el efecto estandarizado.
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La significancia estadistica se realizdé con un analisis de varianza representado en

la siguiente tabla:

Tabla 24. Analisis de Varianza para la concentracion de AGEs (mg/g) con

estandar de Limoneno.

Fuente Sumade Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Cuadrados
A: Etanol 227,553 227,553 0,88 0,3844
B: Tiempo 1847,17 1847,17 7,14 0,0369
C: Muestra 1165,41 1165,41 4,51 0,0780
Solvente

AA 2350,72 2350,72 9,09 0,0235
AB 7,60169 7,60169 0,03 0,8695
AC 7,49755 7,49755 0,03 0,8704
BB 126,113 126,113 0,49 0,5111
BC 1809,15 1809,15 7,00 0,0383
CcC 116,987 116,987 0,45 0,5262

*Gl: 1 Grado de libertad.
Fuente: Esta Investigacion.

En la tabla se presenta una particion de la variabilidad para cada uno de los
efectos, el valor de significancia se tiene en cuenta segun los parametros del
valor-P. En este caso se presentaron 3 efectos (B: 0,03; AA: 0,02; BC: 0,03) que
tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes
de cero y que presentan un nivel de confianza del 95,0%. Por lo cual se confirma
gue el factor y la interaccion que tienen influencia estadisticamente positiva para la
maximizacién de la extraccion de acetogeninas son el tiempo, y la interacciéon

etanol-etanol. Las influencias en la extraccion de acetogeninas de estos factores
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en sus diferentes niveles se muestran a continuacion en la gréfica de efectos

principales.

Grafica 2. Efectos Principales para AGEs (mg/g) con estandar de Limoneno.
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Fuente: Esta Investigacion.

En el grafico se pueden observar las influencias de los 3 niveles de cada factor

para la extraccion de acetogeninas en semillas de Annona muricata.

Los niveles de concentracion de etanol, muestran una tendencia Optima de
extraccién a concentraciones de 90% de etanol, en 100% de etanol presenta un
valor medio de extracciéon y a 95% present6 un valor minimo para la extraccion de

acetogeninas.

En el grafico se observa, que el tiempo como factor con mayor influencia
estadisticamente, presenta una tendencia exponencial en la extraccién de
acetogeninas, variando desde 4 horas hasta 8 horas, siendo este ultimo rango el

valor 6ptimo de extraccion para este factor.

La relacibn muestra-solvente presenta una tendencia decreciente a medida que
aumenta la cantidad de muestra. El punto maximo de extraccion se presentd a

menor cantidad de semillas, siendo de 2 g/100 mL y el punto estrella de 1,5 g/100
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mL. La menor extraccion de AGEs corresponde a la relacion muestra-solvente los
6 g/ 100mL. El comportamiento que se observa en el grafico de efectos principales
se explica en el apartado 4.4.6.

Con lo anterior se genera un modelo de segundo orden para predecir de manera
estadistica los factores 6ptimos para la extraccion de acetogeninas con base en su

concentracion de mg/g de muestra. Los datos se expresan a continuacion:

Tabla 25 Coeficiente de regresion para concentracion de AGEs (mg/g) con

estandar de Limoneno.

COEFICIENTE ESTIMADO
Constante 7915,64
A: Etanol -160,289
B: Tiempo 42,9026

C: Muestra solvente -286,422
AA 0,827677
AB 0,0974788
AC 0,968088
BB 1,19818
BC -37,5952
CcC 1154

Fuente: Esta Investigacion.
Los valores permiten establecer la ecuacién cuadratica que se ajusta al modelo,

relacionando la concentracion de acetogeninas extraidas con los 3 factores de

extraccion. La ecuacion del modelo es:
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AGEs = 7915,64 - 160,289*etanol + 42,9026*tiempo - 286,422*muestra solvente +
0,827677*etanol”2 + 0,0974788*etanol*tiempo + 0,968088*etanol*muestra
solvente + 1,19818*tiempo”2 - 37,5952*tiempo*muestra solvente + 115,4*muestra

solvente”?2

Las interacciones entre factores se observan mediante el siguiente grafico de

superficie de respuesta:

Grafica 3. Gréfico de superficie de respuesta para concentracion de AGEs.
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Fuente: Esta Investigacion.

En el gréfico se observa la interaccidén entre el tiempo, concentracién de etanol, y
la relacion muestra-solvente. Donde se evidencian los valores Optimos para la
extraccion de acetogeninas (mg/g), los valores destacables por lo tanto son 90%

de etanol, 8 horas y relacion muestra solvente de 1,5 g/100 mL.
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4.4.3.2 Evaluacion del Disefio Experimental con Estdndar de Annonacina

La tabla 26 representa los factores e interacciones de las concentraciones de

acetogeninas cuantificadas con el estandar de Annonacina (mg/g).

Tabla 26. Efectos estimados para concentraciéon de AGEs (mg/g) con estandar de

Annonacina.
EFECTO ESTIMADO
Promedio 202,06
A:Etanol -101,948
B:Tiempo 169,327
C:Muestra-Solvente -230,713
AA 333,247
AB 22,165
AC 22,01
BB 293,119
BC -341,845
CC -32,1898

*Errores estandar basados en el error total con 6 Gl.

Fuente: Esta Investigacion.

La tabla expresa la relacion global existente entre los parametros evaluados y la
variable de respuestas. Se determiné que el factor estimado para la extraccion de
acetogeninas segun su concentracion en la muestra correspondio al tiempo (B),
con una influencia estadisticamente positiva (+) en la extraccion de acetogeninas.
Por otra parte las interacciones positivas en las extracciones correspondieron a los
efectos entre los factores AA, AB, AC y BB. El efecto de los factores se puede

observar en el diagrama de Pareto.

115



Grafica 4. Diagrama de Pareto para AGEs (mg/g) con estdndar de Annonacina.
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Fuente: Esta Investigacion.

En el grafico se observa que el efecto méas significativo corresponde a la
interaccion de tiempo con el factor de muestra-solvente (-). La segunda y tercera
interaccion, corresponden a etanol-etanol (+) y al factor muestra-solvente (-).
Ninguna de las interacciones superé el valor del efecto estandarizado, por lo cual

ninguna correlacion fue estadisticamente significativa.

La significancia estadistica se confirmé por medio de la prueba ANOVA, los datos

se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 27. Analisis de Varianza para la concentraciéon de AGEs (mg/g) con

estdndar de Annonacina.

Fuente Suma de Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A: Etanol 293,967 293,967 0,52 0,4982
B: Tiempo 81096 81096 1,43 0,2765
C: Muestra-solvente 150553 150553 2,66 0,1540
AA 152431 152431 2,69 0,1519
AB 982,574 982,574 0,02 0,8995
AC 968,88 968,88 0,02 0,9002
BB 117931 117931 2,08 0,1990
BC 233716 233716 4,13 0,0884
CcC 1422,25 1422,25 0,03 0,8793

Fuente: Esta Investigacion.

El andlisis de varianza no arrojé ningun efecto estadisticamente significativo para
ninguna de las interacciones presentadas en la extraccion de acetogeninas (mg/g)
haciendo uso del patrén de Annonacina, con valores P superiores al estimado de
(0,05), y 95% de confianza.

Los datos obtenidos del disefio experimental con el estandar de Annonacina se
representan en el siguiente grafico, en el cual se observa la influencia de los

niveles de los factores en la extraccion.
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Grafica 5. Efectos Principales para AGEs (mg/g) con estandar de Annonacina.
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Fuente: Esta Investigacion.

Los niveles de concentracion de etanol, muestran una tendencia de extraccion
igual a la obtenida en el disefio experimental realizado con el estandar de
Limoneno, donde la concentracion adecuada de etanol es de 90%. El factor
tiempo presenta condiciones 6ptimas a las 8 h de extraccidn. La relacion muestra
solvente presenta una tendencia decreciente de extraccion a medida que se

aumenta la cantidad de muestra, dando una valor éptimo de 1,5 g /100 mL.

Lo anterior establece que las condiciones adecuadas para maximizar la extraccion
de acetogeninas (mg/g), con el estandar de Annonacina, fueron las mismas que

con el estandar de Limoneno.

4.4.4 Numero de Acetogeninas Extraidas

El numero de acetogeninas totales se obtuvo por sumatoria de picos
correspondientes a AGEs, identificados mediante comparacion de los espectros
UV-Vis de los picos cromatograficos, con el espectro del estandar de Annonacina.
A continuacién se expone la tabla de efectos estimados para el niumero de

acetogeninas extraidas:
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Tabla 28. Efectos estimados para numero de AGEs extraidas.

EFECTO ESTIMADO
Promedio 18,3551
A: Etanol -0,631876
B: Tiempo -1,84301
C: Muestra Solvente -1,21296
AA 1,35799
AB 1,75
AC -0,75
BB -3,47042
BC 0,25
CC 0,75442

Fuente: Esta Investigacion.

En la tabla se pueden observar los factores e interacciones que influencian
positivamente (+) la extraccion de mayor nimero de acetogeninas, entre los
cuales estan las interacciones AA, AB, BC, y CC. Los factores presentan una

tendencia estadisticamente negativa (-). Los efectos estandarizados se pueden

observar en el siguiente gréfico.
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Grafica 6. Diagrama de Pareto para numero de AGEs extraidas.
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Fuente: Esta Investigacion.

En el Diagrama de Pareto se observa que ningun factor o interaccion supera el
efecto estandarizado. El efecto mas significativo corresponde a la interaccion de
tiempo-tiempo, seguido del factor tiempo, ambos con interaccion negativa (-). El
tercer efecto corresponde a la interaccion etanol-tiempo con tendencia positiva (+),
por lo cual estas 3 interacciones son las que tienen mayor influencia en la
extraccidon de numero de acetogeninas. La significancia estadistica se determind

por medio de la prueba ANOVA, como se muestra a continuacion:

120



Tabla 29. Analisis de Varianza para numero de acetogeninas extraidas

Fuente Sumade Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados
A: Etanol 1,1293 1,1293 0,16 0,7006
B: Tiempo 9,60724 9,60724 1,38 0,2839
C: Muestra Solvente 4,16144 4,16144 0,60 0,4681
AA 2,53122 2,53122 0,36 0,5680
AB 6,125 6,125 0,88 0,3837
AC 1,125 1,125 0,16 0,7012
BB 16,5312 16,5312 2,38 0,1737
BC 0,125 0,125 0,02 0,8976
CC 0,781221 0,781221 0,11 0,7486

Segun lo descrito en la tabla se puede observar que ninguin efecto es significativo
por si solo para la extracciéon de acetogeninas (Numero de AGESs), ya que el valor-
P de cada efecto es superior al estimado de (0,05) con el 95% de confianza. De

igual manera se observa que el valor mas cercano al valor-P es el correspondiente

Fuente: Esta Investigacion.

a la interaccion de tiempo. La influencia de los factores se muestra a continuacion

en el gréfico de efectos principales:
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Grafica 7. Efectos principales para numero de AGEs extraidas.
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Fuente: Esta Investigacion.

La grafica de efectos principales muestra los factores del disefio y su tendencia

optima en la extraccion de acetogeninas.

Se observa que el mayor el numero de AGEs extraidas, se present6 con etanol a
una concentracion de 90%, con un minimo en 95% y un leve incremento en 100%.
Lo cual se relaciona con la tendencia presentada para la extraccion (mg/g) de

AGEs con los estandares.

La relacion muestra solvente también presentan una tendencia decreciente a
medida que aumenta la cantidad de muestra, como se observa en experimento
anterior, que presenta un valor Optimo de relacion muestra-solvente a una

cantidad de 1,5 g /100 mL de solvente.

El tiempo presenta un valor 6ptimo de 5 h, disminuyendo a medida que aumenta el
namero de horas. Este factor resultdé ser contrario al presentado en la evaluacion
del factor tiempo para la extraccion de acetogeninas en (mg/g), el cual tuvo un

valor 6ptimo a las 8 h de extraccion.
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Tabla 30: Coeficiente de regresion para numero de Acetogeninas.

COEFICIENTE ESTIMADO
Constante 291,49

A: Etanol -5,14853
B: Tiempo -4,06762
C: Muestra solvente  [0,540791
AA 0,0271597
AB 0,0875
AC -0,375

BB -0,433803
BC 0,3125
CC 9,43025

Fuente: Esta Investigacion.

La ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos es:

Rendimiento = 291,49 - 5,14853*etanol - 4,06762*tiempo + 0,540791*muestra
solvente + 0,0271597*etanol2 + 0,0875*etanol*tiempo - 0,375*etanol*muestra
0,433803*iempo”2  +

9,43025*muestra solvente”2

solvente - 0,3125*iempo*muestra  solvente  +
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Grafica 8. Gréfico de superficie de respuesta para Numero de AGEs

(rendimiento).
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Fuente: Esta Investigacion.

En el grafico se observa la interaccion de los factores y se evidencian los valores
optimos de extraccion en términos de numero de acetogeninas extraidas, los
valores destacables por lo tanto son 90% de etanol, 5 h y relacibn muestra
solvente de 1,5 g /200 mL.

4.4.5 Optimizacion del Disefio Experimental

La optimizacion de multiples respuestas corresponde a la funcion de deseabilidad
maximizada. En este caso no se obtuvo datos de deseabilidad que relacionaran
ambas respuestas, ya que en la respuesta de extraccibn de numero de
acetogeninas no se presentaron factores o interacciones estadisticamente
significativas. Por esto fue necesario evaluar las condiciones Optimas de cada
experimento. El proceso estadistico de optimizacion, permitid relacionar las

variables para determinar las condiciones favorables de extraccién con base en
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las respuestas del disefio, para lo cual se realiz6 también la optimizacion
comparativa con cada estandar y respuesta experimental.

Tabla 31: Factores Optimos de extraccion de AGEs (mg/g) con estandar de

limoneno.
FACTOR BAJO ALTO OPTIMO
Etanol 88,5641 101,436 88,5763
Tiempo 3,42562 8,57438 8,55932
Muestra Solvente 1,34256 1,85744 1,34256

Fuente: Esta Investigacion.

Tabla 32 Factores Optimos de extraccion de AGEs (mg/g) con estandar de

Annonacina.
FACTOR BAJO ALTO OPTIMO
Etanol 88,5641 101,436 88,5659
Tiempo 3,42562 8,57438 8,57438
Muestra Solvente 1,42562 6,57438 1,42562

Fuente: Esta Investigacion.

Tabla 33: Factores Optimos de extraccion de nimero de AGEs.

FACTOR BAJO ALTO |OPTIMO
Etanol 88,5641 101,436 | 88,5641
Tiempo 3,42562 | 8,57438 | 4,81748
muestra solvente | 1,34256 | 1,85744 | 1,34256

Fuente: Esta Investigacion.
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Como se puede observar en las tablas de factores éptimos para cada respuesta,
los factores etanol y relacion muestra solvente presentan valores muy cercanos
entre los experimentos, por lo cual se tom6 como condiciones Optimas los valores
de 90% de etanol, y la relacidbn muestra solvente con 1,5 g de muestra en 100 mL
de solvente, valor que fue reproducido como uno de los puntos estrellas en el

disefio de experimentos.

El factor tiempo difiere significativamente entre las respuestas de concentracion de
acetogeninas (mg/g) con el nimero de acetogeninas. Para la extraccion de AGEs
(mg/g) con estandar de Limoneno, se establecio el tiempo como un factor positivo
(+), estadisticamente significativo con un valor de (0,0369) menor al valor-P,
superando el margen de efecto estandarizado. En el nimero de AGEs extraidas,
el factor del tiempo presenté influencia en la extraccion, sin embargo este factor o
sus interacciones no fueron significativos estadisticamente al no superar la
medida de efectos estandarizados, y la significancia del valor-P. Por lo cual, el
valor 6ptimo para este factor se fij6 como 8 h, correspondientes a la respuesta del
experimento en la extraccion de AGEs (mg/g). Los experimentos que mas se
ajustaron a las condiciones 6ptimas de extraccion se presentan en la siguiente

tabla:

Tabla 34: Condiciones 6ptimas de extraccién soxhlet de acetogeninas en semillas

de Annona muricata, Experimento 16, tabla 21, y Experimento 32, tabla 22.

Etanol (%) | Tiempo (h) | Muestra-Solvente | AGEs mg/ g | Numero de
(g/mL) muestra picos
90 8 2/100 204,2615 17
90 8 2/100 204,0573 18

Fuente: Esta Investigacion.
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4.4.6 Influencia de los Factores en la Extracciéon de AGEs en semillas de

Annona muricata

4.4.6.1 Concentracion de Etanol

La extraccibn de metabolitos secundarios como acetogeninas, se realizo
aprovechando la permeabilidad de la pared celular y la semi-permeabilidad de la
membrana plasmatica la cual permite la entrada de moléculas pequefias como el
etanol y el agua. En el caso de las acetogeninas la extraccion fue favorecida por la
concentracion de etanol de 90%. Lo anterior puede explicarse teniendo en cuenta
gue el etanol puede atravesar libremente la pared celular y puede ingresar a la
membrana plasmética, sin embargo, las vacuolas (donde se encuentran la
mayoria de metabolitos secundarios) permiten la entrada mas facil de moléculas

de agua favoreciendo la concentraciéon de 90% de etanol. 121 122

Contrario a lo explicado anteriormente, la concentracion del 100% de etanol
presento valores mayores de extraccion de acetogeninas que la de 95%, lo cual
puede deberse a que la concentracion de 95% de etanol, constituye una mezcla
azeotropica, la cual presenta un comportamiento similar al etanol puro, sin
embargo no se ha estudiado el tipo de interacciones que puede tener a nivel

celular.

Por otra parte la mezcla etanol-agua, es necesaria debido a que en este caso la
extraccién de las acetogeninas de caracter medianamente polar pueden verse
afectadas por puentes de hidrogeno y fuerzas electrostaticas de la membrana, por
lo tanto las interacciones entre solventes puros pueden no ser suficientes para
interrumpir las interacciones con la membrana plasmatica, por lo cual se requiere

de interacciones mas polares que faciliten la movilidad molecular, para romper

121 DIAZ, I. Membrana Celular: Biologia Médica. Seminarios de Biologia Celular y Molecular -
USMP Filial Norte. Universidad de las Américas (Chile). 2016.

12 HERNANDEZ, R. Célula Vegetal: Libro Botanica Online.
http://www.forest.ula.ve/~rubenhg/celula/. Universidad de Los Andes - Mérida — Venezuela. 2007.
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este tipo de asociaciones. 12 La adicién de un solvente polar como el agua y un
solvente menos polar como el etanol, facilita la extraccion de compuestos no solo
polares y medianamente polares, sino también por la repeticién del ciclo en el
meétodo soxhlet, también permite la extraccion de compuestos lipidicos a través de

la membrana celular.

4.4.6.2 Relacion Muestra-Solvente

En el factor muestra solvente la relacién 6ptima fue de 1,5 g /100 mL (seccién
4.4.5), el valor corresponde al menor de los puntos estrella del disefio
experimental. La interaccion entre solvente y muestra, establece que la extraccion
se favorece en exceso de solvente, ya que este no alcanza la saturacion por
extraccion de compuestos, la cantidad de muestra es reducida y la solucién
obtenida es diluida, por lo cual el solvente puede seguir admitiendo mas soluto,
logrando asi una extracciébn mas eficiente y casi total de los compuestos. Ademas
entre menor es la cantidad de muestra se presenta mayor interaccion entre el
solvente y el soluto en el cartucho soxhlet, debido a que se generan mas espacios
entre particulas, lo cual mejora el contacto del solvente con la superficie de las

particulas de la muestra.

Por otra parte, las interacciones en las que se presenta mayor cantidad de
muestra, pueden alcanzar la saturacién parcial del solvente, evitando que se
puedan seguir extrayendo mas compuestos o dificultando su extraccion debido al
exceso de analitos después de los primeros ciclos. La extraccion no es selectiva
especificamente para las acetogeninas presentes en la matriz, por lo cual se debe
extraer la mayor cantidad de analitos afines a este tipo de solvente. Si se lleva a
cabo esta saturacidén, se evitaria la posible extraccion de las acetogeninas. Un

aumento en la cantidad de muestra también puede afectar la extraccion debido a

123 HERNANDEZ, R. Célula Vegetal: Libro Botanica Online.
http://lwww.forest.ula.ve/~rubenhg/celula/. Universidad de Los Andes - Mérida — Venezuela. 2007.
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que a pesar del tamafio homogéneo de las particulas, estas se encuentran
demasiado juntas en el cartucho de muestra, evitando la libre interaccion de estas

con etanol.

Las variaciones en los tamafios de particula son factores que pueden influir en las
extracciones, cuantas mas pequefias sean las particulas, mayor es la superficie
interfacial y mas corta la longitud de los poros, por lo tanto mayor es la velocidad
de transferencia de masa. En este caso el tamafio de particulas obtenido en la
molienda de las semillas fue constante y la muestra se homogenizo en todos los
casos, por lo cual el tamafio de particula se considera un factor constante en la

extraccion. 124

4.4.6.3 Tiempo

El tiempo éptimo de extraccion fue de 8 h, el aumento en el tiempo permite que se
lleven a cabo mayor cantidad de ciclos de paso del solvente y sifonaje,
favoreciendo la extraccion de los compuestos. Los tiempos mas bajos entonces
implican menos ciclos en el método soxhlet. Que el tiempo Optimo de extraccion
corresponda al valor alto o maximo en el disefio experimental, implica que no se
lleva a cabo una saturacion en el solvente, en las condiciones de muestra-solvente
de 1,5 g /100 mL.

124 Facultad de Ciencias Vicedecanato de Actividades Cientificas, y de Practicas Externas.
Extraccion solido-liquido y recuperacion del disolvente: obtencion de aceite de girasol. Universidad
de Granada Sitio web: http://fciencias.ugr.es/practicasdocentes/wp-
content/uploads/guiones/ExtraccionSolidoLiquido.pdf. 2006.
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4.5. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ACETOGENINAS EN
EXTRACTOS ETANOLICOS DE SEMILLAS DE Annona muricata.

4.5.1 Identificacién de Acetogeninas

Los extractos de semillas de Annona muricata, obtenidos con las condiciones
Optimas descritas en el apartado 4.4.5, presentaron un total de 18 picos que
presuntivamente corresponden a acetogeninas. De los cuales se identifico la
Annonacina por medio de la comparacion con el estandar bajo criterios de tiempo
de retencion y espectros UV-Vis. En el cromatograma (figura 30), se identificaron
los picos que corresponden tentativamente a acetogeninas. La tabla 35 muestra
los tiempos de retencion y areas de los compuestos de interés.

Figura 30. Picos cromatogréficos correspondientes a Acetogeninas en extractos

etandlicos de semillas de Annona muricata.

Fuente: Esta Investigacion.
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Tabla 35. Picos cromatograficos correspondientes a Acetogeninas en extractos

etandlicos de semillas de Annona muricata.

N° de Picos de tR (min) Area
AGEs (UV*s)
1 6.742 164470
2 16.677 194298
3 17.212 39206
4 17.458 248406
5 17.762 180652
6 18.704 277623
7 19.281 7193936
8 19.813 1309297
9 20.103 2873174
10 20.940 719966
11 21.578 116336
12 22.672 613866
13 23.073 433853
14 23.403 183694
15 24.150 309872
16 24.518 106403
17 26.687 54392
18 26.993 31719

Fuente: Esta Investigacion.
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Tabla 36. Pico cromatografico del estandar de Annonacina en extractos de

semillas de Annona muricata.

Pico No tR (minutos) Compuesto
Identificado
7 \ 19.281 \ Annonacina

Fuente: Esta Investigacion.

Se identificaron tentativamente 4 picos cromatograficos por medio de la
comparacion de factores como tiempo de retencidn y espectros UV-Vis, con los
estudios realizados por Najihah, para lo cual la muestra se analiz6 segun las
condiciones cromatogréficas descritas en 3.2.2. El cromatograma (figura 31), y la
tabla 37, muestran las acetogeninas identificadas en la comparacion
cromatografica respecto a las condiciones reportadas. Los espectros UV-Vis de

los compuestos identificados se encuentran en la secciéon de anexos (Anexo P). 1%°

Figura 31. Acetogeninas identificadas en extractos etandélicos de semillas de

Annona muricata.
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Fuente: Esta Investigacion.

125 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA’/AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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Tabla 37. Acetogeninas identificadas en extractos de semillas de Annona muricata

en analisis comparativo con lo reportado por Najihah et al (2015).

Pico No | tR (minutos) Compuesto
1 15.723 Esquamostatina-A
2 19.811 Bullatacina
3 32.111 Isodesacetiluvaricina
4 58.913 Desacetiluvaricina

Fuente: Esta Investigacion

En la investigacion, se logré la identificacion total de 5 acetogeninas en los
extractos etandlicos de semillas de Annona muricata por la técnica HPLC-PDA,
implementando el uso de un Unico estdndar y comparaciones cromatogréaficas de

extractos etanolicos de esta planta.

4.5.2 Cuantificacién de Acetogeninas Totales (mg/g)

La cuantificacion total de acetogeninas se realiz6 por sumatoria de areas totales
de picos y se determind su equivalente en miligramos sobre gramo de la muestra
por medio de la comparacion con areas y concentraciones del estandar utilizado.
A pesar de que ambos estandares, presentaron un valores similares en el
desarrollo del disefio experimental, el estdndar de referencia que presentd los
mejores resultados para la cuantificacion fue el Limoneno, segun lo descrito en la
seccion 4.4.1, (tabla 20). La cuantificacidn se realizé con los extractos obtenidos a
las condiciones Optimas de extraccion de acetogeninas, de 90% de etanol, 8 h de
extraccion y relacion muestra solvente de 1,5 g /100 mL.
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La concentracion de acetogeninas totales obtenidas a las condiciones Optimas de

extraccion establecidas se presenta en la siguiente tabla:

Tabla 38: Concentracion de acetogeninas mg/g de muestra.

Experimentos AGEs mg/ g Muestra

NUumero de Picos AGEs

Bloque 1 Exp 16 204,2615

17

Bloque 2 Exp 32 204,0573

18

Fuente: Esta Investigacion.

Los experimentos evaluados arrojaron resultados similares obteniéndose una

cuantificacion promedio correspondiente a 204,15 mg/g de acetogeninas en

semillas de Annona muricata.

Cuantificacion de la Annonacina

La Annonacina se cuantifico por extrapolacién por medio de la elaboracion de una

curva de patron a diferentes concentraciones. En este caso la eleccion de la

Annonacina como patrén de cuantificacion se determiné en base a la formula

estructural, deteccién y caracteristicas quimicas. La curva de calibracion realizada

con el patron de Annonacina se muestra en la seccién 4.3.1. (Figura 29).
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Tabla 39. Concentracién de Annonacina en extractos etandlicos de semillas de

Annona muricata.

Concentracion Concentracion Area de
ppm (mg/L) mg/g de muestra Annonacina
(HV*s)
3118 42,934 13193936

Fuente: Esta Investigacion.

La ecuacion de la recta de la figura 29, se utilizé para la extrapolacion de los datos
de Annonacina obtenidos en los experimento 16 y 32. El promedio de Annonacina
presente en las muestras fue de 3118 ppm correspondiente a 42,934 mg/g de
muestra, siendo una de las acetogeninas mayoritarias en los extractos etanélicos

de semillas de Annona muricata.

4.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE
SEMILLAS DE Annona muricata

4.6.1 Andlisis de Extractos Etandlicos de Semillas de Annona muricata por
Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

Con el fin de ampliar el conocimiento de los metabolitos secundarios en las
semillas de Annona muricata, se realiz0 un analisis por GC-MS, para lo cual se
usé la metodologia descrita en el apartado 3.7.1. El analisis cromatografico

permitié la identificacion de 15 compuestos mayoritarios presentes en los extractos
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etandlicos de semillas de Annona muricata, los cuales se indican en la tabla 40. El

cromatograma de las muestras analizadas se ilustra a continuacion:

Figura 32. Cromatograma GC-MS de extractos etandlicos de semillas de Annona

muricata de la region de Caldas.
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Fuente: Esta Investigacion.
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Tabla 40. Compuestos identificados en extractos etandélicos de semillas de

Annona muricata por GC-MS.

Pico N° Compuesto tR lones Porcentaje
(minutos) Fragmento relativo (%)
m/z
1 2-Furanaldehido 8.075 39, 67(100), 0,19
96,97
2 Nonanal 14.112 41(100), 0,27
68,98,124
3 4H-Piran-4-one, 2,3- 15.224 43(100),72,101, 1,36
dihidro-3,5-dihidroxi-6- 144
metil
5 Glicerin diacetato 18.043 43, 86,103,146 0,80
6 Vainilina 19.262 51,81,109, 152 0,86
7 9-.beta.-D- 20.079 57(100), 63, 114 5,62
Ribofuranosilxantina
8 Spiro[androst-5-ene- 20.465 41, 69,107 0,84
17,1'-ciclobutano]-2'-ona,
3-hidroxi-, 3 B
9 Octatriciclo(2,4)dodecano 20.696 77,79, 91(100), 0,83
93,95,151,253
10 Cyclohexeno, 3-(1,5- 20.708 41,69(100),93,1 0,76
dimetil-4-hexenil)-6- 09,161,204
metileno
11 Nerolidol 21.169 41, 69,136,204 1,19
12 Acido Estearico 23.633 43,73,97,129 1,97
14 Acido Palmitico 25.846 43(100),73,129, 27,15
256
15 Acido Heptadecanoico 25.999 43,88,101,157,2 1,74
etil éster 13
16 Acido Oleico 27.660 55(100),69,97,2 20,87
64
17 Acido Linoleico 30.615 55(100),67,95,1 2,59
23
21 B-Sitosterol 43.209 43(100),81,95, 8,83
329, 414

Fuente: Esta Investigacion.
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Los &cidos grasos fueron los compuestos mayoritarios presentes en las semillas
de Annona muricata. La identificacion de los compuestos se realizd6 por
comparacion de los espectros de masas obtenidos con los referenciados en las
bases de datos NIST Y Wiley. Los espectros de masas de los compuestos

mayoritarios se muestran a continuacion:
Figura 33. Espectro de masas de Acido Palmitico.

1.00¢

129

g7
|| ‘ 171 yag 213 “°
NI |. ||||‘| Lol | | ‘ ] ; !
T ; f t
750

100.0 125.0 150.0 175.0 2000 2250 250.0 27

=)

Fuente: Esta Investigacion.

Figura 34. Espectro de masas de Acido Oleico.
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Fuente: Esta Investigacion.
Figura 35. Espectro de masas de Beta-Sitosterol.
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Fuente: Esta Investigacion.
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Figura 36. Espectro de masas de Acido Linoleico.
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Fuente: Esta Investigacion.

De los compuestos presentes en las semillas de Annona muricata se identificaron
cuatro que presentan actividad biolégica segun comparaciones con lo reportado
por Shibula et al, y las bases de datos de fitoquimica y etnobotanica para
compuestos bioactivos en hojas de Guanabana.'?® Los compuestos se presentan

en la tabla 41.

Tabla 41. Compuestos con actividad bioldgica presentes en extractos etandlicos

de semillas de Annona muricata.

NOMBRE DEL COMPUESTO ACTIVIDAD BIOLOGICA

4H-Piran-4-one, 2,3-dihidro-3,5- Anti microbial, Anti inflamatorio
dihidroxi-6-methil

Acido Heptadecanoico etil ester Antioxidante, hemolitico
Acido Palmitico Antioxidante, hemolitico, pesticida.
Acido Estearico Antibacterial, anti fungico

Fuente: Esta Investigacion.

126 SHIBULA, K. y VELAVAN, S. Determination of Phytocomponents in Methanolic Extract of
Annona muricata Leaf Using GC-MS Technique: International Journal of Pharmacognosy and
Phytochemical Research, 6. 2015. 1251-1255 p.
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Los compuestos de la tabla 42, corresponden a los picos 4, 13, 18, 19, 20, 22 (en
orden de elucion), los cuales no fueron identificados debido a los bajos
porcentajes de similitud con las bases de datos, (menor al 70%). La tabla de picos

no identificados se muestra a continuacion con sus respectivas fragmentaciones:

Tabla 42. Fragmentaciones Caracteristicas de los Compuestos no identificados.

Pico | tR (min) lones Fragmento m/z Porcentaje
N° relativo (%)
4 17.734 44,74,98,145, 197, 234, 249,271,322,355, 2,32

407,470,481, 545, 588
13 23.714 | 56,89,94,124,152,181,255,280,334,367,40 0,42
9,439,477,594
18 32.679 55,67,95,123,207,246,322,338, 3,50
357,420,574
19 41.140 | 41,88,95,135,161,207,277,264,289,311,33 3,83

2,368,401,430,451,598

20 41.780 | 41,84,111,121,156,193,208,256,283,300,3 8,21
41,369,391,447,576

22 53.895 | 55,82,109,143,155,185,211,220,241,253,2 5,23
81,295,327,369,392,428,517,599

Fuente: Esta Investigacion.

Por las fragmentaciones respectivas, se sugiere que el compuesto del pico
namero 22 corresponde a una acetogenina mono THF identificada con el nombre
de Muricina S. La estructura y fragmentaciones correspondientes a este

compuesto se ilustran en la figura 37.
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Figura 37. Fragmentacion de Muricina S (pico 22).
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Fuente: Sun, S et al. 127

En la fragmentacion general de acetogeninas, se presenta con la ruptura principal
desde el oxigeno del anillo THF generando un reordenamiento de Claisen, con la
formacion de dobles enlaces. Las fragmentaciones m/z 369/253 corresponden al
rompimiento del carbono C-17 / C-18 con pérdida de agua para formar el
fragmento m/z 351 y perdida sucesiva de agua formando los fragmentos m/z 333,
315, 297. El fragmento m/z 299 representa la ruptura entre los carbonos C-14/C-
13 con pérdida de agua para formar el fragmento m/z 281 y 263. El pico m/z 281,
también corresponde a la fragmentacion localizada en el carbono C-1 del anillo
THF. Los fragmentos m/z 241 y 211, hacen alusion a la escision de los carbonos
(C-11 / C-10 y C-10 / C-9). Las demas fragmentaciones son reportadas y
explicadas por Sun, S. et al, la comparacion de la fragmentacidon especifica de

este compuesto con los fragmentos m/z obtenidos para el pico 22, permite realizar

127 SUN, S., LIU. J., ZHOU, N., ZHU, W., DOU, Q., ZHOU, K. Isolation of Three New Annonaceous
Acetogenins from Graviola Fruit (Annona Muricata) and Their Anti-Proliferation on Human Prostate
Cancer Cell Pc-3: Wayne State University, Detroit. Department of Nutrition and Food Science.
20015.
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una confirmacioén tentativa de la identidad del pico cromatogréfico como Muricina
S. 128 129

4.6.2 Analisis de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata por
Cromatografia de Liquida de Alta Eficiencia Acoplada a Espectrometria de
Masas (LC-MS/MS)

El andlisis por LC-MS/MS se realiz6 como complemento para la identificacion de
acetogeninas en las muestras. Las condiciones cromatogréficas utilizadas son
descritas en el apartado 3.7.2. La identificacion de las acetogeninas se realiz
mediante la comparaciéon con los espectros de masas, empleando la base de
datos Mass Bank. Las acetogeninas identificadas se muestran en la tabla 43. El

cromatograma de los extractos etandlicos de semillas se muestra a continuacion:

122 SUN, S., LIU. J., ZHOU, N., ZHU, W., DOU, Q., ZHOU, K. Isolation of Three New Annonaceous
Acetogenins from Graviola Fruit (Annona Muricata) and Their Anti-Proliferation on Human Prostate
Cancer Cell Pc-3: Wayne State University, Detroit. Department of Nutrition and Food Science.
20015.

129 GROWTHER, L. Anticancer Activity of Annona Muricata Leaf Extracts and Screening for
Bioactive Phytochemicals: International Journal of Pharmacy and Biological Sciences ISSN: 2321-
3272 (Print), ISSN: 2230-7605 (Online) IJPBS, Volume 8, Issue 1. JAN-MAR. 2018. 475-481 p.
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Figura 38. Cromatograma LC-MS/MS de extractos etanodlicos de semillas de
Annona muricata de la region de Caldas.
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Fuente: Esta Investigacion.

Tabla 43. Compuestos identificados en el andlisis de extracts etandlicos de

semillas de Annona muricata por LC-MS/MS.

Pico N° Compuesto lones Fragmento
(m/z)
1 Annonacina-Na+ | 619,7 (100), 597,6.

Esquamocina-Na+ 645(100), 618,
3 Annonacinona-Na+ | 617(100), 595, 577.

Fuente: Esta Investigacion.
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Figura 39. Espectro de masas (LC-MS/MS) de Annonacina-Na+.
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Fuente: Esta Investigacion.

El ion m/z= 597.6 corresponde a la masa molecular de la Annonacina protonada.
El ion m/z 619.59 se atribuye al ibn molecular del aducto sodio [M + Naj+,
probablemente por impurezas en la caAmara de nebulizacién del LC-MS. 130131 E|
valor sefialado en la grafica de Annonacina representa uno de los fragmentos
principales de la fragmentacion de este compuesto correspondiente a la pérdida

del anillo lacténico.

130 RANISAHARIVONY, B., RAMANANDRAIBE, V.,RASOANAIVO, L., RAKOTOVAO, M. y
LEMAIRE, M. Separation and Potential Valorization of Chemicalconstituents of Soursop Sedes:
Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. 2015. 161-171 p.

131 SMITH, R., LEVINE, R., TRAN, K., RICHARDS, K., RYAN, S,, LUO, R., MAIA, J., SABAA-
SRUR, A, de MORAES, M., GODOY, H., de MORAES, |., SCHMIDT, F. y THOMAS, A. LC-MS and
NMR Analyses of Neurotoxic Fruits in the Annonaceae Family: 1 The U.S. Food and Drug
Administration, Lenexa, KS 66214. 2018.
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Figura 40. Espectro de masas (LC-MS/MS) de Esquamocina-Na+.
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Fuente: Esta Investigacion.

El ion principal m/z= 645.8 corresponde a la masa molecular del aducto sodio de
la molécula Esquamocina. El espectro de masas por LC-MS corresponde al

reportado por Smith, R et al. para esta molécula. 132

Figura 41. Espectro de masas (LC-MS/MS) de Annonacinona-Na+.
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Fuente: Esta Investigacion.

132 |hid, p.
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En el espectro de masas aparecen 3 fragmentos principales, siendo el ion
molecular principal de m/z= 617,7 el correspondiente al aducto sodio del
compuesto Annonacinona [M + Na]+. El pico pequefio corresponde al ion m/z=
595 que es atribuido a la masa molecular de la Annonacinona protonada [M + H]+,
y el fragmento con m/z= 577.6 corresponde a una pérdida de agua por parte del
compuesto protonado de Annonacinona. 32 El valor sefialado en la grafica de
Annonacinona representa uno de los fragmentos principales de la fragmentacion

de este compuesto correspondiente a la pérdida del anillo lacténico.

4.7 ANALISIS DE ACETOGENINAS EN MUESTRAS

4.7.1 Comparacion de Extractos Etandlicos de Semillas de Annona muricata

de los Departamentos de Caldas y de Narifio

Se determiné el contenido de acetogeninas totales presentes en muestras de
semillas de Annona muricata de la regiones de Caldas y de Narifio. La extraccion
de las acetogeninas en las muestras de semillas se realizé por el método soxhlet a

las condiciones 6ptimas de extraccion. (Tabla 9).

La siguiente tabla de resumen estadistico, muestra la comparacion general de
concentraciones de acetogeninas en extractos etandlicos de semillas de Caldas y
Nariio. Como puede observarse las muestras de las dos regiones, presentan
coeficientes de variacion menores al 5%, por lo cual la dispersion de los datos
obtenidos fue baja, permitiendo una mayor aproximacion en las estimaciones

estadisticas realizadas.

133 RANISAHARIVONY, B., RAMANANDRAIBE, V.,RASOANAIVO, L., RAKOTOVAO, M. y
LEMAIRE, M. Separation and Potential Valorization of Chemicalconstituents of Soursop Sedes:
Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry. 2015. 161-171 p.
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Tabla 44. Resumen estadistico de comparacion entre extractos de semillas de

Narifio y Caldas.

SEMILLAS SEMILLAS

CALDAS NARINO
Recuento n=2 3 3

Promedio (mg/g ) 123,673 254,589
Desviacion Estandar 5,06322 8,35026
Coeficiente de Variacion 4,09404% 3,2799%
Minimo 118,611 248,346
Maximo 128,738 264,074

Fuente: Esta Investigacion.

El promedio reportado, determind un mayor contenido de acetogeninas en las
muestras de la region de Narifio. El valor minimo de la concentracién de
acetogeninas de la regién de caldas correspondi6 a 118,6 mg/g de AGEs,
mientras que para las semillas de Narifio el contenido de acetogeninas fue de
248,3 mg/g, con una diferencia entre ambos de 129,7 mg/g. Los valores maximos
obtenidos en las muestras de las regiones de Caldas y Narifio fueron 128,7 mg/g y
264 mg/g respectivamente, con una diferencia de 135,3 mg/g. Por lo cual se
estima que el contenido de acetogeninas es el doble en las semillas de Narifio en
comparacion con las de Caldas, con una diferencia que varia entre 130 y 135

mg/g aproximadamente.

Con lo anterior, para determinar si las muestras presentan diferencias

estadisticamente significativas se realizé la prueba de comparacion de medias.
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Tabla 45. Comparacion de medias entre extractos de semillas de Narifio y Caldas.

Semillas Comparaciéon de | Intervalos de Valor-P
Medias Confianza
Caldas [123,673 +/- 12,5777 95% t=-23,2198 valor-
Narifio |254,589 +/- 20,7432 95% P = 0,0000203875

Fuente: Esta Investigacion.

Se compararon las medias de las dos muestras mediante la prueba-t,
obteniéndose un intervalo desde 146,57 hasta -115,262, puesto que el intervalo no
contiene el valor 0, existe una diferencia entre las medias de las dos muestras. La
prueba de valor-P, arrojo un resultado menor al 0,05 con un nivel de confianza de
95%, por lo cual la diferencia entre muestras es estadisticamente significativa. Lo

anterior es observable en el gréfico de caja y bigotes.

Grafica 9. Gréfico de caja y bigotes para la comparacién entre extractos de
semillas de Narifio y Caldas.
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Muestra Narifio
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Fuente: Esta Investigacion.
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El grafico de caja y bigotes representa las diferencias significativas entre las dos
muestras. La muestra de Caldas present6 datos centralizados con una mayor
precision. La muestra de Narifio presenté entre datos mayor dispersion. También
se observa que a las mismas condiciones de extraccion, la concentracién de
acetogeninas fue mayor para la muestra de Narifio en comparacién con las

muestras de Caldas.

Aunque las semillas analizadas de ambas regiones pertenecen a un mismo tipo de
especie vegetal, determinada taxondémicamente como Annona muricata, el
contenido de productos naturales presentes en este tipo de matriz, pudo variar por
diversos factores. La concentracion de acetogeninas, depende de factores, como
el adecuado crecimiento de la especie en cuestion, la recoleccién, las condiciones
climaticas, condiciones de suelo, fungicidas, y tipos de cultivos adyacentes, que
intervienen en las interacciones entre la planta y su ambiente.'3* En el caso de las
muestras de semillas de Annona muricata analizadas, se tuvo en cuenta la
uniformidad a la hora de la recoleccién, y madurez de la planta, por lo cual la
concentracion de acetogeninas se deriva en este caso, especificamente de las
condiciones climaticas, condiciones de nutrientes de suelos y condiciones de poli o

mono cultivo.

En los efectos climaticos se ven involucrados factores como la temperatura,
altitud, y el agua del suelo, los cuales regulan los procesos ecofisiolégicos
interviniendo directamente en la produccion de metabolitos. En este caso las
semillas provienen de cultivos de condiciones similares en altitud y clima, con
variaciones en la humedad relativa de los suelos, presentandose etapas de lluvias
variadas en ambas regiones. Sin embargo al ser factores no medibles y no

controlados, y al estar ambos cultivos en condiciones semejantes de altitud y

134 PEREZ, A. Produccién de Metabolitos Secundarios de Plantas Mediante el Cultivo In Vitro:
Biotecnologia Vegetal Vol. 11, No. 4. 2011. 195 — 211 p.
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temperatura, no se logra establecer una relacion adecuada del porcentaje de

acetogeninas con respecto a las condiciones climaticas.

Otro factor que pudo influenciar el contenido de acetogeninas, corresponde a la
diferencia de cultivos. En la region de Caldas, el muestreo se hizo en un
monocultivo de grandes producciones de guanabana, mientras que en la region de
Narifio se realizé de un cultivo pequefio y con diversidad. Las condiciones de
policultivos poseen diferentes ventajas, la sinergia que tienen los diferentes tipos
de plantas en conjunto con el suelo, hace que en condiciones de variedades de
plantas adyacentes, se regulen los nutrientes del suelo y se genere una
competencia entre tipos de plantas ocasionando un mayor desarrollo y

crecimiento. 13°

Las variedades de plantas a pesar de intervenir en la competencia por los
nutrientes del suelo, realizan un aporte en el mismo retroalimentandolo, y
mejorando su calidad, e incluso llegando a mejorar el control de plagas. Se sabe
gue la cantidad de nutrientes disponibles en una planta dependen directamente de
la cantidad de nutrientes del suelo, y la variedad de estos nutrientes esta
estrechamente relacionada con la cantidad de produccion de metabolitos
secundarios. Es por esto que la diferencia entre la concentracién de acetogeninas
de la regiéon de Narifio y Caldas, mas que atribuirse a condiciones climaticas,
posiblemente es atribuido en este caso a las condiciones de policultivo que
presentan las muestras de Narifio, las cuales pudieron favorecer el desarrollo de
plantas mas sanas con mayor contenido de metabolitos secundarios entre los

cuales se encontraron las acetogeninas. 136 137

15 |SBELL, F., ADLER, P.R., EISENHAUER, N., FORNARA, D., KIMMEL, K., KREMEN, C.,
LETOURNEAU, D., LIEBMAN, M., POLLEY, HW., QUIJAS, S., SCHERER-LORENZEN,
M. Benefits of Increasing Plant Diversity In Sustainable Agroecosystems: Journal of Ecology. 2017.
871-879 p.

136 |bid, p.

137 PEREZ, A. Produccion de Metabolitos Secundarios de Plantas Mediante el Cultivo In Vitro:
Biotecnologia Vegetal Vol. 11, No. 4. 2011. 195 — 211 p.
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4.7.1.1 Comparacion de métodos de extraccion Soxhlet y Maceracion
Quimica para la extraccion de AGEs en semillas de Caldas

La comparacion de los métodos para la extraccion de Acetogeninas en semillas de
Annona muricata de la region de Caldas, se realiz6 segun las condiciones de
extraccion descritas en la tabla 9. La muestra de semillas corresponde al mismo
cultivo y temporada de recoleccion. En la siguiente tabla se observan las
concentraciones promedio de acetogeninas presentes en las muestras analizadas

por ambos métodos de extraccion.

Tabla 46. Resumen estadistico de comparacion de métodos de extraccion Soxhlet

y Maceracion Quimica para AGEs en semillas de Caldas.

SEMILLAS EXTRACCION MACERACION
SOXHLET QUIMICA
Recuento 3 3
Promedio AGEs (mg/qg) 223,673 101,112

Fuente: Esta Investigacion.

El método soxhlet presenté un promedio de extraccion de 223,67 mg/g de
acetogeninas, con el método de maceracion se obtuvo 101,11 mg/g de
acetogeninas, con una diferencia 122,56 mg/g, siendo el soxhlet el método mas
eficiente de los implementados para la extraccién de estos compuestos bajo las
condiciones descritas. Para determinar si las diferencias son estadisticamente

significativas, se realiz6 la prueba de comparacion de medias.

151



Tabla 47. Comparacion de medias de métodos de extraccion Soxhlet y
Maceracion Quimica para AGEs en semillas de Caldas.

Muestras Comparacion de | Intervalos de Valor-P
Medias Confianza
Extraccion 223,673 +/- 95% t=9,87786
Soxhlet 20,7432 valor-P =
Maceracién 101,112 +/- 95% 0,00220641
Quimica 20,0342

Fuente: Esta Investigacion.

Con la comparacion de medias mediante la prueba-t se determiné en un intervalo
de confianza que existe una diferencia entre las medias de las dos muestras. El
valor-p que presentd la prueba estadistica fue 0,00220641, menor a 0,05 con

diferencias estadisticamente significativas. Los valores promedio se ilustran en el

siguiente gréfico:

Grafica 10. Gréfico de comparacién de concentracion de AGEs en extractos

etanolicos de Semillas extraidos por el método soxhlet y maceracion quimica
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Fuente: Esta Investigacion.
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En ambos casos, la extraccion parte de una muestra de semillas de la region de
Caldas previamente molidas. Las condiciones de solvente y porcentaje de muestra
en ambos experimentos son los mismos, el tiempo varia segun el tipo de método
de extraccion utilizado, siendo el soxhlet de 8 horas y la maceracion quimica de 8
dias. Debido a que la mayor concentracion de acetogeninas se obtuvo por el
método soxhlet, siendo este el método que requiere menor tiempo de extraccion,
se puede concluir que este factor no es una variable significativa para las
extracciones de acetogeninas en estos experimentos, por lo cual, la diferencia que
se presentd en la extraccion de acetogeninas en las semillas de Narifio se debe

especificamente a las caracteristicas del método.

Ambos métodos se basan en la extraccion asistida por solventes quimicos, en el
caso del soxhlet, la extraccién se realiza por calentamiento del solvente, el cual
genera un ciclo de evaporacion y condensacion repetidas. El solvente pasa por la
muestra a temperatura de ebullicidn, y atraviesa varias veces la muestra en ciclos.
La maceracion quimica utilizada se basa en extraccion por solventes mediante
agitacion pero sin calentamiento por un periodo de 8 dias. El proceso de agitacion
remueve las particulas de las semillas presentando un mayor contacto de la

superficie de la muestra con el solvente.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los métodos de extraccion evaluados,
como son las temperaturas, contacto muestra-solvente y tiempo, y que la mayor
concentracion de acetogeninas fue extraida por el método soxhlet, se puede
descartar la influencia del contacto superficial muestra-solvente como factor que
contribuy6 directamente en la eleccion del mejor tipo de extraccion, ya que entre
los dos métodos, en la maceracion quimica la muestra tiene mayor contacto con el
solvente debido a que sus particulas estan inmersas en él, mientras que en el
soxhlet estdn empaquetadas y el solvente pasa a través del cartucho de la
muestra. Por lo anterior, uno de los factores mas relevantes que podria tener
influencia en la extraccion entre un método y otro, es la temperatura a la cual se

realiza la extraccion.
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La extraccion de metabolitos secundarios por medio de solventes quimicos, se
facilita debido a la permeabilidad de la pared celular para la introduccién del
solvente hacia el interior de la célula. La membrana plasmatica a su vez, presenta
una semi-permeabilidad, permitiendo la difusion pasiva de moléculas pequefas,
sin carga, y moléculas con alta solubilidad en grasas como el etanol, las cuales
cruzan las membranas practicamente sin oposicion. Entre las moléculas que
pueden ingresar al interior de la célula también se encuentran moléculas en
estado gaseoso, por lo cual en este caso, el método soxhlet podria presentar una
mayor ventaja debido a que el proceso de evaporacién y condensacion del
disolvente, permiten una extraccién por la entrada del solvente liquido y por parte

de moléculas gaseosas que entren a la célula y que posteriormente se condensen.
138

Las temperaturas elevadas en el método soxhlet también facilitan el ingreso del
solvente al interior de la célula vegetal, hasta llegar a las vacuolas. Teniendo en
cuenta la total permeabilidad de la pared celular, el ingreso de compuestos a la
célula se ve limitado como ya se menciond, por la membrana plasmética, la cual
estd compuesta principalmente de bicapas lipidicas, que son conocidos como
fosfolipidos o grasas, las cuales regulan la entrada y salida de sustancias en la
célula. Estos fosfolipidos también contienen proteinas integradas que permiten a
ciertos nutrientes entrar y salir. Al aumentar la temperatura, las colas de acidos
grasos en la bicapa fosfolipido, pueden “derretirse”, lo que significa que se vuelven
mas fluidas, modificando a su vez la permeabilidad de la célula, permitiendo el
ingreso de mas sustancias y posiblemente ocasionando un dafio celular. Las altas
temperaturas a su vez pueden ocasionar una desnaturalizacién de las proteinas o
su rompimiento, produciendo una aceleracion de las reacciones que suceden en la

célula. 13°

138 DIAZ, |. Membrana Celular: Biologia Médica. Seminarios de Biologia Celular y Molecular -
USMP Filial Norte. Universidad de las Américas (Chile). 2016.

139 OLAYA, M., GIRALDO, J. y LOPEZ, C. Factores Que Afectan La Membrana Celular:
https://prezi.com/tndo9h4byfpu/factores-que-afectan-la-membrana-celular/. 2013
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Segun lo anterior, las altas temperaturas que se llevan a cabo en la extracciéon
soxhlet, pudieron influenciar en una mayor extraccion de AGEs, debido a un mayor
ingreso del solvente al interior de las células. Por el contrario, la extraccidon con
maceracion quimica se llevo a cabo a temperatura ambiente, por lo cual el ingreso
de solvente estaba regulado segun las condiciones normales de la membrana

plasmatica. 14°

4.7.2 Contenido de AGEs en Extractos Etandélicos de Matrices de Annona
muricata de laregién de Caldas.

4.7.2.1 Contenido de AGEs en Extractos Etandlicos de Cascara de Annona
muricata por los Métodos Soxhlet y Maceracién Quimica

La tabla del resumen estadistico presenta los valores promedio de la
concentracion de acetogeninas totales de los extractos de cascara, extraidas por

soxhlet y maceracion quimica.

Tabla 48. Resumen estadistico de concentracion de AGEs en extractos etandlicos

de cascara obtenidos por el método soxhlet y maceracién quimica.

CASCARA PROMEDIO (mg/qg)
Soxhlet 41,24
Mc. Quimica 34,57

Fuente: Esta Investigacion.

140 hid, p.
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El mayor contenido de acetogeninas se obtuvo mediante el método soxhlet
correspondiente a 41,24 mg/g, mientras que con maceracion quimica se obtuvo
un valor de 34,57 mg/g, con una diferencia entre métodos de extraccion de 6,67

mg/g de muestra.

Bajo estas condiciones, el método que presentd mejores resultados para la
extraccion de acetogeninas en la cascara de Annona muricata, fue el método
soxhlet, lo cual se explica en el apartado 4.7.1.1. En el andlisis de muestras de
cascara no se realizé comparacién de medias debido a que el nimero de réplicas
y la dispersién de los datos no permiten hacer una estimacion significativa de la

comparacion entre ambas muestras.

4.7.2.2 Contenido de AGEs en Extractos Etandlicos de Hojas de Annona

Muricata por los Métodos Soxhlet y Maceracion Quimica

La extraccion soxhlet se realizd6 de acuerdo a las condiciones reportadas por
Najihah, en la optimizacion de extraccion de acetogeninas en hojas de Annona
muricata. Las condiciones de maceracion quimica son descritas en la tabla 9,
seccién 3.8.2.3, y las condiciones cromatograficas son las establecidas en la
seccion 4,2. La tabla 49 muestra el promedio de acetogeninas extraidas por los

diferentes métodos en hojas de Annona muricata.

Tabla 49. Resumen estadistico de concentracion de AGEs en extractos etandlicos

de hojas obtenidos por el método soxhlet y maceracion quimica.

HOJAS PROMEDIO (mg/g)
Soxhlet 193,15
Mc. Quimica 119,51

Fuente: Esta Investigacion.
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El resumen estadistico demuestra que las extracciones por el método soxhlet
tuvieron mejores resultados en la extraccion de acetogeninas en hojas de Annona
muricata, obteniendo valores de 193,15 mg/g y de 119,51 mg/g con el método de
maceracion quimica, con una diferencia de 72,64 mg/g. Los resultados obtenidos
segun el método de extraccidon concuerdan con lo descrito anteriormente en la

seccion 4.7.1.1. Los resultados son ilustrados en el grafico de Barras.

Grafica 11. Grafico de comparaciéon de concentracion de AGEs en extractos

etandlicos de hojas extraidos por el método soxhlet y maceracion quimica.
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Fuente: Esta Investigacion.

Acetogeninas Presentes en Extractos Etanélicos de Hojas de Annona

muricata separadas por el Gradiente Optimo de separacion

Las matrices estudiadas, como semillas, cascara y hojas de Annona muricata
presentan composiciones quimicas diferentes. Por lo cual a pesar de realizarse el
analisis de una misma clase de compuestos (Acetogeninas) en las tres matrices,
se requiere de condiciones especificas para el andlisis de estos dependiendo de
cada matriz. Las condiciones de separacion cromatograficas especificas pueden
evitar coeluciones, y demas interferencias en los picos cromatogréaficos propios de

cada muestra.
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Teniendo en cuenta lo anterior, y que las condiciones cromatogréficas adecuadas
para la separacion de Acetogeninas en extractos etandlicos de hojas de Annona
muricata fueron reportadas por Najihah et al, 14 se realizé un andlisis adicional de
los extractos etandlicos obtenidos de hojas bajo estas condiciones especificas de

separacion.

La siguiente tabla presenta las concentraciones de AGEs en hojas como resultado
de dos gradientes de separaciéon. ElI gradiente del acondicionamiento
cromatografico para la identificacién de acetogeninas en semillas (Seccion 4.2) y
el reportado por Najihah como condiciones Optimas para la identificacion de estos

compuestos en Hojas de Annona muricata. (Seccion 3.2.2).

Tabla 50. Resumen estadistico, comparacion de gradientes cromatograficos para

el andlisis de extractos etandlicos de Hojas por Soxhlet y Maceracion quimica.

Muestras Hojas Soxhlet (mg/qg) Maceracion
Quimica (mg/g)
Gradiente Najihah® 276,572 259,301
Gradiente semillas® 193,15 119,51

a: Condiciones Cromatograficas descritas por Najihah para separacién de AGEs en hojas (3.2.2)

b: Condiciones de adecuamiento cromatogréafico para separacién de AGEs en semillas. (4.2)

Fuente: Esta Investigacion.

141 NAJIHAH, N., NORISHA, M., ROSDIA, M., YA'AKOBB, H. y MUSAB, N. Optimization of soxhlet
extraction parameter of annona muricata leaves using Box-Behnken design (BBD) expert and
antioxidant analysis: Jurnarl teknologi, 77. 2015. 421-430 p.
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Los datos de la tabla se representan en el siguiente grafico, donde se observan los
métodos de extraccion y gradientes cromatograficos en relacion de la

concentracion de acetogeninas.

Grafica 12. Comparacion de gradientes cromatograficos para el analisis de

extractos etanolicos de Hojas por Soxhlet y Maceracion quimica.
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Fuente: Esta Investigacion.

Como se pueden observar, los valores obtenidos de concentracién de
acetogeninas separados por el gradiente de Najihah, fueron mayores en
comparacion con los resultados obtenidos con el gradiente cromatografico
adecuado para la separacion de acetogeninas en semillas, lo cual corrobora el
hecho de la influencia de las condiciones cromatogréaficas en el andlisis de los
compuestos segun la matriz analizada. A su vez se corroboré que los extractos
con mayor concentracion de acetogeninas entre las muestras, fueron los
correspondientes a la extraccion soxhlet, lo cual se discutid anteriormente en el
apartado 4.7.1.1.
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4.7.3 Comparacion Entre Extractos Etanolicos de Matrices de Annona
muricata del Departamento de Caldas.

4.7.3.1 Comparacion de Concentracion de AGEs en Extractos Etandlicos de
Semillas, Cascara y Hojas Extraidos por el Método Soxhlet

Se realiz6 la comparacion de todas las muestras extraidas por el método soxhlet
con el fin de determinar cual de las matrices presentd mayor contenido de
acetogeninas. En el analisis de las muestras, se tuvo en cuenta el gradiente
cromatografico adecuado para las semillas (Seccién 4.2, gradiente 6), el cual se
utilizé para el analisis de extractos etandlicos de cascara, y el gradiente
cromatografico adecuado para el andlisis de AGEs en hojas de Annona muricata.
(Seccién 3.2.2, gradiente 1). Los promedios obtenidos de acetogeninas en las

muestras son reportados en la tabla 51.

Tabla 51. Concentracion de AGEs en muestras de semillas, cidscara y hojas, de
Annona muricata de la regién de Caldas, extraidas por el método soxhlet.

Muestras Promedio
(mg/g )
Semilas 123,673
Hojas @ 276,572
Céscara 41,240

a: Condiciones Cromatograficas descritas por Najihah para separacion de AGEs en hojas (3.2.2)

Fuente: Esta Investigacion.
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En el resumen estadistico se determind que las muestras de hojas presentaron
mayores concentraciones de acetogeninas con 276,57 mg/g, seguido por las
muestras de semillas con 123,67 mg/g. El contenido de acetogeninas fue mucho

menor en las muestras de cascaras con un total de 41,240 mg/g.

4.7.3.2 Comparacion de Concentracion de AGEs en Extractos Etandlicos de
Semillas, Cascara y Hojas Extraidos por Maceracion Quimica

Se compararon las muestras extraidas por maceracion quimica, con el fin de
identificar la matriz con mayor porcentaje de acetogeninas a la cual favorece este

tipo de extraccion.

Tabla 52 . Concentracion de AGEs en muestras de semillas, cascara y hojas, de

Annona muricata de la region de Caldas, extraidas por maceracion quimica.

Muestras Promedio
(mg/g)

Semillas 101,112
Hojas @ 259,301
Cascara 34,57

a: Condiciones Cromatogréficas descritas por Najihah para separacién de AGEs en hojas (3.2.2)

Fuente: Esta Investigacion.

La comparacion de la concentracion de acetogeninas (mg/g) con este método de
extraccion, presento mayores resultados para las hojas con una concentracion de

259,301 mg/g de AGEs, seguidas por las semillas con 101,112 mg/g. La muestra
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de maceracion de la cascara correspondi6 a los valores mas bajos de extraccion

de acetogeninas con 34, 57 mg/g por gramo de muestra.

4.7.3.3 Concentracion de AGEs de Acuerdo a la Matriz de Semillas, Cascaray
Hojas de Annona muricata por Extraccion Soxhlet y Maceracion Quimica

En la tabla 53 se observan los promedios de las concentraciones de acetogeninas
(mg/g), en las muestras de céscara, hojas y semillas extraidas por los métodos

soxhlet y maceracién quimica.

Tabla 53. Resumen estadistico de concentracién de AGEs (mg/g) en extractos

etandlicos de semillas, cascara y hojas por los métodos soxhlet y maceracion.

Muestras Promedio (mg/g)
Semillas Soxhlet 123,673
Semillas Maceracion 101,112
Hojas Soxhlet 2 276,572
Hojas Maceracién @ 259,301
Cascara Soxhlet 41,24
Cascara Maceracion 34,57

a: Condiciones Cromatograficas descritas por Najihah para separacion de AGEs en hojas (3.2.2)

Fuente: Esta Investigacion.

Con base en los datos obtenidos se realiz6 un analisis estadistico comparativo,

mediante pruebas de analisis de varianzas presentado en la siguiente tabla:
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Tabla 54. Analisis de Varianza para la concentracion de AGEs (mg/g) en extractos

etanolicos de semillas, cascara y hojas por los métodos soxhlet y maceracion

quimica.
Fuente Sumade Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 65507,3 9358,19 196,26 0,0001
Intra grupos 190,726 47,6816
Total (Corr.) 65698,1

Fuente: Esta Investigacion.

Con el analisis de varianza realizado entre-grupos e intra-grupos, se obtuvo una
razon-F de 196,26 como cociente estimado. El valor-P de la prueba-F fue menor
qgue 0,05, por lo cual existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las 6 muestras con un nivel del 95,0% de confianza. El promedio de los

datos experimentales se ilustran en el siguiente grafico:

163



Gréafica 13. Concentracion de AGEs (mg/g) en extractos etandlicos de semillas,

cascara y hojas por los métodos de extraccidén soxhlet y maceracion quimica.

276,57
300 259,3
250
= 200
~
[oT4]
£ 150 123,67
It 101,112
G}
< 100
’ oy
0
Semillas *  Semillas Hojas a* Hojasa  Cascara*  Cascara
Mc. Mc. Mc.

*Extraccion Soxhlet Mc: Maceraciéon Quimica
a: Condiciones Cromatograficas descritas por Najihah para separacion de AGEs en hojas (3.2.2)

Fuente: Esta Investigacion.

En el grafico se observa el resumen de los resultados del contenido de
acetogeninas en mg/g de muestra. La concentracién de acetogeninas fue mayor
en las muestras de hojas por ambos métodos de extraccion, obteniéndose para el
soxhlet 276,572 mg/g y para maceracion quimica 259,301 mg/g, seguidas por los
extractos de semillas con 123,673 mg/g y con 101,112 mg/g respectivamente. Los
extractos de cascara presentaron los contenidos méas bajos de acetogeninas por
ambos meétodos de extraccion de 41,24 mg/g con soxhlet y 34,57 mg/g con

maceracion quimica.

La diferencia entre el contenido de acetogeninas, se debe a factores como tipo de
extraccidn y rutas metabdlicas propias de cada matriz, las cuales contribuyen a la

produccion de diversos tipos de metabolitos secundarios.
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Aungue su biosintesis aun no ha sido descrita detalladamente, las AGEs parecen
derivar de la ruta de los policétidos. La figura muestra las rutas descritas para la

formacion de acetogeninas en las plantas:

Figura 42. Ruta metabdlica de Sintesis General de Acetogeninas en las Plantas.
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Fuente: Apuntes de fisiologia vegetal. 142

La via de sintesis de las acetogeninas transcurre de un modo similar a la de los
acidos grasos (una condensacion de Claisen); donde la molécula de inicio en la
mayoria de los casos es el acetil CoA se va adicionando sucesivamente unidades
de malonil CoA, con pérdida de un atomo de carbono, de modo que por cada
malonil utilizado se integran dos atomos de carbono. Las enzimas que participan
se hallan asociadas formando un complejo multienzimatico que cataliza todos los
pasos de la biosintesis, y los compuestos que abandonan el complejo son los

acidos poliacétidos integramente formados, posteriormente se sugiere que los

142 Rutas metabdlicas, Fisiologia Vegetal, http://fisiologiavegetal.es/tag/rutas-metabolicas.
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anillos THF, THP y epodxidos de las acetogeninas a su vez, se producen mediante
la epoxidacion y ciclacion de dobles enlaces.4?

Teniendo en cuenta lo anterior y lo reportado en la bibliografia, se podria suponer
que el alto contenido de acetogeninas en las semillas de la Annona muricata en
comparacion con la céscara, podrian deberse a la ruta de sintesis de estos
compuestos, la cual sigue la ruta metabdlica para acidos grasos, siendo estos los

componentes fitoquimicos principales en las semillas de la mayoria de los frutos.

Con respecto al alto contenido de acetogeninas en las hojas, estudios de
fitocomponentes propuestos por Ardi et al.,'** Madi et al.,’*> y Wang et al.,'#¢ a su
vez relacionan la produccién de metabolitos secundarios como acetogeninas en
partes externas de la planta, con el estrés oxidativo al cual estén expuestos, por lo
cual los niveles de estos compuestos pueden sufrir variaciones segun el medio en
el que se desarrollen. En concreto no se han especificado las rutas metabdlicas
para la sintesis de acetogeninas, sin embargo los precursores de estos

compuestos estan presentes en abundancia en las hojas.

143 SCHLIE, M., GONZALEZ, A y LUNA, L. Acetogenins from Annonaceae: antiproliferative effect
on neoplasic cell lines Facultad de Ciencias Biolégicas. Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas, Libram. 2009. 245 — 257 p.

144 ARDI, R., KOBILER, I., JACOBY, B., KEEN, N.T. y PRUSKY, D. Physiol. Mol: Plant Pathol. 53.
1998. 269 p.

145 MADI, L., WANG, X., KOBILER, I., LICHTER, A. y PRUSKY D., Physiol. Mol: Plant Pathol. 62.
2003. 277 p.

146 WANG, X.J., BENO-MOUALEM, D., KOBILER, I., LEIKIN-FRENKEL, A., LICHTER, A. y
PRUSKY, D. Mol: Plant Pathol. 5. 2004. 575 p.
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4.7.4 Namero de AGEs en Extractos Etandlicos de Semillas, Hojas Y Cascara
de Annona muricata

Se realizd el andlisis del niumero de acetogeninas extraidas e identificadas en
todas las matrices, segun los métodos de extraccion implementados. Los

resultados se muestran a continuacion:

Grafica 14. Namero de AGEs en extractos etanolicos de semillas, hojas y cascara

de Annona muricata extraidos por los métodos soxhlet y maceracion quimica.
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a: Condiciones Cromatogréficas descritas por Najihah para separacion de AGEs en hojas (3.2.2)

Fuente: Esta Investigacion.

Como se observa en el grafico, los resultados obtenidos con respecto al nUmero
de acetogeninas identificadas tentativamente en los extractos, son consistentes
con los resultados anteriores (seccion 4.7.3.3), en el analisis de concentracion de
acetogeninas, presentandose un mayor namero en los extractos de las hojas con
26 acetogeninas identificadas en la extraccién soxhlet, y 24 por el método de

maceracion quimica, seguidas a su vez del nUmero de acetogeninas presentes en
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las semillas identificAndose 17 por el método soxhlet y 16 por maceracion quimica,

y por ultimo el numero de AGEs presentes en extractos de cascaras, con 15

acetogeninas con soxhlet y 12 acetogeninas en los de maceraciéon quimica.

4.8 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS
ETANOLICOS DE ANNONA MURICATA

4.8.1 Curva de Calibracién de Trolox

Los resultados obtenidos en la recta de calibrado de trolox frente al cation radical

ABTSe+ se presentan en la tabla 55. En la grafica 15, se muestra la recta de

calibrado.

Tabla 55. Datos de absorbancias para la construccion de la recta de calibracion de

Trolox.

Trolox (Mm) MEDIA a %RSD b
0 0,8925 1,45

0,5 0,7025 11,03

1 0,54575 5,44

1,5 0,34375 2,27

2 0,16925 3,40

2,5 0,03025 2,42

a: Absorbancia; b: Porcentaje de coeficiente de variacion.

Fuente: Esta Investigacion.
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Grafica 15. Curva de calibracion de Trolox.
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Fuente: Esta Investigacion.

La curva de calibracion con patrones de trolox, presentd la siguiente ecuacién de
recta:

Ecuacion 5. Ecuacion de la recta de calibracion de Trolox.
y =-0,3493x + 0,884 con R? = 0,998.

La pendiente negativa indica la degradacion del cation radical ABTSe+ a medida

gue aumenta la concentracion de las soluciones de trolox.

El porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD) presento valores menores al
7%, por lo cual los datos presentan baja dispersién. El dato correspondiente a 0,5
obtuvo un coeficiente de variaciéon de 11,3%, sin embargo el valor se encuentra
dentro del margen permitido de coeficiente de variacion para este tipo de
experimentos, el cual equivale al 15% de %RSD.

El coeficiente de correlacion fue de R? = 0,998 cercano a la unidad, lo cual
expresa una buena linealidad y un alto grado de correlacion entre las
absorbancias con respecto a las concentraciones de las soluciones de Trolox. Los

datos obtenidos demuestran que la curva de calibracion es adecuada como
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referencia para las muestras analizadas, en la determinaciobn de capacidad

antioxidante por el método TEAC (Capacidad antioxidante equivalente a Trolox).

La verificacion del método se realizd por triplicado usando un patron de acido
ascorbico al 5mM, las absorbancias obtenidas con valores promedio de 0,996 (+
0,004) mM de Trolox se compararon con los resultados publicados por Re,}*" y
Jiménez,'*® los cuales indicaban valores cercanos a 1 para patrones de &cido
ascorbico (1,05 £ 0,02).

4.8.2 Capacidad Antioxidante de Extractos Etandlicos de Semillas y Cascara

de Annona muricata.

Se determind la capacidad antioxidante en términos de concentracion equivalente
a Trolox, (mM de Trolox), de extractos etandlicos de semillas de la region de
Caldas y Narifio, y extractos de cascara obtenidos por los métodos Soxhlet y

Maceracion quimica.

La capacidad antioxidante de las muestras, se obtuvo relacionando las
absorbancias (después de la reaccion con ABTSe+), con la recta de calibracién de
Trolox, para lo cual se empleé la ecuacion 6. El promedio de datos obtenidos se

encuentra en la tabla de resumen estadistico (tabla 56).

Ecuacion 6. Ecuacion de la recta en términos de concentracion de Trolox

Absorbancia (nm) 734nm=0,3028+ [mM] Trolox + 0,0224

147 RE, R. y PELLEGRINI, N. Antioxidant activity applying an improved abts radical cation
decolorization assay: international antioxidant research centre, elsevier science publishers b.v.,
London. 1998. 1231-1237 p.

148 JIMENEZ, J.P. y VILLARREAL, J. Estudio Quimico de Pigmentos Tipo Antocianina Presentes
en el Fruto del Motilon (Hyeronima macrocarpa): Universidad de Narifio. Tesis de Grado. 2008.
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Tabla 56. Resumen estadistico de la capacidad antioxidante de extractos

etanolicos de semillas y cascara de Annona muricata.

MUESTRAS PROMEDIO DE % RSD
(mM trolox)

Semillas Caldas* 2,211 0,0258818 3,77102%
Semillas Caldas Mc. 2,197 0,0187240 2,95348%
Cascara* 2,612 0,0166208 2,03624%
Cascara Mc. 0,770 0,0679142 26,6853%
Semillas Narifio Mc. 1,963 0,0269382 4,35541%
Semillas Narifio* 1,892 0,0111609 1,88795%

Mc: Maceracion Quimica * Soxhlet

Fuente: Esta Investigacion.

En la tabla se observa que las desviaciones estandar de los datos son bajas, por
lo cual la medida de dispersién de datos con respecto a la media aritmética de las
muestras es poco significativa. El coeficiente de variacion de las muestras
problemas presenta valores menores al 7% lo cual se traduce en una baja
dispersion de datos, y homogeneidad en los valores de las muestras. El
coeficiente de variacion mas alto correspondié a las muestras de cascara
extraidas por maceracion quimica, con un valor de 26,6853%, lo cual puede
deberse a errores en el procedimiento de extraccion o a la baja estabilidad de los

compuestos extraidos de la cascara por medio de maceracién quimica.

Debido a la diferencia mayor de 3 a 1 entre los minimos valores de desviacion
estandar con los maximos y las diferencias presentadas entre coeficientes de
variacion mayor a la unidad entre las muestras, se realizo la prueba de verificacion

de varianza correspondiente a la prueba de Levene’s.
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Tabla 57. Verificacién de Varianza para capacidad antioxidante de extractos

etandlicos de semillas y cascara.

‘Prueba ‘Valor-P
Levene's ‘1,13026 ‘0,376647

Fuente: Esta Investigacion.

Con la prueba se obtuvo un valor-P mayor que 0,05, por lo cual no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar y los

datos, con un nivel de confianza de 95,0%.

La comparacion de las muestras se realiz6 mediante pruebas estadisticas. Para lo
cual se usoO el andlisis de varianza (ANOVA), estableciendo si hay diferencias
significativas entre las medias y la prueba de Rango Multiples para determinar

cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Tabla 58. Analisis de varianza para capacidad antioxidante de extractos etanélicos

de semillas y cascara de Annona muricata.

Fuente Sumade Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 0,82424 0,164848 141,29 | 0,0001
Intra grupos 0,0233354 0,00116677
Total (Corr.) 0,847575

Fuente: Esta Investigacion.

La razén-F correspondio6 al cociente entre los valores obtenidos entre los grupos y

el estimado dentro de grupos. Ya que el valor-P de la Prueba-F es menor que
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0,05, las muestras presentan diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95,0%, por lo cual para determinar el nivel de relacion o

diferencia entre muestras se realiz6 la prueba de multiples rangos.

Tabla 59. Pruebas de Multiple Rangos para capacidad antioxidante de extractos

etandlicos de semillas y cascara de Annona muricata.

MUESTRAS PROMEDIO GRUPOS
(mM de Trolox) | HOMOGENEOS
Cascara Mc. 0,770 X
Semillas Narifio* 1,892 X
Semillas Narifio Mc. 1,963 X
Semillas Caldas* 2,211 X
Semillas Caldas Mc 2,197 X
Cascara* 2,612 X

Mc: Maceracion Quimica * Soxhlet

Fuente: Esta Investigacion.

En la tabla se observan dos grupos homogéneos, correspondiente a la relacion
entre capacidad antioxidante de extractos de semillas de Caldas por los métodos
soxhlet y maceracion quimica, y el grupo homogéneo de extractos de semillas de
Narifio por ambos métodos de extraccién, por lo cual se puede decir que entre
extractos de semillas del mismo cultivo no se presentan diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la capacidad antioxidante en mM de
Trolox. Los extractos de cascara se observan como grupos heterogéneos, con
capacidades antioxidantes con diferencias estadisticamente significativas entre
ellos. La capacidad antioxidante en las muestras se representa en el siguiente

gréfico:
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Grafica 16. Capacidad antioxidante de extractos etandlicos de semillas y cascara

de Annona muricata.
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Fuente: Esta Investigacion.

El extracto que presentd mayor capacidad antioxidante fue el de cascara, obtenido
por el método soxhlet con 2,612 mM de trolox. El extracto de semillas de Caldas
presento valores altos, con capacidad antioxidante de 2,211 mM de trolox por
extraccion soxhlet y 2,197 mM de trolox por maceracion quimica. Los extractos de
semillas de Narifio extraidos por soxhlet y maceracion quimica presentaron
valores cercanos con 1,892 y 1,963 mM de trolox respectivamente, y los extractos
de céascara obtenidos por maceracion quimica presentaron el minimo de

capacidad antioxidante de 0,77 mM de trolox.

Como puede observarse en la gréafica, los extractos de cascara por ambos
métodos de extraccion, presentaron diferencias significativas, las cuales pueden
estar asociadas a caracteristicas propias de los métodos, siendo posiblemente el
método soxhlet el que permita mayor extraccion de compuestos antioxidantes en
esta matriz. También podria deberse a la disminucion o degradacion con respecto

al tiempo, de compuestos con estas caracteristicas bioactivas, los cuales pueden
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disminuir en el proceso de extraccion por maceracién quimica al cabo de los 8

dias.

Segun el grafico 16 la capacidad antioxidante de los extractos de semillas fue
mayor para los extractos de Caldas en comparacion con los de Narifio. Las
diferencias de la capacidad antioxidante en semillas de diferente region, para una
misma especie de Annona muricata, estd ligada a los tipos de metabolitos
secundarios producidos por la planta segun factores agroecolégicos, tratamientos
del cultivo, e interacciones del cultivo con el ambiente, como se explica en el

apartado 4.7.1.

4.8.3 Relacion de la Capacidad Antioxidante con el Contenido de
Acetogeninas Presentes en los Extractos.

Se realiz6 una comparacion entre los resultados obtenidos de capacidad
antioxidante con el contenido en mg/g de AGESs en los extractos. Los resultados se

muestran en los siguientes gréaficos de barras:
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Grafica 17. Capacidad antioxidantes y concentracion de acetogeninas de

extractos etandlicos de semillas y cascara de Annona muricata.
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Fuente: Esta Investigacion.

El grafico superior corresponde a la capacidad antioxidante de las muestras
expresadas en mM de Trolox, el grafico inferior corresponde a las concentraciones
de acetogeninas (mg/g). Como se puede observar las semillas de Caldas y de
Narifio presentaron valores cercanos a 2 Mm de trolox con respecto a su
capacidad antioxidante, en la comparaciéon de la concentracion de AGEs en
semillas, la regién de Narifio presento el doble de acetogeninas que la regién de
Caldas. Los extractos de cascara por soxhlet presentaron la mayor capacidad
antioxidante (2,616 mM de trolox), y la segunda concentracion mas baja de

acetogeninas (41,24 mg/q).
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La capacidad antioxidante de los extractos, evaluada por el método TEAC,
depende de la presencia de grupos electro-donadores para ceder electrones y
estabilizar al cation radical ABTS+e. Entre estos compuestos con actividad
antioxidante presentes en los extractos etandlicos de la Annona muricata, se
segun estudios fitoquimicos reportados en la bibliografia, se encuentran los
polifenoles, &cidos grasos, terpenos, fenoles y acetogeninas. La reaccion general

gue se lleva a cabo se presenta a continuacion.
Ecuacion 7. Reaccion General de Antioxidantes.
ABTS+e + AOH -------ceeenn- AOe + H+

La mayor capacidad antioxidante por parte de los extractos etandlicos de céscara,
podrian deberse a los altos contenidos polifendlicos. Diversos estudios publicados
por Ardi et al.,}** Madi et al.,'® y Wang et al.,'> indican que ciertos frutos
desarrollan concentraciones méas elevadas de antioxidantes en las partes externas
de la planta, como cascara y hojas, debido a que los factores enddgenos y
exdgenos, hacen necesario que generen su resistencia al medio combatiendo
hongos y plagas. El medio en el que se desarrollan, por lo tanto desencadena la
produccion de metabolitos secundarios capaces de combatir radicales libres, lo
cual podria explicar los resultados con respecto a la mayor capacidad antioxidante
presentada por parte de los extractos etandlicos de cascara. Estos estudios,
también estan relacionados con el aumento en la produccion de acetogeninas y

con su papel antioxidante en la lucha contra el estrés oxidativo.12 153

149 ARDI, R., KOBILER, I., JACOBY, B., KEEN, N.T. y PRUSKY, D. Physiol. Mol: Plant Pathol. 53.
1998. 269 p.

150 MADI, L., WANG, X., KOBILER, I., LICHTER, A. y PRUSKY D., Physiol. Mol: Plant Pathol. 62.
2003. 277 p.

151 WANG, X.J., BENO-MOUALEM, D., KOBILER, I., LEIKIN-FRENKEL, A., LICHTER, A. y
PRUSKY, D. Mol: Plant Pathol. 5. 2004. 575 p.

152 De JONG, A.J., YAKIMOVA, E.T., KAPCHINA, V.M. y WOLTERING, E.J. Planta 214. 2002. 537

P.
153 BENO-MOUALEM, D. y PRUSKY D. Phytopathology 90. 2000. 553 p.
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Analizando los gréaficos anteriores (Grafico 17), no es posible establecer una
relacion entre la concentracion de acetogeninas y la capacidad antioxidante por el
método TEAC. Por lo cual para determinar la actividad antioxidante individual de
las acetogeninas, se uso el estandar de Annonacina a diferentes concentraciones.

Los datos se muestran en la tabla 60.

Tabla 60. Capacidad antioxidante de Annonacina en mM de Trolox.

Annonacina Promedio (mM trolox)
100ppm 0,114
200ppm 0,134
500ppm 0,150

Fuente: Esta Investigacion.

Como se puede observar la Annonacina presentdé una minima capacidad
antioxidante, correspondiendo a una leve decoloracion de la solucién de ABTS+e.
Lo anterior podria suponerse como falta de capacidad antioxidante por parte de
este compuesto, sin embargo, estos resultados también pueden atribuirse a que
las concentraciones de Annonacina utilizadas fueron muy bajas para presentar
actividad bioldgica, o también al mecanismo de accién de este compuesto frente a
método TEAC.

En diferentes estudios se incluye la actividad antioxidante como actividad biolégica
de las acetogeninas, sin embargo se reporta que las capacidades antioxidantes
para estos compuestos deben ser evaluadas por distintos métodos, ya que su

accion difiere segun el tipo de Acetogenina estudiada. %

15 RODRIGUEZ-SANCHEZ, D., SILVA-PLATAS, C., ROJO, R., GARCIA, N., CISNEROS-
ZEVALLOS, L., GARCIA-RIVAS, G. y HERNANDEZ-BRENES, C. Activity-Guided Identification of
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En los reportes se han implementado métodos como el ORAC (basado en
transferencia de &tomos de hidrogeno), DPPH, y TEAC (basados en mecanismos
de transferencias de electrones). Rodriguez-Sanchez, D. et al,'® propusieron un
mecanismo antioxidante de algunas acetogeninas en el cual la cadena alifatica,
junto con el grupo trans-enona conjugado con el grupo ceto, presente en algunas
acetogeninas puede estabilizar especies anidnicas a través de la deslocalizacion
de la carga dentro de su estructura. El grupo ceto de las acetogeninas confiere
acidez a los hidrogenos de los carbonos adyacentes en los carbonos C3 y C5,
facilitando la perdida de los protones, por lo cual el anion enolato generado se
estabiliza por resonancia y puede reaccionar con radicales libres para
neutralizarlos. En los mismos estudios se evalud la toxicidad de estas
acetogeninas con relacion a su estructura, determinando que las acetogeninas
compuestas por C19 con hidroxilos en C-2 y C-4 (alifaticos), presentan una alta

citotoxicidad.

Segun lo propuesto anteriormente, se podria pensar que la Annonacina presenta
actividad antioxidante y baja toxicidad, debido a sus caracteristicas estructurales,
ya que contiene el grupo trans-enona, no presenta hidroxilos en el carbono C4

(alifatico) y posee mas de 19 carbonos alifaticos. (Figura 43).

Acetogenins as Novel Lipophilic Antioxidants Present In Avocado Pulp (Persea americana): Journal
of Chromatography B. 2013. 37-45 p.
155 |bid, 37-45, p.
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Figura 43. Estructura de Annonacina.

Fuente: PubChem Annonacina.

En otros estudios se prevé que las acetogeninas tienen mayor eficiencia en
estabilizar radicales libres a través de donacion de hidrogeno pero menor en
transferencia electronica. Por lo tanto, los resultados sugieren que el método de
ORAC presenta mejores resultados que los métodos de DPPH y ABTS+e a la
hora de analizar la actividad antioxidante de estos compuestos.'% 157 Por anterior,
es posible que los resultados de capacidad antioxidante obtenidos para la
Annonacina no sean suficientes para establecer la falta de bioactividad con base

en a la neutralizacion cation-radical de ABTS+e.

Con este andlisis, y los datos ilustrados en el grafico 17, podria sugerirse que la
capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de la Annona muricata
evaluados por el método TEAC, en este caso, no estan relacionados directamente
con las concentraciones de acetogeninas si no con metabolitos secundarios
diferentes, sin embargo la combinacién de los metabolitos antioxidantes en los

extractos, incluyendo las acetogeninas, podria permitir que se logre una accién

156 MENDOZA-WILSON, A.M., AVILA-QUEZADA, G.D., BALANDRAN-QUINTANA, R.R. y
GLOSSMAN-MITNIK, D.: J. Mol. Struct. 869. 2008. 67 p.

157 RAMOS-JERZ, R. Doctoral thesis of Faculty of Life Sciences GraduateProgram: Technische
Universitaet Carolo Wilhelmina, BraunschweigBiotech-nology, Germany. 2007.
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sinérgica, que proporcione una actividad bioldgica mayor que si se presentaran los
compuestos por separado. En este caso puede relacionarse la actividad
antioxidante directamente con los contenidos de polifenoles, terpenoides y acidos
grasos, los cuales reaccionan con el ABTS+e por medio de transferencia
electrénica.
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CONCLUSIONES

1. El método HPLC-PDA para el analisis de AGEs en extractos etandlicos de
semillas de Annona muricata present6 resultados satisfactorios en términos
de: Selectividad, Linealidad (R? 0,998), Sensibilidad (LDO: 0,04ppm y LOC:
0,12ppm), Exactitud (95,5% de recuperacién), y Precision (con respecto a
tiempos de retencion y areas de picos) obtenidos en %RSD con valores

menores al 7%.

2. Las condiciones éptimas para la extraccion de acetogeninas en semillas de
Annona muricata del departamento de Caldas, por el método de extraccidon
soxhlet, obtenidas mediante un disefio experimental de metodologia de
superficie de respuesta fueron: 8 horas de tiempo de extraccién, 1,5 g de
muestra en 100 mL como relacién muestra-solvente y una concentracion de
90% de etanol.

3. Mediante las condiciones cromatograficas implementadas en HPLC-PDA, se
identificaron tentativamente en los extractos de semillas de Annona muricata
del departamento de Caldas, las acetogeninas: Esquamostatina-A, Bullatacina,

Isodesacetiluvaricina, Desacetiluvaricina y Annonacina.

4. Los valores promedio de Acetogeninas totales en los extractos analizados de
semillas de Annona muricata del departamento de Caldas y Narifio, bajo las
condiciones optimas de extraccion fueron 123,6 mg/g de AGEs y 254,58 mg/g
de AGEs respectivamente. La diferencia entre regiones con respecto a las
concentraciones de acetogeninas, puede ser atribuida a condiciones de

policultivo, factores agroecolégicos y factores agroquimicos.
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5. Mediante técnicas cromatogréficas acopladas a espectrometria de masas (GC-
MS y LC-MS/MS), se confirmé la presencia de Annonacina, y se identificaron
las acetogeninas: Muricin S, Esquamocina y Annonacinona. Entre los
compuestos identificados se encontr6 también Acido Palmitico, Acido
Linoleico, Acido Oléico. Otros compuestos adicionales fueron esteroles como
el B-sitoesterol. y compuestos fendlicos.

6. La comparacion entre los métodos de extraccion soxhlet y maceracion
guimica, para la extraccion de AGEs (mg/g) en semillas, cascara y hojas de
Annona muricata, permitié6 determinar que el método soxhlet presenté mayor
eficiencia en la extraccion de Acetogeninas bajo las condiciones descritas, en

todas las matrices analizadas.

7. Realizando un andlisis comparativo de concentracion de AGEs (mg/g) en
diferentes partes de la planta de Annona muricata de la region de Caldas, se
determind que los extractos etandlicos de hojas presentaron mayor contenido
de acetogeninas por los métodos de extraccion soxhlet y maceracioén quimica,
con concentraciones de 276,57 mg/g y 259,301 mg/g respectivamente,
seguidos de los extractos de semillas con 123,673 mg/g y 101,112 mg/g y por
ultimo los extractos de cdscara con 41,24 mg/g y 34,57 mg/g.

8. Con el método de capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), en el
analisis de extractos de semillas y cascara de Annona muricata, se determiné
gue la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de cascara fué
mayor presentando valores de 2,612 mM de trolox, seguidos de la capacidad
antioxidante de los extractos de semillas de Caldas con 2,211mM de trolox. La
comparacién de los resultados obtenidos por el método TEAC, con la
concentracion de AGEs (mg/g) en los extractos, determin0 que las

Acetogeninas no tuvieron influencia significativa en la capacidad antioxidante.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar seguimiento mediante una mayor cantidad de muestreos
aleatorios y comparaciones entre regiones, con el fin de aumentar la informacién
de las Acetogeninas de las semillas de Annona muricata (Guanabana) y su
concentracion con respecto a factores ambientales, agroecoldgicos Yy

agroguimicos.

Realizar la optimizacion del proceso de extraccion de acetogeninas por
maceracion quimica, para ampliar los conocimientos acerca del método y realizar

un analisis comparativo de disefios a condiciones éptimas.

Evaluar la actividad antioxidante de las Acetogeninas por varios métodos
complementarios como ORAC, y DPPH, para determinar la bioactividad de los

compuestos y su mecanismo de accion.

Realizar andlisis complementarios de actividad anticancerigena, antitumoral, y

antifangica, con el fin de ampliar los conocimientos de estos compuestos.
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ANEXOS

Anexo A: Cromatograma de Repetibilidad.
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Anexo C: Gradiente 1, Flujo 1,0 mL/min.
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Fuente: Este Investigacion.
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Anexo D: Cromatograma condiciones publicadas por Najihah, Flujo de 1,0
mL/min.

Fuente: Esta Investigacion.

Anexo E: Gradiente 2, Flujo 1,0 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo F: Cromatograma condiciones postulado por Florez et al. Flujo de 1,0
mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.
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Anexo G: Gradiente 3, Flujo 1,0 mL/min.

Porcentaje Fase movil

Anexo H: Cromatograma Gradiente 3, Flujo de 1.0 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Fuente: Esta Investigacion.

Anexo |: Gradiente 4, Flujo 1,0 mL/min.

Porcentaje Fase movil
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Fuente: Esta Investigacion.
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Anexo J: Cromatograma Gradiente 4, Flujo 1,0 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo K: Gradiente 5, Flujo 1,0 mL/min.

100
80
60
40
20

0

Porcentaje Fase movil

0 10 15 25

Tiempo (min)
Fase A Fase B

Fuente: Esta Investigacion.

Anexo L: Cromatograma Gradiente 5, Flujo de 1,0 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo M: Gradiente 6, Flujo 0,8 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo N: Cromatograma Gradiente 6, Flujo de 0,8 mL/min.
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo O: Comparacion Cromatogramas, Gradiente 2 (azul) y Gradiente 4
(negro).
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Fuente: Esta Investigacion.

Anexo P: Estructuras de Acetogeninas identificadas y sus espectros UV-vis
Esquamostatina A.
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Anexo Q: Espectros de masas de acidos grasos por GC-MS identificados por

NIST y Wiley.

Fuente: Esta Investigacion.
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Espectro de masas de Acido Oleico
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Anexo R: Espectros de masas de acetogeninas por LC-MS
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Anexo S: Acetogeninas no identificadas en LC-MS/MS.
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Fuente: Esta Investigacion.



Pico N° lones Fragmento (m/z)

1 624(100), 643,583

591(100),707,654

634(100),635,661

627(100),606

gl b~ WO DN

634(100),660,679

Fuente: Esta Investigacion.

204



