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ESTUDIO PRELIMINAR DE LA BIOACTIVIDAD DE EXTRACTOS DE SEMILLAS de
Annona cherimolia DE LA FAMILIA Annonaceae .

Preliminary bioactivity study of Annona cherimolia seeds extracts from Annonaceae family.

RESUMEN LINA CASTRO
Se evalué la bioactividad de extractos metanolfEG95) y etandlicos (FO01) de Tecnéloga en Quimi
semillas deAnnona cherimolia desengrasadas y sin desengrasar. El bioensaymiversidad Tecnoldgica de Pere
predictivo se realiz6 frente a nauplios Algemia salina y el confirmativo con
larvas del IV estadio d€ulex quinquefasciatus. El extracto etandlico (FO01) MONICA ALZATE
que corresponde al extracto crudo total de sesndlsengrasadas presentd lalrecndloga en Quimi
mayor actividad frente a las larvas @equinquefasciatus con una Ckyde 0,102  Universidad Tecnolégica de Per
pg/mL en un tiempo de exposicion de 24 horas. Elisiegor Cromatografia yorlase@hotmail.co
Liquida de Alta eficiencia (CLAE) de este extractopstré la presencia de
posiblemente 14 acetogeninas en el extracto etandli particularmente de GLORIA EDITH GUERRERO
bulatacina segun el tiempo de retencién del estanda Profesor Asisten
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ABSTRACT

It was evaluated the bioactivity of methanolic (FO05) and ethanolic (F001)
extracts obtained from Annona cherimolia seeds. It was made using original
seeds and ungreased seeds. Brine shrimp nauplis was used as a preliminary
bioassay and fourth instar of larvae of Culex quinguefasciatus as a confirmative
biocassay. The higher activity in front of fourth stage larvae of C.
quinquefasciatus was exhibited by total raw ethanolic extract of ungreased seeds
(FO01). The LCs, obtained was 0,102 wxg/mL in 24 hours of exposure.
Chromatographic analysis by High Performance liquid chromatography
(HPLC) showed 14 acetogenin compounds in the ethanolic extract, and
bullatacin was probably one of them by time standard retention.

KEYWORDS: acetogenins, Annona cherimolia, Brine shrimp, bullatacin, LCs,
Culex quingquefasciatus, Annonaceae
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1. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de pesticidas y herbicidas
sintéticos poco degradables, trae como consecuencia
problemas en el medio ambiente y en la salud del
hombre. En la actualidad, los bioinsecticidas han
alcanzado gran importancia debido a que tienen la
ventaja de proveer modos de accion novedosos que
reducen el riesgo de resistencia, son eficaces § ma
seguros para el medio ambiente, son degradablegsy m
especificos para las diferentes especies de irsséatoas

y otros tipos de plagas, produciendo poco o nimdgfio
ambiental, mostrando asi la superioridad de estotef a

los netamente sintéticos [1, 2]. Por esta razérhae
necesario incentivar e incrementar la blsqueda de
insecticidas naturales de las fuentes mas prorasg/od
disponibles.

En la region cafetera colombiana se dispone dévosit
de especies pertenecientes a la familia Annonadase,
cuales se caracterizan por poseer, principalmentase
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semillas, compuestos de gran bioactividad conocidos
como acetogeninas. Estas presentan un rango adwlio
actividades biologicas con aplicaciones promisorias
como biopesticidas [1, 3, 4], antiparasitarias §1,6],
citotdxicas [1, 4, 5] y antitumorales [1, 3, 6]frenotras.

Con el fin de contribuir al aprovechamiento intégtel
fruto y generar nuevos usos alternativos dériaona
cherimolia, el presente estudio plantea evaluar la
actividad biol6gica de los extractos etandlico y
metandlico de las semillas de esta especie y wngial

uso como biopesticida partiendo de estudios previos
realizados sobre las acetogeninas presente&neona
cherimolia, empleando como organismos modelos
Artemia salina y Culex quincuefasciatus, asi como su
andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficienc

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Vegetal



327

Los frutos deA. cherimolia (Annonaceae) “Chirimoya”
fueron suministrados por un proveedor de la cemteal
productos "Merca Plaza” de la ciudad de Pereir@nqu
los recolect6 en el municipio de Choachi, Cundinama
La clasificacion botanica de la planta fue verifiagpor

el ingeniero agronomo Hernan Giraldo de la Corgérac
Universitaria Santa Rosa de Cabal (UNISARC). En el
laboratorio de Oleoquimica de la UTP las semillas s
secaron en estufa a 37 °C durante 72 horas, fueron
molidas y almacenadas en un congelador a -20 %Cspar
posterior analisis.

2.2. Pretratamiento de las Semillas

Las semillas fueron molidas en molino de aspas y el
polvo obtenido se dividi6é en dos porciones. Unastas

se conservd en congelador a -20 °C dentro de bolsas
plasticas y la otra se desengras6 con base en la
metodologia propuesta por otros autores, empleéteto

de petréleo como solvente, una relacién muestrzentd

1:4 y un periodo de extraccién de 72 horas, [2, 6]

2.3. Extraccién de acetogeninas

Se llevd a cabo por lixiviacion, implementando dos
métodos de andlisis y realizando los ensayos por
triplicado. En el Método 1, la extraccion se hizonc
polvo de semillas sin desengrasar empleando etanol
absoluto como solvente en una relaciéon 1:4 (50 g de
polvo de semillas y 200 mL de solvente), duranta un
semana a temperatura ambiente y agitacion magnética
permanente, [1, 2, 6]. En el Método 2 se empled el
mismo procedimiento anterior pero se partié de kasni
desengrasadas. Los extractos obtenidos se corroentra
en rotaevaporador y se continu6 con la separa€igarns

el esquema que se presenta en la Figura 1.

| Semillas secas y molidas |

Lixiviacién con
EtOH Absoluto
| 1
| Extracto total EtOH crudo (FO01) | I Marco |

Particion entre CH;Cl.-H,0 (1:1)

H:0 Soluble Interfase insoluble CH:Cl: Soluble
Foo2 Foo4

Particion entre
MeOH 90%- Hexano
(1:1)

Soluble en Me OH Soluble en Hexano
FO03 FO06

Acetogeninas

Figura 1. Diagrama de flujo de la extraccién deageninas de
semillas deAnnona cherimolia.
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2.4. Bioensayos

Se evalud la actividad biol6gica de los extractas@ico
(extracto crudo) y metandlico (obtenido del
fraccionamiento) de las semillas desengrasadasny si
desengrasar dé. cherimolia frente a nauplios dé\.
salina como ensayo de letalidad general, [7]. Este
bioensayo se realiz6 cada dos semanas duranteedes m
para un total de cinco repeticiones.

Como bioensayo especifico se evalué la actividatbsl
extractos frente a larvas del IV estadio del miedq
quinquefasciatus  suministradas por el Grupo de
Productos Naturales de la Universidad Nacional de
Bogotd, siguiéndo la metodologia propuesta en iestud
anteriores, [7, 8]. Este bioensayo se realizé pplidado

con los extractos que arrojaron los mejores resogdtan

el bioensayo preliminar.

Los datos de actividad fueron procesados con el
programa EPA Probit Version 1.5, y se expresaranoco
concentracion letal al 50% (Gd).

2.5. Andlisis por cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE)

Los extractos que presentaron la mayor actividadofu
analizados por CLAE, empleando el cromatégrafoalasc
2000 plus, equipado con bomba de gradiente cuairna
(PU-2089 Plus), automuestreador inteligente (AS9205
Plus), horno para columna (CO-2065 Plus), detector
inteligente de arreglo de diodos (MD-2015 Pluskly
software EZChrom Elite. Se emple6 una columna ea fa
reversa C 18 Ultra-aqueous DB (100mmx3,2mmum 3
Restek), y un gradiente binario con agua (A) vy
acetonitrilo (B) con un flujo de 0,8 mL/min, inicido
con 70% de B por 3 minutos hasta 80% en B durahte 1
minutos, para un tiempo total de corrida del6 naiswut

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Bioensayos

El bioensayo preliminar con nauplios Alesalina mostr

que los extractos etandlico (crudo) y metandlico
desengrasados y sin desengrasar presentaron wadale
actividad biolégica siendo mas activos los extrmcto
desengrasados entre los cuales se observaronsligera
diferencias (ver tabla 1).

A partir de los mejores resultados cén salina se
seleccionaron los extractos desengrasados pars&y®
confirmativo conC. quinguefasciatus. Como se aprecia
en la Tabla 2, el extracto etandlico presentd lyana
actividad frente a las larvas de éste organismo,
obteniéndose una G4 de 0,102ug/mL con 24 horas de
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exposicién; tiempo suficiente pues no se observé un
incremento importante de la letalidad a las 48 fora

# Extracto Clsg Limites del
Segui- (ng/mL) 95% de
miento 24 h confianza

FOO1A 1,516 0,831/2,223

1 FOOEA 1,351 0,67/2,01¢

FO001B 2,570 1,735/3,525
FO05B 1.796 0,805/2,834
FOO1A 1,891 1,146/2,693
2 FOOEA 1,41( 0,58¢-2,24(
FO01B 3.054 1,844/4,438
FOO:B 2,71¢ 1,7183,90¢
FOO1A 2,383 1,497/3,387
3 FOO5A 1,792 0,973/2,655
FO01B 3.191 1,814/4,561
FOO:B 2,67¢ 1,6723,87(
FOO1A 2,589 1,650/3,680
4 FOO5A 2,420 0,803/4,446
FO001B 3.337 1,838/4,840
FOO0:B 2,66° 1,6293,897
FOO1A 3,321 2,244/4,675
5 FOO5A 2,875 1,986/3,910
FO001B 8,871 4,494/155,93p
FO0tB 4,78¢ 2,32415,84¢

FO01 Extracto EtOHF005 Extracto MeOH
A: DesengrasadB: Sin Desengrasar

Tabla 1. Concentracion Letal Cincuenta (ug/mL) @icte para
cada Extracto a través del Bioensaydidemia salina.

EXTRACTO | Clg LC (95%) Clgo LC (95%)
(Hg/mL) (ng/mL)
24 h 48 h
FOO1A 0,10z | 0,0500,167 | 0,09t | 0,0630,14¢
FOO5A 0,214 | 0,080/0,318 0,202] 0,107/0,2fF3

LC = Limite de Confianza
Tabla 2. CL50 Obtenidas para los Extractos Etaadlc
Metanolico Desengrasados a través del bioensayd_aoras
del IV estadio d€ulex quinquefasciatus.

Las diferencias en la actividad biolégica de logamtos
desengrasados frente a los dos organismos ensayados
pueden atribuirse a las diferencias en la absarcion
metabolismo y excreciéon de las acetogeninas u otros
metabolitos secundarios por parte de estos orgasises
decir, a sus diferencias genéticas y fisiol6gifas9].

La actividad larvicida contr&. quinquefasciatus de las
acetogeninas de las semillas Ae cherimolia podria
explicarse por ingesta y por contacto. Por inggsiegue
al alimentarse las larvas mediante filtracion y nal
poseer una ingestion selectiva de particulasalwicidas
pueden ingresar libremente produciendo toxicidad
digestiva [1,2]; y por contacto, mediante tres mégaos
interdependientes: transporte desde la parte extds
las larvas al sitio de accion, inhibicion enzimatig
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efecto sobre el sistema respiratorio mitocond@! este
ultimo, por causa de acetogeninas que actlan ntedian
mecanismo de inhibicion de la NADH ubiquinona
oxidoreductasa, del complejo | mitocondrial de dalena
respiratoria, presente en mamiferos e insectos,
reduciéndo los niveles de ATP y desacoplando derto
mecanismos de resistencia, [2, 10, 11, 12, 13, 14].

Estudios realizados ef. quinquefasciatus [14], han
establecido Ciy de 0.0001 a 0.1 mg/L de algunos
piretroides (cipermetrina, deltametrina, permetriga
lambdacialotrina), comparando esto frente a lo see
encontré para el extracto etandlico desengrasad®20
pg/mL) puede apreciarse que este posee un potencial
biopesticida valioso y sin necesidad de realizar
fraccionamientos logrando asi minimizar costos y
disminuyendo el impacto ambiental por uso de sdbsen

3.2. Caracterizacién Quimica

Segun los resultados del analisis por cromatografia
liquida de alta eficiencia (ver figuras 2 y 3),dstectaron
para el extracto crudo (FOO1A) 26 compuestos de los
cuales 14 fueron acetogeninas de annonaceas, Huésde
segin su espectro ultravioleta pueden tratarse de
flavonoides, fenoles y alcaloides bencilisoquinialis;

algo similar se encontr6 en el extracto metandlico
(FOO05A), encontrandose en este caso un total qecd3
donde 15 de ellos son acetogeninas

*n |

n\ :
M \\

Figura 2. Cromatograma por CLAE del Extracto Etmuol
desengrasado (FO01A) de semillasAdeherimoalia.

P
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Figura 3. Cromatograma por CLAE del Extracto Met@oo
desengrasado (FOO05A) de semillasAdeherimoalia.
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De acuerdo con el tiempo de retencion del estaddar
bulatacina (ver figura 4), esta acetogenina se rénto
presente en los extractos, siendo la primer vez sgue
reportaria este compuesto ek cherimolia segln
revision bibliogréfica realizada desde el afio 18&8&a la
fecha [11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,23,24,
25]. Sin embargo se requiere de su aislamiento gpara
elucidacion  estructural por diferentes  técnicas
espectroscoépicas, que permitan confirmar su presenc
este material.

OH

o,

CH3(CHypy 24 0\‘,\ 0\‘,\ 15 A
OH oH 4]
Bulatacina

Figura 4. Estructura de la bulatacina

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en los
bioensayos general de letalidad con larvag.d&lina y

en el ensayo especifico con larvas del 4° estadi€.d
quincuefasciatus se encontré que la actividad biolégica
de las semillas dé\.. cherimolia puede deberse a una
interaccién o efecto sinérgico de principios adiviada
por un complejo alcaloidal benciltetrahidro
isoquinoleinico de acci6on citotéxica [2] y por
acetogeninas conocidas por tener propiedades
insecticidas, larvicidas, citotoxicas y anticangenias, [1,

2, 3, 4, 5, 6]. Sin embargo, para poder establegéles
tienen mayor incidencia, seria importante contimuar
estudios de fraccionamiento, identificacién y sapimn

de los diferentes componentes para evaluar suicadiv
individual y en mezclas.
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