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RESUMEN

Se evalud la bioactividad del extracto etandlico crudo de semillas desengrasadas de
Annona muricata, el cual presento actividad citotoxica frente a Artemia salina vy
actividad insecticida frente a Puto barberi. Este dltimo bioensayo fue evaluado a
concentraciones de 25, 15y 9 ppm del extracto variando el tiempo de exposicion (5,
15 y 30 minutos) de las raices de Talinum paniculatum en el extracto, empleadas
como alimento del Puto barberi y la movilidad de los insectos a las 24 horas. El efecto
del extracto fue comparado con Lorshan 4E®, utilizado como control positivo. Se
obtuvieron resultados prometedores con ClLso bajos, indicando una alta actividad
insecticida del extracto. Se verificd la presencia de las acetogeninas con anillo y-
lacténico a, B- insaturado por cromatografia en capa delgada (CCD) y se cuantificaron
siete acetogeninas por cromatografia de alta eficiencia (CLAE) en el extracto etandlico
crudo de semillas desengrasadas de Annona muricata.

Palabras claves: Citotoxico, insecticida, acetogenina, Annona muricata, Puto barberi,
Lorsban 4E®.
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ABSTRACT

In this experience the bioactivity of the crude ethanolic extract of the degreased seeds
of Annona muricata was evaluated, which presented cytotoxic activity against Artemia
salina and insecticide activity against Puto barberi. This last bioassay was evaluated
with concentrations of 25, 15 and 9 ppm of the extract, changing the exposition time (5,
15 and 30 minutes)of the roots of Talinum paniculatum in the extract, it was used like
feed to the Puto barberi and the mobility of the insects after 24 hours. The effect of the
extract was compared with Lorsban 4E®, used like a positive control. The results
obtained with CLs, were promising; this indicates a high insecticide activity of the
extract. The presence of acetogenins with a y-lactone a, B-unsaturated ring was
checked with high performance liquid chromatography (HPLC) in the crude ethanolic
extract of the degreased seeds of Annona muricata.

Key words: Cytotoxic, insecticide, acetogenins, Annona muricata, Puto barberi,
Lorsban 4E®.
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1. JUSTIFICACION

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 y mas seguros para el medio ambiente, son degradables y mas
especificos para las diferentes especies de insectos, larvas y otros tipos de plagas,
produciendo poco o ningun dafio ambiental, mostrando asi la superioridad de estos
frente a los netamente sintéticos [1,2]. En la obtencién de insecticidas botanicos se
emplean extractos de plantas, destacandose las siguientes familias por su
bioactividad: Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Labiateae, Piperaceae y Annonaceae.
En la familia Annonaceae, la Asimina triloba, Annona muricata y Annona squamosa L.
son las especies que han sido mas ampliamente estudiadas por sus efectos
insecticidas ya que producen un grupo de metabolitos secundarios bioactivos
conocidos como acetogeninas [3, 4, 5, 6, 7,8]. La familia Annonaceae es una gran
familia de arboles y arbustos casi exclusivamente tropicales que comprende unos 130
géneros [9] y 2300 especies [10] distribuidas en el mundo, en América, Africa,
Indochina y Malasia. En Colombia, la familia Annonaceae esta ampliamente distribuida
en todo el pais. La mayor diversidad de especies se encuentra en las regiones
Amazoénica, Pacifica y Andina [3, 4, 5]. Las principales annonaceas que se encuentran
cultivadas para su produccién son: Annona muricata, Annona cherimolia y Annona
blanca. En el pais se encuentran 4626.4 hectareas sembradas pertenecientes a la
Familia Annonaceae [6] y de estas mas o menos 1300 pertenecen a los cultivos
establecidos de Annona muricata, esta conocida comunmente como guandbana ha
comenzado a perfilarse en los Ultimos afios como una alternativa para el desarrollo
sostenible en algunas regiones del pais. El dato mas reciente encontrado de
produccion de Annona muricata (guanabana) fue de 10010 toneladas, en un area de
1.441 Ha, las cuales estan distribuidas entre los departamentos de Antioquia, Bolivar,
Cérdoba, Cundinamarca, Huila, Norte de Santander, Risaralda, Santander, Tolima y
Valle, siendo los més grandes productores, Tolima y Valle [8]. En la zona cafetera y
principalmente en el departamento de Risaralda existe una produccion importante de
Annona muricata (guandbana), obteniéndose alrededor dos mil toneladas de

guanabana al afio.



En muchas de las industrias destinadas a la produccién de pulpas de fruta, las
semillas se convierten en desecho sin ningun valor aparente. Tal es el caso de la
guandbana donde existe la posibilidad de dar un valor agregado a través de la
utilizacion de sus semillas como materia prima para la elaboracion de biopesticidas, de
acuerdo con los estudios de las acetogeninas de Annonaceae las de mayor actividad
biopesticida corresponden a la Asimicina, Squamocina y Annonacina, que se
encuentran presentes en la Annona muricata, lo que indica que seria posible el

aprovechamiento de las semillas para la obtencién de dicho producto [11].

Se han adelantado varios estudios sobre las annonaceas en Colombia, identificando
nuevas acetogeninas, aisladas de especies como la A. cherimolia [12, 13, 14],
encontrando actividad Antileishmanial [15, 16], antiprotozoal [17] y biopesticida [1],
entre otras. En la region cafetera se han realizado estudios sobre la actividad de los
extractos de las semillas de A. cherimolia frente a Culex quinquefasciatus,

obteniéndose un CLs, de 0,102 ug/mL indicando un valioso potencial biopesticida [18].

Entre los insectos que afectan el cultivo y la calidad del café en el pais, con caracter
de importancia econdémica en algunas regiones cafeteras esta el Puto barberi
(cochinilla harinosa), en los Ultimos afios ha aumentado la preocupacion por la alta
incidencia de las cochinillas harinosas, en siembras nuevas y renovacion de cafetales,
lo que repercute en la muerte del arbol antes de llegar a su etapa productiva, este
insecto fitdfago se alimenta directamente del floema de las plantas ya sea en la raiz o
en la parte aérea y ocasiona su debilitamiento por la succién de savia, lacera los
tejidos de los granos que se estan formando y provoca un debilitamiento general de la
planta, originando como consecuencia la caida de los frutos. El control de esta plaga
es complicado debido a su habito criptico y a la proteccion cerosa que recubre los
estados moviles y las masas de huevos es por esto que se requiere de algun tipo de
control con un mecanismo de accion diferente a los quimicos usados actualmente,
estos son: Lorsban 4E, Capxan | y Verdadero 600 WG [19].

Debido a los altos costos de los controles quimicos especificos se requieren otros
mecanismo de control como el uso de compuestos activos, por esto se adelanto el
presente trabajo como una primera aproximacion del efecto de la ingesta de extractos
de semillas de Annona muricata procedentes del proceso de despulpado,
contribuyendo por una parte al aprovechamiento del subproducto y por otra al control

de una plaga importante actualmente en la caficultura nacional.



2. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio preliminar de la actividad insecticida contra Puto barberi
(cochinilla harinosa) y de la actividad citotoxica frente Artemia salina del extracto
etandlico de las semillas desengrasadas de Annona muricata procedentes del
subproducto de una despulpadora de la region cafetera.

Objetivos especificos

Efectuar un estudio de la actividad insecticida del extracto etandlico de las semillas
desengrasadas de Annonna muricata frente a Puto barberi (cochinilla harinosa).

Evaluar la actividad citotéxica del extracto etandlico de las semillas desengrasadas

de Annona muricata empleando Artemia salina como control.

Evidenciar y cuantificar por cromatografia de capa delgada (CCD) y por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) con detector de arreglo de diodos
las acetogeninas presentes en el extracto etandlico de semillas desengrasadas de

Anonna muricata.



3. MARCO DE REFERENCIA

A pesar de que las poblaciones dafiinas de cochinillas harinosas en las plantas de
café requieren programas permanentes de manejo integrado, en Colombia se ha
generado muy escasa informacién basica como soporte para implementar tales

programas.

Entre los investigadores que han estudiado las cochinillas en el pais se encuentran:
Figueroa (1946), Varela y Belloti (1981), Mosquera (1989) y recientemente Castillo y
Bellotti (1990), Gallego y Vélez (1992) contribuyeron a aumentar la lista de registros de
diferentes familias, géneros y especies de coccdideos, Williams y Granara de Willink
(1992) han aportado de manera importante al conocimiento de cochinillas harinosas
(Pseudococcidae) del pais y de la region neotropical, Kondo (2001) elabor6 una amplia
lista de las especies de cochinillas para Colombia, Cardenas et al. (2003) llevaron a
cabo un reconocimiento de estos insectos asociados al cultivo de banano en Uraba
(Antioquia) [20].

Las cochinillas fueron la primera plaga de insectos contra la que se utilizo la lucha
biologica, esto fue en el afio de 1888 y se ha extendido por todo el mundo debido al

gran éxito que ofrece si se compara con el tradicional insecticida [20].

La gran mayoria de productos que se utilizan para el control de esta plaga son
quimicos pero los tratamientos con insecticidas suelen terminar fracasando debido a la
morfologia de estos insectos, se deben tener en cuenta dos factores importantes

para su manejo:

o Realizar un monitoreo en las plantaciones que se encuentran préximas a
renovar por siembra nueva y en los almacigos para determinar presencia de la plaga y
asi elaborar un plan de manejo [19].

o Es importante resaltar que el uso de plantas de almacigos infestados con
cochinillas harinosas se constituyen en fuente de dispersién de la plaga, por lo cual se

recomienda adquirir material sano para la siembra [19].



PRODUCTOS QUIMICOS MAS REPRESENTATIVOS PARA EL CONTROL DE Puto

barberi.
LORSBAN 4E

Insecticida organofosforado formulado como concentrado emulsionable que contiene
480 g de ingrediente activo por litro de producto comercial, de amplio espectro y
recomendado para el control de plagas en diversos cultivos. El producto LORSBAN 4E
actla por contacto, ingestion e inhalacion (fase vapor), inhibiendo la accion de la
enzima acetil-colinesterasa, ocasionando disturbios en el sistema nervioso de los
insectos y la muerte de los mismos, también posee una marcada accion en
profundidad siendo especificamente activo contra insectos minadores y afidos. Su
versatilidad lo hace ciertamente un producto eficaz frente a la gran variedad de
insectos masticadores (larvas), chupadores (pulgones) o aquellos protegidos por
bolsas, telas, escudetes o ubicados en lugares de dificil acceso (cochinillas,

barrenadores, etc.) [21].
CAPXAN |

Es un insecticida organofosforado que actla en forma sistémica, por contacto y por
ingestién cubriendo un amplio espectro de plagas y teniendo una moderada
persistencia, es apto para el control de pulgones, cochinillas, trips, arafiuela roja,
mosca blanca, barrenador de la hoja, orugas, gusano blanco y gusanillo verde, isoca,
etc [22].

VERDADERO 600 WG

Es usado para el control de enfermedades fungosas e insectos en los cultivos de café,
este actla sobre los receptores post — sinapticos en las neuronas e interfiere los
receptores de la acetilcolina causando una rapida inhibicién de la alimentacion y del

movimiento ya sea volar o caminar [23].

PRODUCTOS BIOLOGICOS MAS REPRESENTATIVOS PARA EL CONTROL DE

Puto barberi.

SANAHIERBA INSECT

Contiene diversos extractos vegetales que tienen accion insecticida de forma natural.

El principal factor que actla en los productos es un neurotransmisor que le provoca



espasmos al insecto. Al ser un producto natural, también actia mejorando el sistema
vegetal de la planta. Sanahierba Insect actia por contacto y es efectivo durante dos
horas, solo se puede aplicar via foliar [24].

La experiencia mundial en el combate contra las cochinillas en general, ha demostrado
que la via méas efectiva, es el empleo de la lucha bioldgica, utilizando parasitoides y
depredadores [25]. A largo plazo, este método es el que ha dado mejor resultado en el
manejo de la plaga y se debe implementar una vez que la misma se haya establecido

en una region.

BEAU-BIOL (Beauveria bassiana)

Insecticida biolégico que cuenta con la mezcla de dos cepas las cuales han sido
aisladas de sistemas de bosque primario, estos son microorganismos benéficos en el
control de la Cochinilla harinosa de las plantas del café [26].

HONGOS ENTOMOPATOGENOS

En un agroecosistema las plagas son controladas por la acciébn de sus enemigos
naturales, predadores, parasitos y patdgenos, evitando que estas alcancen niveles
perjudiciales. Los microorganismos patégenos han sido usados para obtener una
reduccién de las poblaciones de insectos plagas, dentro de los cuales se incluyen
bacterias, virus, nematodos, protozoos y hongos, por su habilidad de controlar plagas
los hongos inician su proceso de infeccion con la germinacién de las esporas
adheridas sobre el tegumento de la plaga. Posteriormente este produce un tubo
germinativo y un apresorio como producto de la dilatacién de la hifa, la cual rompe las
areas membranosas esclerosadas y el quimico resultante de la acciébn enzimatica
(proteasas, lipasas y quitinazas) facilita la penetracion mecanica. A partir de la
penetracion se inicia el proceso de colonizacion, en el cual la hifa se ramifica en el
cuerpo del insecto y a partir de ese momento se forman pequefias colonias del hongo
y otros cuerpos hifales (blastosporas). Por lo general los hongos entomopatégenos
son de accion lenta, tardan una semana como minimo en causar mortalidad o al
menos en que el insecto deje de alimentarse. Algunos atacan a gran cantidad de
especies distintas de insectos pero dependen de las condiciones ambientales de
temperatura y de elevada humedad relativa para alcanzar una mayor patogenicidad y
virulencia. Los hongos entomopatdégenos son facilmente aplicados por introduccion,

manipulacion ambiental o aumento inoculativo [27].



4. MARCO TEORICO

4.1. FAMILIA ANNONACEAE

La Annonaceae es una familia importante en el orden Ranales. Esta familia suma
aproximadamente 120 géneros, pero solo tres géneros producen frutos comestibles,
estos son: Asimina, Rollinia y Annona. Existen 2.100 especies muy extendidas en el
trépico y subtrépico, como se ilustra en la figura 1 las partes coloreadas en rojo. Las

mas importantes a nivel comercial son:

* Annona squamosa (Soncoya)
* Annona muricata (Guanabana)

» Annona cherimolia (Anona)

FIGURA 1. Distribucién de Annonaceae en el mundo [28]

Las annonaceas se caracterizan por poseer flores perfectas con numerosos
estambres y numerosos carpelos monocarpicos libres o unidos formando un fruto
multiple, estas son bisexuales aunque rara vez unisexuales, de la corteza externa se
desprenden tiras y la corteza interna es reticulada; las hojas son simples, disticas,
enteras y generalmente aromaticas; las flores son solitarias o reunidas en cimas
helicoides con todas las ramas en un mismo plano, llamadas ripidios; el perianto es
trimero y generalmente con dos verticilos de pétalos; Los estambres son numerosos,

los carpelos libres y los frutos generalmente apocarpicos [4].

Algunos miembros de la familia producen alcaloides del grupo bencil-isoquinolina,
otros acumulan silice, taninos y proantocianinas, aceites esenciales u oxalato de calcio
[28].


http://www.ecured.cu/index.php/Archivo:Distr_annona.JPG

La familia Annonaceae por lo general se desarrolla en clima tropical, s6lo algunas
especies de los géneros Asimina y Deeringothamnus aparecen en zonas templadas
de Norteamérica. En general, hay un marcado contraste entre las formas del Viejo
Mundo, que tienden a ser trepadoras o de formas muy extendidas en las selvas
huimedas a baja altitud, hasta los 1500 m de altura, rara vez los 2000 m, mientras que
en el Nuevo Mundo tienden a ser arboles o arbustos y a crecer en zonas de sabana y
cerrado, donde algunas especies estan altamente especializadas como pirdfitos,
ciertas especies de Annona y Duguetia, lo cual no es obstaculo para que alguna
especie, como Raimondia quinduensis alcance los 2600 m en las montafas

colombianas [29].

4.1.1. ANNONACEAS DE COLOMBIA

En Colombia se reporta alrededor de 240 especies pertenecientes a 30 géneros, las
principales annonaceas que se encuentran cultivadas para su produccién son en su
orden: Annona muricata, Annona cherimola y Annona blanca. Otras especies de
menor importancia se encuentran en forma silvestre estas son: Rollina mucosa Bail,
Annona colorada y atemoya (hibrido no comercial) [7,8]. Los cultivos se encuentran
distribuidos entre 10 departamentos (Antioquia, Bolivar, Cérdoba, Cundinamarca,
Huila, Norte de Santander, Risaralda, Santander, Tolima y Valle), siendo los mas
grandes productores, Tolima (Falan, Guamo y San Luis) y Valle (Toro) con el 76% de

la produccion total nacional [4].

De los géneros encontrados en Colombia: Anaxagorea, Annona, Cananga, Duguetia
y Xylopia tienen distribucién pantropical, en tanto que Diclinanona, Froesiodendron,
Guatteriella, Guatteriopsis, Ruizodendron y Trigynaea son amazdnicos Yy los restantes
géneros son neotropicales (ver tabla 1). La familia esta ampliamente distribuida en
todo el pais. La mayor diversidad de especies se encuentra en las regiones amazonica
(54 %), pacifica (27.5%) y andina (27%). El 87 % crece en alturas menores de 500 m'y

solo Raimondia quinduensis alcanza los 2600 m [4].

La familia es importante desde el punto de vista alimenticio pues Annona cherimola
(Chirimoya), Annona muricata (Guandbana), Raimondia cherimolioides, Raimondia
qguinduensis y Rollinia mucosa se cultivan por sus frutos deliciosos. En la region
amazonica las annonaceas se conocen como cargueros, debido a que la corteza
externa se emplea como amarre. Algunas especies como Bocageopsis spp, Fusaea

longifolia, Guatteria megalophylla, Guatteria stipitata y Oxandra polyantha son de


http://www.ecured.cu/index.php?title=Asimina&action=edit&redlink=1
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importancia maderera, otras se utilizan como medicinales y en ocasiones también se

emplean por las comunidades indigenas en ritos ceremoniales [30, 31].

TABLA 1. Diversidad y distribucién de los géneros de Annonaceae [32].

Nuamero de Distribucion
especies

Géneros Mundial | Colombia | Pantropical | Neotropical | Amazonia
Xylopia 170 22 X
Annona 150 26 X
Duguetia 100 27 X
Anaxagorea 29 11 X
Cananga 2 1 X
Guatteria 265 74 X
Rollinia 44 11 X
Oxandra 35 10 X
Unonpsis 30 13 X
Cremastosperma 30 4 X
Cymbopetalum 27 6 X
Desmopsis 13 1 X
Pseudoxandra 10 4 X
Ephedranthus 10 2 X
Klarobelia 10 2 X
Mosanona 14 3 X
Porcelia 7 2 X
Malmea 6 1 X
Tetrameranthus 6 3 X
Stenanona 5 1 X
Bocageopsis 4 2 X
Raimondia 3 2 X
Fusaea 2 2 X
Pseudomalmea 2 2 X
Trigymaea 8 1 X
Guatteriopsis 5 1 X
Diclinanona 3 2 X
Froesiodendron 3 2 X
Guatteriella 2 1 X
Ruizodendron 1 1 X




4.1.2. Annona muricata (Guanébana)

4.1.2.1. Produccion mundial

La guanabana es originaria de las regiones tropicales de América del Sur, es muy
abundante en las Indias Occidentales, hoy en dia se encuentra en las Bermudas y
las Bahamas tanto silvestre como cultivada, desde el nivel del mar hasta una altitud
de 1150m [33].

Fue uno de los primeros arboles frutales llevados desde América a los tropicos del
Viejo Mundo de donde ha sido ampliamente distribuida por el sureste de China,
Australiay las tierras del este y del oeste de Africa. Es comin en los mercados
de Malasia y el sureste de Asia. Frutos muy grandes y simétricos se han visto en venta
en Vietham del Sur. Quedd definitivamente establecido en una fecha temprana en
las Islas del Pacifico. El arbol se ha plantado con éxito, pero nunca ha dado frutos

en Israel [33].

La guanabana es uno de los frutos mas abundantes en Republica Dominicana y uno
de los mas populares en Cuba, Puerto Rico, las Bahamas, Colombia, el noreste
de Brasil, el sur de México, Perly Argentina [33]. Esta es una de las 14 frutas
tropicales recomendadas por el Instituto Latinoamericano de Mercadeo Agricola para

la plantacion y comercializacion a gran escala.
4.1.2.2. Produccion nacional

El cultivo de guandbana en Colombia tiene un area aproximada de 1.300 hectareas y
una producciéon anual de 10010 ton, los principales departamentos productores son:
Tolima, Valle del Cauca y Huila, el mercado de esta fruta tropical exética es cada vez
mas amplio, tanto para consumo interno como para el exterior, basicamente por sus

excelsas caracteristicas sensoriales [8].
4.1.2.3. Descripcion

Los arboles de la guanabana requieren mucho calor, humedad y buenas porciones de
agua, seran dafiados por temperaturas debajo de 32 °F/0°C. En las zonas tropicales,
la guandbana se produce a nivel del mar hasta 1000 m, particularmente en las
regiones himedas el arbol crece bien. La guanabana no puede tolerar el agua derecha

y sus raices son bajas, asi requiere de una buena profundidad en la tierra [34].

10



La propagacion de la guanabana se produce comunmente de la semilla, los arboles
se pueden también propagar por métodos del injerto y del florecimiento. El injerto de
los manzanos de la chirimoya y de azlcar (y viceversa) sobre la guanabana hasta el
momento ha sido un fracaso. Las semillas de la guanabana se pueden almacenar por
varios meses antes de plantar, la germinacién de semillas toma generalmente tres
semanas, pero bajo condiciones sub-optimas puede ser retrasado por hasta 2-3
meses. Las plantas de semillero de la edad del mes 6-9 son generalmente bastante
grandes para ser precisadas en el campo, o ser utilizadas como rizomas para injertar
[34].

4.1.2.4. Clasificacion botanica [35]
Reino: Plantae

Divisién: Spermatophytia

Clase: Dicotiledonea

Orden: Ranales

Familia: Annonaceae

Género: Annona

Especie: Annona muricata FIGURA 2. Anonna muricata [35]

4.1.2.5. Fenologia

El arbol de guanabana como se ve en la figura 3 es de ramas caidas, bajas, delgadas
y alcanza una altura de 7.5 a 9 m, las hojas de fuerte olor, algo desagradable son
normalmente perennes, alternas, lisas, brillantes, de color verde oscuro en la
superficie superior y mas claras por la inferior, oblongas y elipticas, son de 6.25 a 20

cmde largoy de 2.5 a 6.25 cm de ancho [36].
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FIGURA 3. Arbol de Annona muricata [35].

41.25.1. Flores

Las flores son simples y pueden surgir en cualquier lugar en el tronco, ramas o
ramillas. Son de corto peciolo, tienen 4 a 5 cm de largo, regordeta y triangular-cénica,
de 3 pétalos externos algo anchos y carnosos de color amarillo-verdoso y tres pétalos

mas estrechos interiores de color amarillo palido como se presenta en la figura 4 [36].

FIGURA 4. Flor Annona muricata [36].

4.1.2.5.2. Semillas

Sus semillas como se ven en la figura 5 son ovaladas, lisas y duras, de color negro de
1,25 a 2 cm de largo. Una fruta puede contener desde unas pocas docenas a 200 o
mas semillas [36].
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FIGURA 5. Semillas de Annona muricata [36].

4.1.2.5.3. Fruto

La guanaba es una fruta de forma ovalada semejante a un corazon, ovoide o de forma
irregular, esto ultimo debido a un desarrollo inapropiado del céarpelo o vacios
producidos por insectos, la fruta alcanza los 10 a 30 cm de longitud, esté cubierta por
una cascara de color verde oscuro con varias espinas pequefias, suaves y carnosas
gue se desprenden facilmente cuando la fruta estd madura como se muestra en la
figura 6. La aromética pulpa, con textura similar a la del algodén, es blanca, cremosa,
jugosa y suave, recubre totalmente las semillas negras de 1.25 a 2 cm de largo, cada
fruta puede tener hasta 200 semillas, la mayoria de los segmentos no contienen
semilla, su sabor &cido-subé&cido ha sido descrito como similar al de la pifia y el mango
[33].

El peso de la fruta va de 1 a 10 kilos y cuando el fruto estd maduro éste se vuelve
verde mate y adquiere una consistencia blanda con apariencia verticulada, de sabor
agridulce, por lo que no es comestible como fruta fresca, ademas tiene un nimero

indefinido de espinas blandas [34].

FIGURA 6. Fruto de Annona muricata [34]
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4.1.2.5.4. Pulpay piel

La pulpa es blanca, cremosa, carnosa, jugosa y ligeramente acida, mide de 2 a 3 dm
de largo, puede llegar a pesar 2,5 kg, esta cubierta con una piel coreacea, delgada,
reticulada, no comestible, de la que surgen desde pocas, hasta muchas
protuberancias finas, curvadas y blandas que semejan espinas como se ve en la figura
7, estas protuberancias se van haciendo mas cortas a medida que la fruta madura, el
aroma de la pulpa es tipico algo similar a la pifia, de sabor &cido-sub&cido y Unico. La
piel se rompe facilimente cuando la fruta esta madura, es verde oscuro en la fruta
inmadura, convirtiéndose a ligeramente amarillento-verde cuando madura, es suave al
tacto [36].

FIGURA 7. Annona muricata [36].

4.1.2.6. Sexualidad

La flor es hermafrodita, colgante y poco llamativa, compuesta por los estambres y los
pistilos. Las flores de las annonaceas son dicdgamas y protdgenas. Dicogamas:
aunque sus flores son perfectas, sus 6rganos sexuales no maduran al mismo tiempo
[37]. Protégenas: durante el periodo en que la flor permanece abierta, los estigmas
solo estan receptivos al principio mientras que los estambres sueltan el polen mas
tarde, impidiendo la autopolinizacion [38]. Es decir, los pistilos estan maduros y son
receptivos, mientras tanto los estambres aiun no estan maduros y por lo tanto no
liberan polen. EI comportamiento dicogamico es la causa principal del bajo grado de
auto polinizacion ya que la condicion de dicogamia impide la autopolinizacién, porque
la parte femenina y masculina no son coincidentes en la apertura bajo las mismas

condiciones del medio [39].
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4.1.2.7. Usos

La pulpa de la guandbana estd constituida principalmente por agua; ademas
proporciona sales minerales, potasio, fosforo, hierro, calcio, lipidos, tiene un alto valor
caldrico debido a la presencia de hidratos de carbono; ademas es rica en vitamina C y

provitamina A, asi como de vitamina B [33].

Todas las partes del arbol en general tienen propiedades insecticidas, debido a los

alcaloides muricina y muricinina, acetogeninas, flavonoides, entre otros [30,41].

El polvo y aceite de las semillas ha sido usado para matar piojos, chinches, polillas y

cucarachas en diferentes partes del mundo [40,41].

Las hojas tienen aplicaciones medicinales para reumatismo, enfermedades de la piel,
resfriados, dolores de estdbmago, diabetes, sedante y antiespasmadico.

El t¢é de sus flores se mezcla con miel para los resfriados, dolor del pecho y
desoOrdenes nerviosos, la corteza y frutos jovenes al contener taninos se usan para

tratar diarrea y la corteza verde se frota en heridas como coagulante [40,41].

4.1.2.8. Estudio fitoquimico de la Annona muricata

Los compuestos fitoquimicos de sus hojas, tallos y flores tienen una destacada
aplicacion en la fitomedicina. Aproximadamente el 70% de los &cidos grasos de la
guanabana son insaturados, ubicando los aceites que tiene dentro de un rango
aceptable entre los aceites alimenticios convencionales, tan estables como el aceite
de algodén, maiz y soya. Sin embargo hay que advertir que al extraer el aceite de
semilla de Annona muricata con otros solventes, éste es extraido junto con sustancias
guimicamente bioactivas y citotdéxicas que pueden actuar como inhibidores del
crecimiento de larvas, insectos y microorganismos, también se han reportado como

toxicas para los humanos [42,43].

Se han aislado metabolitos como alcaloides, acidos grasos, amidas y acetogeninas,
tanto de la corteza, como de las semillas, el tallo y las hojas. En la Tabla 2, se

mencionan algunos de los compuestos aislados de esta especie [44, 45].
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TABLA 2. Compuestos aislados de Annona muricata [46].

NOMBRE DEL TIPO DE FUENTE ACTIVIDAD REFERENCIA
COMPUESTO | COMPUESTO BIOLOGICA
REPORTADA
Cis-annonacina | Acetogenina Semillas Citotoxica 45
Annomuricina E | Acetogenina Hoja Citotoxica 47
Cohibina Acetogenina Semillas Citotoxica 48
Acido Acido I e — 49
butanoico
Javoricina Acetogenina Semillas Citotoxica 45
Montecristina Acetogenina Raiz | - 44
Cis-solamina Acetogenina Raiz Citotoxica 50
Annopentocina Acetogenina Hojas Citotoxica 51
Longicina Acetogenina Semillas Citotoxica 52
Annomutacina Acetogenina Hoja Citotoxica 53
Acido linoleico Acido U e — 54
Acido oleico Acido U e — 54
Acido Acido U e — 54
palmitoleico
Acido palmitico Acido I T T — 54
Acido estearico Acido U e — 54
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Continuacion TABLA 2. Compuestos aislados de Annona muricata [46].

NOMBRE DEL
COMPUESTO

TIPO DE
COMPUESTO

FUENTE

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

REFERENCIA

REPORTADA

Antitumoral

Annomurina Alcaloide Antibacteriana 55

antifingicas

Antitumoral

Coclaurina Alcaloide Antibacteriana 55

antifungicas

Antitumoral

Reticulina Alcaloide Antibacteriana 55

antifingicas

4.2. ACETOGENINAS

Los compuestos de interés por su comprobada actividad biol6gica presentes en las
annonaceas se conocen como acetogeninas, actualmente comprende a un grupo de
mas de 430 compuestos naturales, encontrados Unicamente en las familias
Annonaceae y Lauraceae. Estructuralmente, la mayoria de las acetogeninas poseen
una cadena alifdtica de 35 6 37 atomos de carbono con uno, dos o tres anillos
tetrahidrofuranicos (THF) adyacentes o0 no, asi como sustituyentes oxigenados
(hidroxilos, cetonas y epoéxidos) localizados a lo largo de ésta. En uno de sus
extremos presentan un anillo lacténico metil sustituido, a,B insaturado, en ocasiones
saturado o rearreglado como cetolactona. También se han descrito compuestos con
dobles enlaces en la cadena alifatica, compuestos con anillos epoxi o tetrahidropirano

(THP) asi como lineales [56].

Se ha reportado que Annona muricata posee mas de 50 acetogeninas con diferentes
actividades biolégicas encontradas en frutos, semillas, corteza y hojas. Otros estudios
han reportado el aislamiento de 21 acetogeninas citotoxicas en las hojas de esta
planta [57].
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Desde la primera acetogenina, uvaricina, reportada en 1982 [58], la investigacion en
estos compuestos ha tenido una gran expansion debido a sus diversas actividades
biol6gicas, incluida la antitumoral in vitro, citotoxica, pesticida, antiparasitaria y de
efecto inmunosupresor [56]. Estas diversas actividades bioldgicas son probablemente
explicadas por la inhibicién de la enzima NADH ubiquinona oxidoreductasa o complejo

| de la cadena respiratoria mitocondrial [59].

4.2.1. Clasificacion de acetogeninas

De acuerdo con el arreglo de los anillos THF, las acetogeninas se clasifican en seis
tipos como se muestra en la figura 8: mono THF, bis THF adyacentes, bis THF no
adyacentes, tri THF, tetrahidropirano (THP) y lineales. Y segun el tipo de lactona

terminal, en tres subtipos.

SISTEMA DE ANILLOS THF

A oL N

Lineal Mono THF Bis THF adyacente
H OH
o
0 (o) 0 0
i l:(j\ Tri THF
Bis THF no adyacente ,‘ o ?
Con anillos THP
TIPOS DE LACTONAS
R. /
Y/ R: l/
o 0
| * | S MR
o 0
y-lactona insaturada y-lactona substituida Cetolactona

FIGURA 8. Clasificacién de acetogeninas de Annonaceae [47, 59].
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4.2.1.1. Acetogeninas sin anillo tetrahidrofuranico

También llamadas acetogeninas lineales, varian en el grado de insaturacion e
hidroxilacion de la cadena alquilica. Se reportan 37 en los géneros Annona,
Goniothalamus, Rollinia, Uvaria y Xylopia. La diepomuricanina A es el Unico
compuesto encontrado sélo en Annona y Rollinia [55]. Su estructura general es:

AH/V\W/\/\/\N

FIGURA 9. Estructura general de Acetogeninas Lineales [55].

4.2.1.2. Acetogeninas mono tetrahidrofuranicas

Con un solo nadcleo tetrahidrofuranico (THF), en la mayoria el grupo THF esta
flanqueado por dos hidroxilos en las posiciones a y a” (THF 1), otras mas son a
monohidroxiladas (THF 2). Se conocen 131 acetogeninas mono THF 1 y 26 mono
THF 2, siendo las primeras las de mayor diversidad. Las moléculas mono THF 1
mas frecuentemente aisladas de especies de Chiapas (México) son la Annonacina que
se encuentra en Annona y Xylopia y la gigantetrocina A, la goniotalamicina y la
uvariamicina Il de especies del género Annona; las mono THF 2, méas frecuentes son
la gigantetronenina aislada de los géneros Annona y Xylopia y la isoannonacina de

Annona [55]. Su estructura general es:

FIGURA 10. Estructura general de acetogeninas mono-THF [55].

4.2.1.3. Acetogeninas bis- tetrahidrofuranicas
Son compuestos que poseen 2 anillos THF, adyacentes o no adyacentes; de 35-37

carbonos, diferenciables entre si por el grado de oxidacién, tipo, nimero y ubicacién

del sustituyente, asi como de su estereoquimica [55]. Su estructura general es:
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© R=H, OH, O

FIGURA 11. Estructura general de acetogeninas bis-THF [55]

4.2.1.4. Acetogeninas tri tetrahidrofuranicas adyacentes

Con tres anillos THF adyacentes, hasta el momento sélo dos moléculas aisladas de
Annona y Goniothalamus giganteus pertenecen a este tipo [55]. Su estructura general

es:

FIGURA 12. Estructura general de acetogeninas tri-THF [55].

4.2.1.5. Acetogeninas con anillos tetrahidropiranicos

Caracterizadas por la presencia de un anillo tetrahidropiranico, son las menos
reportadas de la familia. Solamente se han obtenido cuatro, de Rollinia y
Goniothalamus [55]. Su estructura general es:

FIGURA 13. Estructura general de acetogeninas THP [55].

4.2.1.6. Epoxiacetogeninas

Las acetogeninas, por lo general poseen uno o dos anillos THF. Cuando este anillo es
reemplazado por un grupo epoéxido se obtienen las epoxiacetogeninas. Este tipo
estructural es considerado como el precursor de las acetogeninas [55]. Su estructura

general es:

20



FIGURA 14. Estructura general de Epoxi-acetogeninas [55].

4.2.2. Separacion e identificacion de acetogeninas

En la literatura se han reportado varios métodos para la extraccion de acetogeninas,
encontradas principalmente en las hojas [60, 61], semillas [62, 63] y raices [64] de
algunas annonaceas. Las acetogeninas son facilmente solubles en la gran mayoria de
solventes orgénicos. Algunas técnicas para el aislamiento de acetogeninas utilizan
extraccion en éter, filtracion en frio con hexano y etanol para extraerlas del material
seco de la planta, seguido por la particién en disolventes de diferente polaridad, para
concentrar los componentes [65].

Para la extraccion de acetogeninas de otras especies de la familia Annonaceae se
encuentran varias metodologias: Annona crassiflora [64], Annona squamosa [62, 63],
Annona montana [66], Annona sennegalencis [65], Rollina mucosa [67], Annona

cherimola [61], Annona atemoya [68] entre otros.

Para la identificacibn de las diferentes acetogeninas es necesario conocer las
configuraciones, la posicion de los anillos, la posicion de los diferentes grupos vy el
peso molecular de cada estructura para lo cual se han utilizado técnicas como
resonancia magnética nuclear (RMN) [68], infrarrojo (IR) [69] y espectrometria de
masas (EM) [70].

4.2.3. Actividad biolégica de las acetogeninas de annonaceae

Las acetogeninas de las annonaceas, descritas por primera vez en 1982 por Jolad et
al. [71], son compuestos policetidos con actividades antitumorales, citotdxicas,
antiparasitarias, plaguicidas, antimicrobianas, antifingicas, inmunosupresivas y
herbicidas. Estos compuestos son de particular interés porque sus intermediarios de la
biosintesis se asemejan a los de organismos muy primitivos, lo que tiende a confirmar

el arcaismo de la familia Annonaceae [55].

21



Se ha reportado que las acetogeninas de Annonaceae pueden inhibir selectivamente
el crecimiento de las células cancerigenas y también inhibir el crecimiento de las
células resistentes. Las acetogeninas son potentes inhibidoras de la NADH ubiquinona
oxidoreductasa, que es una esencial enzima en el complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial [60, 72,73].

La actividad antiprotozoaria asociada con esta familia radica en su importancia en el
tratamiento tradicional para enfermedades como la malaria, el mal de chagas y la
leishmaniasis, asociadas a metabolitos encontrados en varias partes de las plantas de
esta familia como los alcaloides, acetogeninas, esteroles y terpenos [74].

Las acetogeninas representan al menos en potencia, una fuente de drogas
antitumorales, al estar entre los agentes citotoxicos mas potentes que se conocen,
incluso con actividad citotoxica sobre células tumorales resistentes a multifarmacos. La
actividad de estas acetogeninas esta en relacion con su estructura y con el carcinoma
probado; es decir, tienen actividad selectiva. En la tabla 3 se mencionan algunas
especies de annonaceas que presentan bioactividad y su respectiva acetogenina,
entre las mas potentes estan las acetogeninas bis-THF adyacentes, seguidas por las
bis-THF no adyacentes; y en algunas lineas tumorales las mas potentes son las mono
THF [55].

TABLA 3. Acetogeninas de algunas especies de Annonaceae que presentan

bioactividad.

ACETOGENINA PLANTA ACTIVIDAD REFERENCIA
Uvaricina Uvaria acuminata Antileucémico 43
Annonacina Annona glauca Citotoxico y 75

antihelmintico

Crasiflorina Annona crasifolia Citotoxico 76
Bullatacina Annona atemoya Induce apoptosis 77
Rolliniastatina | Rollina emarginata | Antileishmaniasis 78
Muricina H Annona muricata Citotoxico 79
Annomuricina A Annona muricata Antimalarico 74




4.2.3.1 Relacion estructura-actividad

Diversos estudios han sugerido una relacion entre la estructura de las acetogeninas y
la actividad biologica al considerar las siguientes caracteristicas.

e Las acetogeninas que contienen en su estructura dos anillos tetrahidrofurano
adyacentes son las que han presentado mayor actividad biol6gica. Los
estudios realizados han sugerido que la funcién del anillo tetrahidrofuranico sea
anclar las acetogeninas a la region que contiene glicerol en la membrana

liposomal [80].

e La y-lactona terminal es esencial para la actividad bioldgica, ya que una
reduccion del doble enlace de la y-lactona a, B-insaturada reduce la actividad
[80].

e El nimero de grupos hidroxilo presentes a lo largo de la cadena también esta
relacionado con la actividad biol6gica, presentando mayor actividad aquellas

acetogeninas que poseen un mayor humero de grupos OH [80].

e Un grupo hidroxilo en C-4 es esencial para la actividad bioldgica [80].

e Acetogeninas con grupos ceto a lo largo de la cadena alifatica son menos

activas que aquellas que presentan grupos hidroxilo [80].

e La presencia de dobles enlaces o de dioles vecinales a lo largo de la cadena

hidrocarbonada aumenta la actividad biolégica [80].

e Lalongitud de la cadena C-35 o C-37 es la ideal para que se presente actividad

biologica [80].

e Se observa una mayor actividad biolégica cuando la distancia entre la y-lactona
y el anillo tetrahidrofuranico es de trece carbonos. Las acetogeninas que
presentan un hidroxilo en C-9 presentan actividad considerable, asi como

aquellas que presentan anillos tetrahidrofuranicos flanqueados por OH [80].
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4.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los bioensayos de toxicidad son una herramienta utilizada con el objeto de evaluar en
forma efectiva y eficiente los efectos toxicos agudos y cronicos de la contaminacién en
los organismos vivos. En la practica, esta técnica cuantifica la relacién concentracion-
efecto de compuestos quimicos conocidos o mezclas complejas, por medio de
respuestas biologicas medidas bajo condiciones controladas y estandarizadas, es una
excelente herramienta para determinar el grado de nocividad de alglin producto y
permite también estimar el riesgo potencial para el ambiente de una manera mucho
mas aproximada que si solamente se hicieran los andlisis fisicos y quimicos

tradicionales [81].

Los mejores organismos indicadores son los que manifiestan sensibilidad al
contaminante que se quiere estimar y su mayor o menor presencia en el habitat
provee una indicacion a veces muy precisa del nivel de contaminacion. En los
ambientes acuaticos es comun la utilizacion de organismos indicadores para evaluar
parametros tales como concentracion de materia organica, en forma de nutrientes, la
presencia de pesticidas, plaguicidas y fertilizantes, metales pesados y otros productos
que afectan el normal desarrollo del organismo usado como indicador. La importancia
de estos controles por bioensayos se basa en que permiten predecir en el laboratorio y

a campo el efecto que la sustancia ensayada puede tener sobre la biota [81].
Los organismos de prueba pueden ser:

¢ Organismos in vitro.

e Organismos colectados en campo.

En general, es preferible utilizar organismos criados en el laboratorio en vez de los
recolectados en el campo porque los examenes estandarizados requieren de un
abastecimiento siempre disponible de organismos en buena salud provenientes de

cultivos con condiciones conocidas y constantes [81].
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4.3.1. Bioensayo de toxicidad con larvas de Artemia salina

El bioensayo con la Artemia salina Leach es usado para evaluar diferentes actividades
farmacoldgicas de las plantas, en donde los compuestos son bioactivos a dosis mas
bajas, que la toxicol6gica, mientras que la letalidad de un organismo puede ser
utilizada para detectar y guiar el fraccionamiento de los extractos, considerando los

valores menores de 1,000 ppm como bioactivos [82,83].

Es la primera técnica utilizada para obtener la letalidad in vivo utilizando un crustaceo
diminuto y desde su introduccion en 1982, esta prueba se ha utilizado para el
aislamiento in vivo. La mayoria de los trabajos han sido con el nauplio salido del

cascaron, aunque la inhibicion de los huevos también se ha estudiado.

Por medio de esta técnica es posible determinar la concentracion letal media (CLsg) en
ppm de componentes activos de extractos en un medio salino. La Artemia salina ha
sido utilizada en ensayos o0 en analisis de residuos de pesticidas, micotoxinas,
anestésicos, toxinas dinoflagelares, toxinas en ambiente marino, compuestos quimicos
en muestras ambientales, toxinas naturales presentes en alimentos, productos
farmacéuticos y toxicidad dispersa del aceite, debido a que la larva de este crustaceo
es altamente sensible a una gran variedad de sustancias quimicas y extractos de
plantas [84,85].

43.1.1. Artemia salina

La Artemia salina es un crustaceo perteneciente a la Subclase Branchiopoda,
Cuyos componentes se caracterizan por estar dotados de apéndices toracicos en

forma de hoja y al Orden Anostraca, dada la ausencia de caparazoén rigido [86].

El cuerpo de Artemia es delgado y alargado como se muestra en la figura 15, esta
cubierto por un caparazéon blando. Su longitud y aspecto son variables segun la
poblacion/especie que se considere (bisexuales o partenogenéticas y diploides o
poliploides) y segun la salinidad y otras caracteristicas fisico-quimicas del medio en
que viven. Su tamafio oscila entre 7 y 12 mm de longitud, aunque puede alcanzar
los 17-18 mm y en casos extremos de algunas cepas partenogenéticas poliploides,

pueden llegar a los 20 mm [86].
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FIGURA 15. Artemia salina [86].

El éxito en la inoculacion de Artemia en diferentes zonas de todo el mundo y su amplia
distribucion natural en diferentes ambientes continentales y litorales permite atribuirle
una gran capacidad de adaptacién y tolerancia a muy diversas situaciones y a un
amplio rango de caracteristicas medioambientales. Uno de los rasgos mas
notables de Artemia es su capacidad para habitar aguas de salinidades extremas,
tanto aguas dulces como salinas saturadas de cloruro soédico (desde 10-20 g/L
amas de 300 g/L), lo cual implica unas peculiaridades fisiolégicas muy interesantes
en lo que respecta al control de la concentracibn osmética [86].

La Artemia es un habitante tipico de lagos y charcas hipersalinos que estan
caracterizados por albergar comunidades con una pequefa diversidad de especies y

una estructura trofica bastante simple [86].

La Artemia salina tiene una gran importancia en la industria acuicola por sus
resultados en la alimentacion de larvas de peces y crustaceos, pero ademas ha sido
propuesta como un sistema de prueba mundial para medir toxicidad de sustancias
quimicas y para estudios en el desarrollo de la toxicologia [86], entre los criterios que

avalan dicha propuesta se encuentra que:

e Se puede colectar poblaciones homogéneas de nauplios del instar |

metanauplial.

e Inmediata caracterizacion del desarrollo por simples técnicas de medicion y

demostrar vulnerabilidad diferencial de nauplios durante su desarrollo.

e Se afirma que la Artemia cubre ampliamente todos los requisitos de

disponibilidad segura, métodos sencillos de obtencion, europlasticidad y
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verstibilidad en el uso, ya que los nauplios son faciles de obtener a través de

quistes secos que se encuentran disponibles en cualquier parte del mundo.

e Los nauplios son muy tolerantes a diversas condiciones de cultivo, resistiendo
incluso manejos bruscos, pueden ser desinfectados, pueden crecer a un

tamafo adecuado y ser usados como transportadores de sustancias.

La Unica desventaja, es la variabilidad de la calidad de eclosion que se ha demostrado

entre cepas diferentes y entre un mismo lote de quistes.

Los ensayos de toxicidad con Artemia salina permiten determinar la letalidad potencial
de sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e industriales, lixiviados,
aguas superficiales o subterrdneas, agua potable, agua de poro y extracciones de
sedimentos, entre otros [86].

4.3.2. Bioensayo insecticida con insectos de Puto barberi

A nivel regional, el manejo de las plagas del café se ha tornado un problema de dificil
control por la gran cantidad de plagas que atacan directamente la calidad fisica de los
granos de café. Las condiciones de humedad relativa y temperatura son idéneas para
la propagacion a gran escala de toda clase de insectos. Las plagas no sélo afectan la
calidad, sino que ademas, son precursores de hongos y otros microorganismos

indeseables.

Las cochinillas de la raiz del café (Hemiptera: Pseudococcidae) son insectos que
succionan la savia de la planta, la debilitan y causan heridas que permiten la entrada
de enfermedades como la llaga macana. Pueden llegar a constituirse en una
importante plaga, ya que afectan directamente el desarrollo, produccion y calidad del
fruto [87].

La cochinilla harinosa se alimenta directamente del floema de las plantas, ya sea en la
raiz o en la parte aérea y ocasiona su debilitamiento por la succién de savia. También
puede comportarse como transmisora de virus, afecta la calidad de la fruta por
deposito de melaza con posterior presencia de fumaginas (hongo saprofito de color
negro). La presencia de fumagina atrae hormigas, las que impiden la actividad de los

enemigos naturales, produciéndose verdaderas simbiosis hormigas-cochinillas, este
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insecto tiene un amplio rango de hospederos, se alimenta de muchas especies
agricolas, malezas, plantas de interior, ya que las condiciones ambientales de lugares
cerrados favorecen su desarrollo, puede afectar a casi cualquier planta ornamental y
arboles frutales, entre las plantas méas afectadas, encontramos la Dracaena, el Cissus,
el café, los Helechos, las orquideas, las palmeras, la Saintpaulia, la Buganvilla,
aguacate, bambu, cacao, dalia, datil, granado, higo, jojoba, jujube, mango, manzana,
membirillo, nuez de nogal, oleander, sauce, e incluso los cactus y frutos como citricos

y las uvas [88].

Entre los problemas principales para contrarrestar esta plaga se encuentran el
momento oportuno de aplicacion, el largo periodo de incubacién de los huevos, la
escasa actividad alimentaria de los estadios juveniles y la natural tolerancia (no

resistencia) que el insecto ofrece.

4.3.2.1. Puto barberi (Cochinilla Harinosa)

Puto barberi pertenece a la familia Pseudococcidae del orden Hemiptera, es un
insecto fitéfago conocido también como “chanchito blanco o piojo harinoso” y debe su
nombre vulgar a la presencia de una cera pulverulenta que recubre todo su cuerpo, su
cuerpo es de forma ovoide, uniformemente recubierto por una fina secrecion cerosa,
pulverulenta, blanca, que da al cuerpo del insecto un color blanco grisaceo. Posee 17
pares de filamentos laterales cortos, bien definidos como se muestra en la figura 16
[88].

FIGURA 16. Puto barberi (Cochinilla harinosa) [88].
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La Cochinilla harinosa completa su ciclo bioloégico -desde huevo hasta adulto- entre 30
y 60 dias segun las temperaturas. Cada hembra coloca 400 huevos en promedio en
una bolsa de fibra cerosa, después de la puesta que dura de 5 a 10 dias, la hembra
muere. Las cochinillas jévenes, que son muy moviles, se dispersan para encontrar un
lugar adecuado de alimentacién y comienzan a succionar savia de la planta. Hay
3 estadios de ninfas. La hembra adulta es de cuerpo ovalado y de color blanquecino,
cubierto por una delgada capa de cera. Su tamafio es de 3 a 4mm de largo y los

machos son mas pequefios y alados [89].

4.4. DETERMINACION DE LA CLs, PARA PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Uno de los aspectos importantes en toxicologia y ecotoxicologia es la relacion entre la
concentracion de un compuesto quimico a la cual se expone un organismo y el
consecuente efecto nocivo que le produce. Esta relacién, conocida como la relacién
dosis-respuesta, constituye la base para la evaluacién del peligro y el riesgo generado

por las sustancias quimicas en el medio ambiente [90].

Existen muchas formas de determinar la toxicidad y aunque los efectos bioquimicos,
fisiol6gicos, reproductivos y de comportamiento son de gran utilidad, el indicador
comunmente mas utilizado es la muerte del organismo de prueba. La mayoria de las
pruebas de toxicidad suministran una estimacion de la dosis (o concentracion en el
alimento, aire 0 agua) que produce una respuesta toxica a un nivel del 50% [90]. En la

figura 17 se muestra un esquema que facilita la seleccion del método de analisis.

Una prueba de toxicidad tipica involucra un agente o estimulo (un pesticida, un metal
pesado 0 una muestra ambiental con contaminantes quimicos), el cual se aplica a un
organismo o grupo de organismos (un cultivo bacterial o de un alga, animales, o
plantas) al que se denomina genéricamente sujeto, sobre el que se evalia una
cierta respuesta preseleccionada. La magnitud del estimulo o dosis puede medirse

COMO un peso, un volumen o una concentracion [90].

La respuesta del sujeto se valora mediante la cuantificaciéon final de alguna
caracteristicas (peso del cuerpo, peso del higado, ritmo cardiaco, etcétera), el cambio
de ella (aumento en el peso corporal, disminucion en la presion sanguinea) o por
la ocurrencia 0 no de un determinado fendmeno (muerte, inhibicion del crecimiento,

una contraccién muscular, etcétera) [90].
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FIGURA 17. Esquema de seleccion del método de analisis [90].

Partiendo de la base de que la magnitud o la frecuencia de la respuesta dependera de
la dosis aplicada, las pruebas de toxicidad suelen disefiarse utilizando distintas dosis.
La informacién obtenida de este tipo de ensayos permite la cuantificacion de la
relacion entre las dos variables (dosis y respuesta), caracterizando toxicoldgica o
ecotoxicolégicamente al compuesto. Normalmente, las pruebas de toxicidad se
disefian para comparar o estimar la potencia de un agente con relacibn a
una preparacion estandar o control [90]. Se recomiendan los métodos de la tabla 4

para la estimacion de CLg,
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TABLA 4. Métodos para la estimacion de CLsg

METODO

CARACTERISTICAS

REFERENCIA

Método Probit

(paramétrico).

La respuesta acumulada de los organismos
se transforma a unidades probit (eje Y) y la
concentracion de toxico se transforma
logaritmicamente (eje X). El resultado es
una recta en la cual se puede interpolar el
50% de la respuesta y conocer que
concentracion de toxico causa esa

respuesta (CLsp).

90

Método de Litchfield-
Wilcoxon (gréfico).

Se construye una grafica a partir de los
datos de las pruebas de toxicidad aguda.
Mediante el uso de la recta trazada se
obtiene en el eje logaritmico la
concentracion correspondiente al 50% del

efecto observado sobre el eje probabilistico.

90

Método de Sperman-
Karber (no

parameétrico).

Proporciona una buena estimacion de la

media y la desviacion estandar

ClLsp = m =X, — d (Sl—l/z)

Donde:

Xk = dosis minima a partir de la cual todas
las reacciones son del 100%.

d = distancia entre cada dos dosis

S1 = suma de las fracciones de individuos
gue presentaron reaccion

90
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Continuacion TABLA 4. Métodos para la estimacion de Cls,

METODO

CARACTERISTICAS

REFERENCIA

Método grafico

Se parte de los datos obtenidos en las
pruebas de toxicidad aguda y utilizando
papel logaritmico se grafican en el eje X
las concentraciones (mg/L) (lineales) y en
el eje Y el porcentaje de mortalidad
(logaritmicas). Se colocan los puntos de
los porcentajes de mortalidad observados
en funcion de las concentraciones
probadas; se conectan los puntos
obtenidos mas cercanos al 50% del efecto
observado y a partir de la recta trazada,
se obtiene el punto de corte
correspondiente al 50% del efecto
observado. Este valor corresponde al Clsg

del agente estudiado.

91

4.5. FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS DE ANALISIS

4.5.1. Separacion por lixiviacion

La lixiviacion produce el desplazamiento de sustancias solubles o de alta dispersion.

Es un proceso en el cual se extrae uno o varios solutos de un sélido mediante la

utilizacion de un disolvente liquido, ambas fases entran en contacto intimo y el soluto o

los solutos pueden difundirse desde el sélido a la fase liquida, lo que produce una

separacion de los componentes originales del sélido. Industrialmente la lixiviacion se

utiliza para preparar elixires, para ello se toma la materia prima, se pulveriza y se

mezcla con el disolvente regularmente etanol. Aunque dicho proceso de extraccion es

comunmente utilizado en la extraccion de minerales metalicos y es estudiado en el

proceso ambiental por la difusion de contaminantes o sales en el suelo a través del

agua; es un proceso apto para la extraccion del sabor y aromas vegetales [92].
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4.5.2. Separacién por cromatografia

45.2.1. Generalidades

La cromatografia es un método de separacion de diferentes componentes de una
muestra, este método logra la separacién de los mismos a través del paso de una
muestra por una fase estacionaria con la ayuda de la fase moévil, cada componente de
la muestra tiene propiedades particulares que permitira su interaccion en forma
diferente entre la fase estacionaria y mévil, de esta forma cada componente se retrasa
en forma particular y si el caudal, las caracteristicas de la fase estacionaria y mévil y la
longitud de la columna son las adecuadas se lograra la separacion completa de todos
los componentes de la muestra. El objetivo principal de un estudio cromatogréafico es
lograr la separacién de todos los componentes en una muestra, para ello es necesario

jugar con una serie de factores cromatograficos [69].

La cromatografia incluye una amplia gama de técnicas, que se pueden clasificar
atendiendo al fundamento fisicoquimico en el que se basa la separacion
(cromatografia de adsorcion, de reparto, de cambio idnico, de filtracion molecular,
hidrofébica y de afinidad), o al material sobre el que se lleva a cabo (cromatografia en
papel, capa fina, en columna y de gases) [93].

Todas las técnicas intentan explotar las diferencias fisicas, quimicas y biol6gicas de

las distintas biomoléculas para llevar a cabo su separacion y aislamiento.
Entre dichas propiedades se pueden citar:

e Diferencias en solubilidad en diferentes solventes, tanto organicos como
acuosos.

¢ Diferencias en tamafo y forma.

o Diferencias en carga.

o Diferencias en afinidad por otras biomoléculas.

Todas estas propiedades y por tanto, la separacion de diferentes compuestos estan
influenciadas por las condiciones del medio de separacion, pH, temperatura, fuerza
ibnica e hidrofobicidad [93].
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4.5.2.2. Cromatografia en capa delgada (CCD)

La cromatografia en capa delgada es un caso de cromatografia de reparto en la que
los componentes de una mezcla se separan por diferencia de solubilidad entre dos
sistemas disolventes. Los elementos del sistema cromatogréfico son: soporte, fase
estacionaria y fase movil o eluyente [93].

Es una técnica simple en cuanto al equipamiento necesario (placa y camara
cromatogréfica) y de facil desarrollo. El pardmetro experimental asociado a la técnica
es el Rf (coeficiente de reparto), relacionado con la solubilidad relativa de un
compuesto entre la fase estacionaria y fase movil que depende de su estructura
guimica y su hidrosolubilidad/liposolubilidad [93].

4.5.2.3. Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)

La Cromatografia liquida de alta eficiencia, es una técnica cromatografica usada para
separar componentes usando una variedad de interacciones quimicas entre el analito
y la columna cromatogréafica. Basicamente es un sistema compuesto de un reservorio
de fase movil, bomba, inyector, columna de separacion y detector, en la figura 18 se
muestra un esquema del equipo. El analito se pasa a través de una columna de la
fase estacionaria bombeando la fase mdvil liquida con alta presiéon, la muestra se
introduce en pequefios volumenes a la corriente de la fase movil y alli se retarda por
medio de interacciones quimicas con la fase estacionaria mientras atraviesa la
columna. El retardo se conoce como tiempo de retencidn, Unico para el analito, el cual
depende de la naturaleza de este, de la fase estacionaria y de la composicién de la

fase movil [94].

Los solutos mas comunes usados en la fase mdvil son combinaciones de agua
purificada con liquidos organicos, los mas comunes son Metanol y Acetonitrilo,
también suelen usarse sales y buffers para contribuir a la separacion de componentes.
Estas combinaciones introducen el concepto de gradiente de elucion, consiste en la
variacion de la composicion de la fase movil para adaptarse a los diferentes analitos y
conseguir mejores resultados. El gradiente separa la matriz del analito en funcion de la
afinidad de este por la composicion de la fase movil. Cada analito tiene un gradiente

de elucién 6ptimo para obtener la maxima separacion de picos en el detector [94].
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FIGURA 18. Esquema de un cromatégrafo liquido de alta eficiencia (CLAE) [94].

4.5.2.4. Cromatografia liquida en fase normal

Fue el primer tipo de CLAE, separaba analitos basandose en la polaridad. Este
método usa una fase estacionaria polar y una fase moévil no polar que se usa cuando
el analito es polar, el analito es retenido por la fase estacionaria polar, la adsorcion
aumenta con la polaridad del analito y la interaccion entre analito y fase estacionaria,
esto incrementa el tiempo de eluciéon. La fuerza de interaccion depende no solo de
los grupos funcionales, sino también de factores estéricos e isGmeros estructurales
[94].

El uso de disolventes polares disminuye el tiempo de retencién, mientras que
disolventes hidréfobos aumentan el tiempo de retencién. Algunos solutos polares

interaccionan con la fase estacionaria y desactivan la columna [94].

4.5.2.5. Cromatografia liquida en fase reversa

La difusion de la fase reversa se debe a un factor clave: la silicagel (como también la

alimina), es un material fuertemente higroscopico. El agua adsorbida, que forma

35



capas simples o mdultiples alrededor de la particula y llega a tapar sus poros, es
responsable de la pérdida de actividad de la fase estacionaria en fase normal, o al
menos, conduce a mecanismos mixtos de retencion: por una parte, fenomenos de
adsorcion debidos a los silanoles superficiales de la fase estacionaria y por otra, a
mecanismos de particion entre la fase movil y el agua retenida sobre la fase

estacionaria [70].

Se ha sugerido que el modo de interaccion entre el soluto y la fase ligada puede ser de
tres tipos, particion del soluto entre la fase mavil y una fase estacionaria liquida,
adsorcion sobre una fase estacionaria solida, o bien un proceso mixto particion-
adsorcion. En RPLC, la fase estacionaria es no polar y la fase movil es muy polar (en
general mezcla de agua y un modificador organico, (MeOH, AcN o THF) [70].

El tipo de sustituyente mas empleado en fase reversa es de tipo alquilico,
especialmente C18 (grupo octadecilo) y en menor proporcién C8 (grupo octil). En
RPLC, se observa que para igual carga de carbono, a mayor longitud de cadena
corresponde mayor retencion y para igual longitud de cadena alquilica, a mayor
cobertura, mayor retencién. La retencidon est4 gobernada por la hidrofobicidad del
soluto. A mayor polaridad del soluto, mayor predileccion de éste por la fase mévil y
menor tiempo de retencion. Los solutos no polares tendran comportamiento inverso,
[69, 70].
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5. METODOLOGIA

5.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron 3 paquetes de semillas de frutos maduros de Annona muricata
(guanabana), suministradas por la empresa despulpadora Belfruit ubicada en Combia
en el departamento de Risaralda. Las semillas fueron recolectadas en tres tiempos
diferentes y transportadas a el laboratorio de Oleoquimica de la UTP, cada paquete
fue escaldado a una temperatura de 90 °C durante 5 minutos, después de esto se
procedié a agregarles agua fria, posteriormente se secaron a 37 °C por 72 horas y se

almacenaron a -20 °C para su posterior andlisis.

5.1.1. Pretratamiento de las semillas

Las semillas se molieron en molino eléctrico de cuchillas y el polvo obtenido, fue
desengrasado por 24 horas con hexano como solvente, empleando la técnica de
extraccion Soxhlet en una relacion muestra-solvente 1:4, el solvente fue removido

posteriormente por rotaevaporacion hasta obtener un aceite ambar [13].

5.1.2. Extraccién de acetogeninas

Se llevo a cabo por lixiviacibn con base en otros estudios [2], realizando tres
extracciones con diferentes semillas. La extraccion se hizo con polvo de semillas
desengrasadas empleando etanol absoluto como solvente en una relacién 1:4 (50 g de
polvo de semillas y 200 mL de solvente), durante una semana a temperatura ambiente

y agitacion regular [2]. El extracto obtenido fue concentrado en rotaevaporador.

5.2. BIOENSAYOS

La actividad del extracto etanélico de semillas desengrasadas de Annona muricata L.
se evalu6é mediante un ensayo citotoxico frente Artemia salina y un ensayo insecticida

utilizando cochinilla harinosa [95, 96,97].
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5.2.1. Ensayo de citotoxicidad

La actividad de los extractos etandlicos 1, 2 y 3 obtenidos de semillas suministradas
por la despulpadora, se evaluaron a diferentes concentraciones (9, 5y 1 ppm), esto se

realizo mediante un ensayo de control frente Artemia salina.

Se evaluaron los extractos a través del tiempo iniciando los ensayos en la semana de
obtencién luego en la segunda, cuarta, sexta y octava semana con el fin de observar la

pérdida de actividad y la efectividad de los extractos.

5.2.1.1. Preparacion de extractos

Para la solucion madre, se pesaron 2 mg del extracto crudo desengrasado y se
disolvieron en 2 mL de etanol absoluto. A partir de esta solucidon se prepararon
diluciones de 9, 5y 1 mg/L, tomando en un vial 45 uL, 25 pL y 5 pL de la solucion
madre respectivamente; se dejo evaporar el solvente, se agregaron 20 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) y luego se llevo a volumen de 5 mL con agua de mar
artificial [98].

De igual manera se realizaron dos tipos de controles, un blanco con agua de mar
artificial y un control positivo con Etanol. A cada vial se le adicioné 10 nauplios de
Artemia salina, haciendo este ensayo por triplicado.

5.2.1.2. Andlisis de mortalidad de las larvas

Se procedié a contar los nauplios a las 24 horas de estar en contacto con las
soluciones y se observé la mortalidad de las larvas considerando muertas aquellas

que no presentaban movimiento.

5.2.2. Ensayo insecticida

Con el extracto que presento menor perdida de actividad citotdxica se realizo el
ensayo de actividad insecticida utilizando insectos de Puto barberi suministrados por

Cenicafé.

Se pesaron 2 mg del extracto crudo desengrasado y se diluyo en 2 mL de etanol

absoluto, a partir de este se prepararon soluciones a diferentes concentraciones: 25,
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15y 9 mg/L y con estos se evalud la actividad biolégica frente insectos de P. barberi
(Cochinilla harinosa), esto se hizo mediante el suministro de una dieta artificial
utilizando raices de Talinum paniculatum (cuero de sapo) las cuales fueron pesadas
antes de ser sumergidas en las soluciones, variando el tiempo entre 5, 15 y 30 minutos
en que se sumergio la raiz, posteriormente fueron pesadas nuevamente y se llevaron
a cajas de petri en las cuales se depositaron 5 insectos de Puto barberi.

De igual manera se realizaron dos tipos de controles, un blanco con la semilla de
Tallinum paniculatum y un control positivo con Lorsban 4E. A cada caja de petri se le

adiciond 5 insectos de Puto barberi, haciendo este ensayo por duplicado.

5.2.2.1. Andlisis de mortalidad de insectos

Al cabo de 24 horas de contacto de los insectos con las raices impregnadas del

extracto se realizo el conteo del nimero de insectos muertos.

5.3. ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO DE SEMILLAS DE Annona muricata

5.3.1. Evaluaci6on preliminar del extracto etandlico desengrasado por

cromatografia en capa delgada (CCD).

Se llevo a cabo el analisis cromatografico del extracto crudo desengrasado para el
reconocimiento preliminar de acetogeninas y de alcaloides presentes en el extracto.
Se emplearon placas de silica gel 60 (Merck) y el sistema de elucion utilizado fue la
mezcla CHCI;-MeOH (9:1) y como reveladores el reactivo de Kedde en aerosol y &cido
fosfomolibdico al 5% / MeOH [99,100].

5.3.2. Analisis del extracto etanolico desengrasado por cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE).

Se realizo en fase reversa, empleando un detector de arreglo de diodos con el extracto
crudo desengrasado. La comparacion del perfil cromatogréfico se realizo con el
estandar de Bulatacina a cinco diferentes concentraciones (30, 50, 100, 300 y 500
ppm) empleando el equipo Jasco HPLC 2000 Plus con las siguientes condiciones de

analisis:
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Columna: Restek Pinacle DB C18, 100mmx3, 2mmx3umx140A°
Precolumna: 20mmx4, 4mm Ultra aqueous C18, 5um
Temperatura de la Columna: 40 °C

Flujo: 0,5 mL/min.

Fase Movil: A: H,Oy B: CH3CN

Gradiente: t (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0,0 30,0 70,0
3,0 20,0 80,0
12,0 20,0 80,0
16,0 30,0 70,0

Detector: Arreglo de diodos, A= 204 £ 4 nm

Tiempo de Corrida: 16 min

5.3.3. Cuantificacion de acetogeninas por CLAE.

La cuantificacién de acetogeninas se hizo mediante la técnica del estandar externo,
haciendo una curva de calibracién de la Bulatacina a una A=204+4 nm, por triplicado,
[101, 102].

Para el método del estandar externo se empleo una curva de calibracion de
Bulatacina, utilizando concentraciones de 30; 50; 100; 300 y 500 pg/mL, corridas por

triplicado. La cuantificacion de cada pico se hizo mediante la normalizacion de areas.

5.3.4. Identificacion preliminar de acetogeninas

La identificacion preliminar de las acetogeninas se realizo por CLAE segUn su espectro
ultravioleta obtenido en la separacidn cromatografica para cada uno de los picos con el
detector de arreglo de diodos (A=204+4 nm) y la identificacién de la Bulatacina se llevo
a cabo por comparacion con el tiempo de retencién (tr) del estandar analizado en las

mismas condiciones.
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5.4. ANALISIS ESTADISTICO

En la cuantificacion, las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados
obtenidos de ambos ensayos (Citotéxico e Insecticida) fueron procesados para
determinar la CLg a través del software Probit version 1.5 [103, 43], utilizando la tabla

5 para seleccionar el rango de actividad biolégica de los extractos.

TABLA 5. Clasificacién de la Actividad Bioldgica de acuerdo a la CL50 (ppm)

CL50 (ppm) Actividad

CL50 = 1000 Inactivo

500 < CL50 < 1000 | Medianamente Activo

100 < CL50 < 500 Activo

10 < CL50 <100 Muy Activo

0< CL50 <10 Altamente Activo
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. EXTRACCION DE ACETOGENINAS

Se obtuvieron tres extractos etandlicos de las semillas desengrasadas de Annona
muricata, los cuales fueron pesados con el fin de obtener el porcentaje de rendimiento

en la extraccion como se aprecia en la tabla 6.

TABLA 6. Porcentaje de rendimiento de la extraccion etandlica de las semillas

desengrasadas de Annona muricata.

ENSAYO Masa semillas Masa extracto % Rendimiento
desengrasadas (g) etandlico

Extracto 1 50.0305 1.6099 3.22

Extracto 2 50.0109 0.7797 1.56

Extracto 3 50.0071 1.2334 2.47

Promedio 50.016 1.2076 2.416

Los porcentajes de rendimiento obtenidos son bajos, se obtuvo un porcentaje

promedio del extracto etandlico del 2.416%.

Al comparar con un estudio anterior [104] en el cual se utilizo el mismo método de
extraccion pero utlizando 100 g de semillas, se observo que el promedio del
porcentaje de rendimiento del extracto etandlico de semillas desengrasadas de
Annona muricata obtenidas directamente de los frutos maduros (4.62%), fue mayor al
promedio obtenido en este trabajo (Ver tabla 6), esta diferencia se debe a la cantidad
de semillas utilizadas en ambos trabajos e indica que el uso de semillas procedentes
del proceso de despulpado es éptimo para la obtencion de un extracto etandélico crudo

desengrasado.

6.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Hay que tener en cuenta que pueden existir diferencias en la actividad biol6gica de los

extractos desengrasados frente a los dos organismos ensayados, por las diferencias

42




gue tienen estos en la absorcién, metabolismo y excrecion de las acetogeninas u otros
metabolitos secundarios, también a sus diferencias genéticas y fisiologicas [2].

6.2.1. Ensayo citotéxico con Artemia salina

Se evallo la actividad citotdxica de los extractos crudos de semillas desengrasadas
de Annona muricata a concentraciones: 9, 5y 1 ppm frente a las larvas de Artemia
salina que es un identificador de la actividad biol6gica de los extractos crudos o

compuestos puros aislados de plantas superiores.

TABLA 7. Citotoxicidad para Artemia salina de los extractos etandlicos crudos de

semillas desengrasadas de Annona muricata a través de 8 semanas.

Actividad citotoxica
ENSAYOS CL 50 (ug/mL)
Semana 1l | Semana 2 | Semana 4 | Semana 6 | Semana 8
1 0.210 0.404 0.536 0.662 1.126
2 0.136 0.430 0.752 0.788 1.175
3 0.347 0.529 0.695 1.862 2.251

TABLA 8. Controles utilizados en el ensayo de citotoxicidad para Artemia salina.

Tipo de Sustancia Numero de Numero de

control expuestos muertos

Control + Etanol 10 10

Control - Agua de mar 10 0
artificial

Los nauplios de Artemia salina de 24 horas presentan una cuticula muy fina, lo que
las hace especialmente sensibles a los téxicos en el extracto, los cuales penetran a
través de las barreras fisiolégicas absorbiéndose rdpidamente y provocando diferentes

alteraciones en estos organismos como la muerte de la larva por citotoxicidad [103].

El resultado de mortalidad de las larvas significo la existencia de grupos de

compuestos potencialmente activos presentes en el extracto. De manera general un
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extracto se considera altamente activo en este ensayo cuando presentan CL50< 10

pMg/mL [43] y como se observa en la Tabla 5 la CLs, a través del tiempo sigue estando

en el rango de altamente activo.

Al observar la tabla 5 se evidencia que la primera semana es la de mayor actividad ya
que las CLsy estan en un rango de 0.136 a 0.347 ug/mL, es decir son altamente
activas. Confirmando en estudios anteriores [104] los extractos desengrasados poseen
mayor actividad frente a extractos que no han sido desengrasados posiblemente
porgque en el extracto desengrasado los componentes activos se concentran, indicando
que en la fraccién lipidica eliminada no hay una cantidad apreciable de dichos
componentes.

En los tres extractos se observo que al pasar el tiempo la CLsg iba aumentando (Ver
tabla 7) lo que indica que su actividad citotoxica tiende a disminuir posiblemente por la
degradacion de los componentes presentes en el extracto, pero en ninguno de los
casos el extracto se inactivo por lo contrario todos estan en el rango de altamente
activos (Ver tabla 5).

En la figura 19 se observa el comportamiento de la actividad bioldgica de los tres
extractos, en los tres casos se observa la tendencia que tiene el extracto a degradarse

con el paso del tiempo.

2,5
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€ 15
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(®]
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0 2 4 6 8 10
Tiempo (semanas)

FIGURA 19. Comportamiento de la Actividad Biologica de los extractos etandlicos de

semillas desengrasadas de Annona muricata en el Tiempo.
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Al observa la figura 19, se evidencia que el extracto 3 presento mayor pérdida de
actividad a través del tiempo, esto pudo ser a que las semillas de Annona muricata
gue fueron utilizadas para su extraccion no recibieron el tratamiento adecuado en la
despulpadora para su buena preservacion. También se observa en la figura 19 que el
extracto 1 se comporto de manera mas estable, ya que presento menor perdida de
actividad bioldgica frente Artemia salina en el tiempo, por lo que se escogi6 este para
continuar con el ensayo insecticida frente a los insectos de Puto barberi.

6.2.2. Actividad insecticida con insectos de Puto barberi

Para realizar el ensayo insecticida frente a los insectos de Puto barberi se utilizo el
extracto crudo desengrasado (Extracto 1) puesto que este fue el que perdié menor

actividad bioldgica en el tiempo con Artemia salina.

A las 24 horas de estar expuestas las cochinillas con las raices de Talinum
paniculatum (cuero de sapo) impregnada con las soluciones del extracto etandlico
desengrasado, se noto que varios de estos insectos se encontraban muertos sobre la
raiz, considerando muertos los que no presentaban movimiento, por lo que se puede
decir que las Cochinillas ingirieron el extracto al succionar la savia que contiene la raiz,
encontrando asi que el extracto tiene compuestos imperceptibles para las cochinillas y
letales para ellas, probablemente esta letalidad se puede explicar por la inhibicion de
la enzima NADH ubiquinona oxidoreductasa o complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial. También se observo que no hubo reproduccion de cochinillas lo que

indica que posiblemente el extracto inhibe la reproduccion de estas.

Al tener tan poco material biolégico para realizar el analisis estadistico se tuvo una
dificultad para expresar los resultados obtenidos en este bioensayo, por esto se
calculo la CLg, a tres diferentes tiempos (5, 15 y 30 minutos) uniendo las tres

concentraciones evaluadas (9, 15y 25 ppm).

En la Tabla 9 se muestran los resultados de la CLsy obtenidos del Bioensayo con
insectos de Puto barberi después de ser expuestos 24 horas con la raiz de Talinum
paniculatum (cuero de sapo) impregnada con las soluciones del extracto etandlico
desengrasado tras 6 semanas de haberlo obtenido. Las concentraciones del extracto

1 que se utilizaron fueron de 9, 15y 25 ppm, evaluadas por duplicado.
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TABLA 9. CLsq Obtenidos para el extracto etandlico de semillas desengrasadas de

Annona muricata frente a Punto barberi.

Actividad Insecticida
EXTRACTO 1 CLso (Mg/mL)
5 Minutos | 15 Minutos | 30 Minutos
9 ppm
15 ppm 9.831 5.141 4.826
25 ppm

TABLA 10. Controles utilizados en el ensayo insecticida frente a Puto barberi.

Tipo de Sustancia Numero de Numero de
control expuestos muertos
Control + Lorsban 5 5
Raiz de
Control - Talinum 5 0
paniculatum

En la tabla 9, se observa que al aumentar el tiempo de exposicion de la raiz con el
extracto las CLs, disminuyen, lo que indica que su actividad insecticida aumenta a
mayor tiempo de exposicion, por lo que sumergir 30 minutos la raiz en el extracto
presenta mejores resultados debido a que la raiz absorbe mayor cantidad de extracto
siendo mas efectivo al momento de estar en contacto con el Puto barberi. También se
observa que las CLg, estan en un rango de 4.826 a 9.831 yg/mL y comparando los
datos con la tabla 5, el extracto es altamente activo [98], por lo que el extracto en las
tres concentraciones estudiadas da muy buenos resultados y como se muestra en el
Anexo C el extracto aun en la concentracibn mas baja estudiada de 9 ppm tiene
actividad siendo viable la utilizaciéon del extracto etandélico de semillas desengrasadas
de Annona muricata como posible insecticida para el control del Puto barberi

(Cochinilla harinosa).

Se realiz6 un control empleando el producto quimico LORSBAN (ver tabla 10) a las 24

horas de exposicion se realizo el conteo, el cual dio como resultado la muerte de las
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cinco cochinillas expuestas pero también la degradacion de la raiz impregnada. Al ser
un producto tan fuerte y causar tal dafio a la raiz no es recomendable su uso, ya que
afecta a la planta sobre la cual es usado, lo que no se observo al utilizar el extracto
obtenido de las semillas desengrasadas de Annona muricata.

El café es uno de los principales productos de importancia econémica en la region
cafetera y al ser este atacado por Puto barberi causa perdidas y bajos rendimientos a
los caficultores de la regién. En el campo las plantas de café atacadas presentan
amarillamiento, necrosis y caida de hojas, durante la cosecha hay una caida
prematura de los frutos y con frecuencia se observa la muerte de las plantas, tanto en
crecimiento como en produccion [105,106]. Cuando las cochinillas harinosas atacan
las raices de las plantas, las debilitan y las hacen mas propensas a ser infectadas por
enfermedades fungosas como la mancha de hierro (Cercospora coffeicola Berkeley y
Cooke) [106]. lgualmente, se ha observado la presencia del hongo Ceratocystis
fimbriata Ellis & Halsted en plantaciones productivas, asociados a altas poblaciones de
cochinillas harinosas. Esto ultimo, quizas debido a que las heridas causadas a las
raices sirven de entrada a estos agentes patégenos del suelo.

Actualmente se usan diferentes pesticidas para el control de esta plaga en el café,
siendo el mas utilizado el Lorsban que al igual que otros controles quimicos utilizados
por aspersion no son lo suficientemente efectivos por lo dificil de alcanzar muchos
lugares donde se refugian las cochinillas, ademas la capa cerosa que presentan estos

insectos dificulta la penetracion del producto en el cuerpo [107].

Existe poca informacion acerca del control no quimico del Puto barberi siendo muy
importante esta primera aproximacion puesto que se evidencio que el extracto
etandlico de semillas desengrasadas de Annona muricata si tiene actividad insecticida
frente a la plaga. La actividad insecticida contra Puto barberi del extracto podria
explicarse por ingesta. Es necesario que se realicen mas estudios con bajas
concentraciones para determinar cual seria la menor concentracion posible para el

control de esta plaga y asi aprovechar al maximo el extracto.

Los costos de los controles quimicos especificos, su poca efectividad ante esta plaga
y los resultados obtenidos en este trabajo, hacen de esta primera aproximaciéon un
buen indicador del uso del extracto de semillas desengrasadas de Annona muricata

frente a insectos de Puto barberi por ingesta oral, ademas se contribuyo al

47



aprovechamiento de un subproducto lo que genera muy bajos costos para su

obtencién.

6.3. CARACTERIZACION QUIMICA

6.3.1. Andlisis preliminar de acetogeninas por cromatografia de capa delgada
(CCD)

Los resultados por cromatografia en capa delgada del extracto etandélico se obtuvieron
al realizar los ensayos con la mezcla CHCI;- MeOH (9:1) siendo seleccionada segun
estudios previos [18].

La separacién en las cromatoplacas del extracto etandlico desengrasado utilizando
acido fosfomolibdico como revelador, mostro una mancha sin Rf medible de color azul
oscuro y con el reactivo de Kedde, se observo la misma mancha pero de color rosado,
ver anexo D. La coloracion rosada que presentan los extractos en las cromatoplacas
con el reactivo de Kedde indica la posible presencia de acetogeninas con anillo y-

lacténico a, B- insaturado en el extracto [4].

En éste andlisis no fue posible identificar las acetogeninas por Rf, pues la aparicion de
manchas continuas muestra la alta complejidad del extracto y la posible presencia de

acetogeninas isoméricas de diversas polaridades.

Segun lecturas realizadas se encontr6 que en los extractos de annonaceas hay
presencia de alcaloides por lo que se trato de verificar la presencia de este por medio
de esta técnica cromatogréfica, para esta identificaciéon se utilizo la cafeina como
patrén y como revelador acido fosfomolibdico, resultando dos puntos con igual Rf
(0.75) pero de diferente color, el patrén de cafeina tuvo un punto de color café y el
punto de la muestra era de color azul oscuro por lo que no se pudo confirmar la

presencia de este.

6.3.2. Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

6.3.2.1. Curva de calibracién

La curva de calibracion (Ver anexo E) se realizé con cinco concentraciones del patrén

de Bulatacina (acetogenina).
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La ecuacion de la grafica:

y= 30449.5x + 0.00000

R*= 0.998155

El coeficiente de correlacion indica una buena linealidad y en consecuencia una alta
confiabilidad de los resultados, por consiguiente con la curva de calibracion obtenida

se realizo la cuantificacion de las acetogeninas.

6.3.2.2. Andlisis del extracto etandlico desengrasado por cromatografia liquida
de alta eficiencia (CLAE).

250-

FIGURA 20. Cromatograma del extracto etandlico de semillas desengrasadas de

Annona muricata.

En el cromatograma correspondiente al extracto etandlico de semillas desengrasadas
de Annona muricata (figura 20), se observa la presencia de 20 compuestos, al
comparar los espectros UV de cada pico con el espectro UV del estandar de
Bulatacina (Ver Anexo F), se encontrd que 7 picos corresponden a acetogeninas de

annonaceas (Ver Anexo E).
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De acuerdo a la literatura sobre la columna, la fase estacionaria de la DB C18, no es
muy afin a los compuestos solubles en etanol; por esta razon en el cromatograma se
definen pocos picos. Los demdas picos observados en el cromatograma, no son
retenidos fuertemente por la fase estacionaria de la columna, interactuando menos con
esta y son arrastrados rapidamente por la fase movil, pero de igual forma en el
cromatograma obtenido si se observan los picos correspondientes.

En la Tabla 11 pueden apreciarse los resultados de la cuantificacion de acetogeninas
realizada por el método del estdndar externo, se tuvieron en cuenta los compuestos
que presentaron longitudes de onda entre 204nm +/- 4nm, ya que se sabe que esta
longitud de onda es caracteristica de las acetogeninas de annonaceas. En la tabla 11
se observa que el extracto posee una mezcla de acetogeninas de las cuales 2 estan
en mayor proporcién y corresponden a tiempos de retencion relativos de 3,987 y 6,113
minutos, lo que significa que el método empleado para la extraccion de dichos

compuestos resultd ser eficiente.

TABLA 11. Resultados del cromatograma

TIEMPO DE ESTANDAR
PICO RETENCION A MAXIMA AREA EXTERNO
(min) (ng/mL)

1 2433 | - 5165432 | = -
2 3,240 245 5918676 | = -
3 3,987 201 6820100 222
4 4800 | - 7229639 | @ -
5 5,913 204 4567642 147
6 6,113 203 7413414 242
7 6,787 202 1823205 56

8 7,053 202 3045714 97

9 7,707 200 1269531 38

10 7,901 201 2241475 70

11 8513 | - 4609077 | = ------
12 9,487 256 2139321 | @ -
13 10,253 258 2016628 | -
14 10,827 | @ - 22163309 | @ -
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Continuacion TABLA 11. Resultados del cromatograma

TIEMPO DE ESTANDAR
PICO RETENCION A MAXIMA AREA EXTERNO
(min) (ng/mL)
15 11,513 260 2268173 | = -
16 12,693 | = - 1579834 | @ -
17 14,107 249 1076086 | = ------
18 14,607 251 372648 | o
19 14,820 250 342278 |
20 15,620 252 148996 | @ -

Teniendo en cuenta que el total de la suma de las areas del cromatograma es de 100
unidades y La curva de calibracion obtenida presentd la ecuacion y = 30449,5x +
0,00000 con un coeficiente de correlacion R?= 0,998155, el cual indica una buena
linealidad y por lo tanto una alta confiabilidad en los resultados, la desviacion estandar
(DS) del método fue 1332,50 y los limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC)
fueron 0,1313 ppm y 0,4376 ppm, respectivamente, indicando una buena exactitud y
precision para la identificaciéon y cuantificacion de las acetogeninas (ver Anexo F), se
utilizaron estos datos para realizar la cuantificacién de los picos que corresponden a
las posibles acetogeninas y se observa que el pico 3 y 6 son los que se encuentran

en mayor concentraciéon con 8,296% y 9,018% de presencia en el extracto.

En estudios anteriores de las semillas de Annona muricata se ha evidenciado la
presencia de Bulatacina en los extractos, pero también se ha demostrado que no es
uno de los componentes mayoritarios y solo en extractos fraccionados se ha podido
ver claramente el pico en el cromatograma. Como en este estudio se utilizo el extracto
crudo desengrasado de Annona muricata no fue posible evidenciar dicho compuesto
ya que al trabajar con un extracto crudo hay muchos otros compuestos que pueden
apantallar la Bulatacina, por esta razén no se evidencio la presencia de la Bulatacina
puesto que en el cromatograma de la figura 20 ninglin compuesto tuvo un tiempo de
retenciéon que coincidiera con el tiempo de retencién del estandar de Bulatacina (8,620
minutos) (ver anexo E). Sin embargo, seria importante utilizar otras técnicas como
resonancia magnética nuclear (RMN) [63], infrarrojo (IR) [64] y espectrometria de

masas (EM) [65] para confirmar este hecho.
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De igual forma en estudios anteriores [54] se ha detectado la presencia de algunos
alcaloides en la Annona muricata con diferentes actividades como son actividad
antitumoral, Antibacteriana, antifingicas e insecticida pero en este estudio no fue
posible su identificacion debido a que no se contaba con estdndares de alcaloides.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se pudo establecer que el extracto etandlico crudo
obtenido de semillas desengrasadas de Annona muricata, subproducto de
procesos agroindustriales para obtencion de jugos, presentd una alta actividad
insecticida frente a Puto barberi  contribuyendo con fuentes naturales

alternativas para el control de plagas de la caficultura colombiana.

El método implementado para la extraccién de acetogeninas de las semillas

de Annona muricata produjo resultados promisorios.

El extracto etandlico de semillas desengrasadas de Annona muricata presento

poca perdida de actividad a través del tiempo.

Los extractos utilizados con Artemia salina, permitieron comprobar la
citotoxicidad que presenta el extracto crudo de semillas desengrasadas de

Annona muricata.

El extracto crudo etandlico de semillas desengrasadas de Annona muricata
mostré un importante efecto citotoxico en las pruebas de mortalidad frente a
Artemia salina, al cabo de 8 semanas presento un CLs, entre 0.210 y 1.126
pa/mL, se eligio el extracto 1 utilizando como criterio de seleccion que perdid
menos actividad a través del tiempo para realizar el ensayo insecticida con el

Puto barberi.

Mediante Cromatografia en Capa Delgada se evidencio la posible presencia de
acetogeninas de Annonaceae particularmente con anillo y-lacténico a, B-

insaturado.

Segun los resultados del andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) del extracto crudo etandlico de semillas desengrasadas de Annona
muricata subproducto de despulpado, se evidencio la presencia de 7
acetogeninas que corresponden a la concentracion de 33,062% en el extracto,

estas acetogeninas no pudieron ser identificadas por falta de estandares.
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8. RECOMENDACIONES

Debido a los resultados promisorios que arrojo este trabajo respecto a la
actividad insecticida del extracto crudo etandlico de semillas desengrasadas
de Annona muricata frente a Puto barberi se recomienda realizar mas estudios

en laboratorio.

Continuar con los estudios sobre las acetogeninas de Annonaceae, utilizando
para esto semillas de Annona muricata u otras annonaceas que sean

subproducto de industrias despulpadoras de frutas.

Realizar méas estudios sobre la actividad insecticida del extracto etandlico de
semillas desengrasadas de Annona muricata frente a Puto barberi contando
con diferentes estandares de acetogeninas y de otros metabolitos secundarios
para hacer posible su identificacion mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE).

Se debe repetir esta experiencia contando con nimero suficiente de material
biol6gico para asi realizar mayor cantidad de ensayos y obtener un buen

andlisis estadistico.
Evaluar la actividad biol6gica de los extractos de las hojas, flores, tallo y raiz de

la Annona muricata frente a otros insectos plaga y asi elegir los extractos mas

promisorios para su posible accion insecticida.
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ANEXOS



ANEXO A

Diagrama de Flujo

BIOENSAYO PRELIMINAR CON LARVAS DE Artemia salina

Crianza de Larvas a Nivel de Laboratorio

A\ 4

Adecuar un recipiente plastico y dividirlo en dos

secciones con el mismo material.

\ 4

Preparar agua de mar artificial pesando 37 g de sal

marina por litro de agua destilada, filtrar 2 veces y

posteriormente adicionarla al recipiente de plastico.

\4

Agregar 0.1 g de huevos de Artemia salina al recipiente

con la solucién marina y llevarlo a una estufa que debe

estar a una temperatura de 28°C.

A\ 4

Permitir el transcurso de 24 h para la maduracion de los

Brine shirmp.
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Preparacion de Extractos

A\ 4

Pesar 2 mg del extracto crudo desengrasado a evaluar y

agregar 2 mL de etanol absoluto.

A partir de la solucién madre preparar las siguientes concentraciones:

1ppm 5ppm 9 ppm
5 pL de la solucion 25 uyL de la 45 ppyL de la
madre en un vial. solucion madre en solucion madre en
Realizar por un vial. Realizar un vial. Realizar
triplicado. por triplicado. por triplicado.

A 4
Dejar evaporar el solvente a

temperatura ambiente.

Paralelamente preparar controles

Control (+) Control (-)
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Adiciéon de Larvas

A 4

Adicionar en todos los viales 20 uL de

dimetilsulféxido (también en los controles).

A 4

Adicionar 2 mL de agua de mar a cada vial.

\ 4

Contar 10 larvas de Artemia salina con la
ayuda de una pipeta pasteur.

A\ 4

Adicionar las larvas en cada vial y llevar a

un volumen de 5 mL con agua de mar.

A 4

Dejar los viales y sus controles a

temperatura ambiente por 24 horas.

A 4

Evaluar a las 24 horas el nivel de

mortalidad.
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Analisis de Mortalidad

A 4

Verter el contenido de los viales en cajas de petri,
esperando a que se estabilicen, lavar los viales con
agua de mar para asegurarse de que todas las

larvas salgan del vial a la caja de petri.

Y

Hacer una observacién frente a una luz para
evaluar la movilidad de las larvas. Contar las larvas

muertas.

A 4

Analizar los resultados en el programa Probit para

determinar los valores del CL .
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FOTOS

Crianza de nauplios de Artemia salina en el laboratorio de Oleoquimica UTP.

Solucién salina al 3.7% (Agua de mar)
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Nauplios de Artemia salina en el Extracto crudo etandlico desengrasado.
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ANEXO B

Diagrama de flujo

BIOENSAYO INSECTICIDA CONTRA Puto barberi

Preparacion del extracto y Adicidon de insectos

A
Pesar 2 mg del extracto crudo desengrasado a evaluar y

agregar 2 mL de etanol absoluto.

A partir de la solucion madre preparar las siguientes concentraciones:

9 ppm 15 ppm 25 ppm
45 pL de la 75 pL de la 125 uL de la
solucion solucion solucion
madre en una madre en una madre en una
caja de petri. caja de petri. caja de petri.

| |
v

Dejar evaporar el solvente a

temperatura ambiente.

Paralelamente preparar controles

Control (+) Control (-)
Lorsban Raiz
5 mL de Lorsban al 20% en Cortar una raiz de Talinum

una caja de petri y adicionar paniculatum 'y adicionar 5

5 Cochinillas Harinosas. Cochinillas Harinosas.
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Adiciéon d

e Insectos

A

y

Adicionar en todas las cajas de petri 20 pL

de Dimetilsulfoxido.

A

y

Adicionar 5 mL de agua a cada caja de

petri.

A

y

Cortar 20 raices de Talinum paniculatum.

A

y

Sumergir cada raiz en las concentraciones

de 9, 15 y 25 p

pm respectivamente

variando los tiempos entre 5, 15 y 30

minutos. Realizar por

duplicado.

A

y

Contar 5 insectos de Puto barberi y
adicionarlos a cada caja de petri.

A
Dejar las cajas y los controles a
temperatura ambiente por 24 horas.

A\ 4
Evaluar a las 24 horas el nivel de
mortalidad.
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Analisis de mortalidad

\ 4

Realizar lecturas a las 24 y 48 horas. Evaluar la

movilidad de los insectos y contar los muertos.

A 4

Utilizar el Programa Probit para evaluar la dosis
letal media de cada tiempo y asi conocer cudl es
el mejor tiempo para sumergir la raiz en las tres

concentraciones mencionadas.
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FOTOS

Cochinillas Harinosas en raices de Talinum paniculatum en el laboratorio de

Oleoquimica UTP.

Puto barberi en el Extracto crudo etandlico desengrasado.
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ANEXO C
COCHINILLAS HARINOSAS MUERTAS AL CABO DE 24 HORAS
Numero de Cochinillas harinosas expuestas por caja: 5

9 ppm — 5minutos
CAJA 1 CAJA 2
1 2
9 ppm - 15 minutos
CAJA 1l CAJA 2
3 2
9 ppm - 30 minutos
CAJA 1 CAJA 2
3 3

15 ppm — 5minutos

CAJA 1 CAJA 2
2 2
15 ppm - 15 minutos
CAJA 1 CAJA 2
3 2
15 ppm - 30 minutos
CAJA 1 CAJA 2
4 3

25 ppm — 5minutos

CAJA1 CAJA 2
3 3
25 ppm - 15 minutos
CAJA 1 CAJA 2
4 3
25 ppm - 30 minutos
CAJA 1 CAJA 2
5 4

CONTROL 1 (COCHINILLA + RAIZ) = 5 VIVAS

CONTROL 2 (COHINILLAS + RAIZ CON LORSBAN)=5 MUERTAS Y SEMILLA
DETERIORADA
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ANEXO D

FOTOS

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (CCD)

A. De izquierda a derecha Bulatacina, Cafeina y Extracto crudo etandlico
desengrasado revelados con Acido Fosfomolibdico.

B. De izquierda a derecha Bulatacina, Cafeina y Extracto crudo etandlico
desengrasado revelados con reactivo de Kedde.
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ANEXO E

ESPECTROS UV DE ACETOGENINAS DE ANNONACEAE OBTENIDOS

PICO 3
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PICO 6
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PICO 8
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PICO 10
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ANEXO F

CROMATOGRAMA Y ESPECTRO UV DEL ESTANDAR BULATACINA

250
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m“ \_——
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6 7 8 T 10 1 200 240 220 230 240 250

DATOS DE LA CURVA DE CALIBRACION REALIZADA POR CLAE PARA EL

ESTANDAR DE BULATACINA.

Estandar externo
Patron Area (ug/mL)
1 887599 30
2 1635947 50
3 3159335 100
4 9541943 300
5 14947822 500
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CURVA DE CALIBRACION POR CLAE PARA EL ESTANDAR DE BULATACINA.

Peak: Bulatacina - ESTD -- 1: 207 nm, 4 nm

15000000 -
10000000 -

5000000 -

0 N L L L L L B B

0 100 200 300 400 500
Amount ()

Ecuacion de la recta: y = 30449,5x + 0,00000
Coeficiente de correlacion (R%): 0,998155
Desviacion estandar = 1332,50

Limite de deteccién (LD) = 0,1313 ppm

Limite de cuantificacién (LC) = 0,4376 ppm
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