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Resumen

Las propiedades de Annona muricata L. (guanabana) se han demostrado en estudios realizados en sus hojas, pulpa,
semillas, tallos y cascara; destacandose en cada una de ellas sus propiedades antioxidantes. En el presente trabajo se
realizé la cuantificacion de los polifenoles totales y la evaluacién de la capacidad antioxidante en el extracto etandlico de
las flores de Annona muricata L. (Quanabana). Las muestras de flores se recolectaron en la provincia de Jaén (Cajamarca,
Peru). El extracto etandlico se obtuvo por maceracion de las flores secas pulverizadas. La cuantificacion de los polifeno-
les en el extracto etandlico de las flores se realiz6 mediante la técnica de Folin-Ciocalteu utilizando el acido galico como
patron. La evaluacion de la capacidad antioxidante se realizé mediante los métodos de captacion de los radicales DPPH
y ABTS utilizando el Trolox como patron para ambos métodos. Los polifenoles totales obtenidos en el extracto etandlico
fue de 10,946 + 0,008 mg EAG/g. Los valores de IC_; fueron de 104,28 ug/mL para el radical DPPH y 73,22 pg/mL para el
radical ABTS*. Segun los resultados obtenidos, el extracto etandlico de las flores de Annona muricata L. tiene importante
actividad antioxidante, siendo mayor su capacidad neutralizante sobre el radical ABTS.
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Abstract

The properties of Annona muricata L. (Quanabana) have been demonstrated in studies carried out on its leaves, pulp,
seeds, stems and fruit peel, highlighting in each of them its antioxidant properties. In the present work the quantification
of the total polyphenols and the evaluation of the antioxidant capacity in the ethanolic extract of the flowers of Annona
muricata L. (guanabana) was carried out. The flowers samples were collected in the province of Jaen (Cajamarca, Peru).
The ethanolic extract was obtained by maceration of the pulverized dried flowers. The quantification of the polyphenols in
the ethanolic extract of the flowers was carried out using the Folin-Ciocalteu technique using gallic acid as a pattern. The
evaluation of the antioxidant capacity was carried out using the methods of capturing the radical’s DPPH and ABTS:* using
the Trolox as a pattern for both methods. The total polyphenols obtained in the ethanolic extract was 10,946 + 0,008 mg
GAE/g. The IC values were 104,28 ug / mL for the DPPH stem and 73,22 ug / mL for the ABTS*. According to the results
obtained from the ethanolic extract of the flowers of Annona muricata L., it has an important antioxidant activity, being
greater in its neutralizing capacity on the radical ABTS:*.
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INTRODUCCION

El cdncer es una de las principales causas de morbimor-
talidad a nivel mundial. Para su tratamiento se utilizan
diferentes estrategias, las cuales inducen necesariamente
reacciones adversas. Para prevenirlas, se investigan otros
mecanismos, destacando el uso de sustancias antioxidan-
tes las cuales se encuentran en diversas fuentes naturales,
siendo una de ellas, los vegetales'.Los recursos vegetales
son fuentes importantes de compuestos bioactivos con
potenciales usos en el tratamiento y prevencién de en-
fermedades como el cdncer. Uno de estos recursos es-
tudiados es el género Annona, que crece en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. La especie mds
estudiada y conocida de este género es Annona muri-
cata L, originaria de las zonas tropicales y subtropicales
de América y conocida comtinmente con el nombre de
“guandbana’, pertenece a la familia de chirimoya y es un
drbol perenne frutal con frutos mds grandes del género
Annona*. En Pert se cultivan en los departamentos de
Loreto, San Martin, Ucayali, Cajamarca, Lambayeque,
La Libertad, Junin, Ica y Lima®. Los estudios realiza-
dos sobre A. muricata L., han evidenciado sus diferentes
propiedades, destacando sus actividades anticancerige-
nas, antimaldricas, hepatoprotectora, antihipertensivas,
vasodilatadoras, antihiperglucémicas, antiparasitarias,
antihiperlipidémicas, antibacteriana y antivirales'. Se
han identificado componentes quimicos como aceto-
geninas, flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas y
terpenoides®. En los tltimos afios, se han investigado las
diferentes partes de la planta; asi, los extractos de hojas
han mostrado resultados prometedores de su actividad
antioxidante, anticdncer, antiulceroso y antidiabético;
asi como su actividad contra o-amilasa, a-glucosidasa
y lipasa®.

Cabe destacar que, las especies reactivas de oxigeno
(ERO) generadas a nivel intracelular son oxidantes que
estan implicados con mutaciones y danos celulares. Es-
tudios en modelos 7 vitro de extractos acuosos y meta-
nélicos de las semillas y las hojas de A. muricata L., mos-
traron efectos neutralizantes de ERO con consecuente
efecto protector del ADNE. Estas evidencias generan el
interés por continuar con la investigacién de la capaci-
dad antioxidante de los extractos de diferentes partes de
la planta, siendo uno de ellos los extractos etandlicos de
las flores. Las investigaciones han mostrado propiedades
importantes de las diferentes partes de la planta. En este
trabajo se ha realizado la cuantificacién de los polifeno-
les y de la capacidad antioxidante del extracto etanélico
de flores de Annona muricata L. en muestras provenien-
tes de la provincia de Jaén (Cajamarca, Pert).

MATERIAL Y METODOS
Recoleccién de muestras

Las flores de Annona muricata L (guandbana) se recolec-
taron en el distrito de Jaén, provincia de Jaén, departa-
mento de Cajamarca, Pert. Estas se colocaron en bolsas
de polietileno ziploc® en cantidad de 1 Kg. En total se
recolectaron 5 Kg de flores, las cuales se trasportaron
inmediatamente al laboratorio de Quimica Orgdnica de
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la Facultad de Farmacia y Bioquimica. En el laborato-
rio, las flores fueron seleccionadas y lavadas, luego seca-
das a 40 °C en una estufa con aire circulante hasta peso
constante. La muestra seca se trituré con un molino de
cuchillas y el polvo obtenido se almacené en frascos de
color dmbar a 4 °C hasta el momento del anilisis’.

Obtencién de extracto etandlico de flores de Annona
muricata L. (guandbana)

Se pesé 500 g de muestra pulverizada, se coloc en un
frasco dmbar de boca ancha y se adicioné etanol 96°
hasta cubrir completamente la muestra, se dejé mace-
rando durante 14 dias con agitacién manual cada 24
h. Luego se filtré con papel filtro utilizando el vacio. El
filerado del macerado se concentré en un rotavapor y el
extracto crudo se secé a 40 °C en una estufa con aire
circulante. El extracto seco se almacend a 4 °C en frascos
dmbar hasta su andlisis’.

Determinacién del contenido de polifenoles en el ex-
tracto etandlico de flores de Annona muricata L. (gua-
nabana)

Se pes6 0,2 g del extracto etanélico seco y se disolvié
con 5 mL de metanol al 70 % en un bafio Maria a 70
°C con agitacién constante por 10 minutos, luego se en-
fri6 hasta temperatura ambiente y centrifugé a 400 rpm
por 10 minutos. El sobrenadante se recogi6 en un tubo
graduado completdndose el volumen a 10 mL con me-
tanol al 70 %. A partir de este volumen se tomé 4 mL
y se realizé la dilucién con agua hasta 100 mL. Se tomé
100 pL de la dilucién, se colocé en tubo de ensayo y se
agregd 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 0,2 N. A la
mezcla se agregd 400 pL de carbonato de sodio 7,5 %
w/v, se agit6 y se dejé en reposo durante una hora en
oscuridad. Finalizado el tiempo, se realizé la lectura de
la absorbancia en un espectrofotémetro de luz UV-Vis
a 765 nm. El valor de los polifenoles totales se expresé
como equivalente de dcido gdlico (EAG) en g/100 g de

extracto etanélico seco®.

Determinacién de la capacidad antioxidante por mé-
todo de captacién del radical 2,2-difenil-1-picrilhi-
drazil (DPPH)

Se mezclé 1 mL de solucién del radical DPPH 0,1
mmol/L con 3 mL de una serie de concentraciones de
extractos con concentraciones finales de 20,83; 41,67;
83,33 y 166,67 pg/mL disueltos en metanol, se agit6
vigorosamente usando un vortex y se dejé en reposo por
30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
Para el blanco, se utilizé 3 mL de metanol. La absor-
bancia se midié a 517 nm en un espectrofotémetro. Se
utilizé Trolox como referencia. Todas las mediciones se
realizaron por triplicado. La capacidad de captacién de
radicales de DPPH se calculé como sigue:

% de inhibicién de radical = (1- (Am — Ab) /As) x 100

Donde: Am es la absorbancia de la muestra, Ab es la
absorbancia del blanco y As es la absorbancia del radical.

Se representé gréficamente la capacidad de eliminacién
de radicales de cada concentracién del extracto. La IC,|
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se calculé como la concentracién de extracto que inhibe
el 50 % del radical (disminuir la concentracién inicial

de DPPH en un 50 %)°.

Determinacién de la capacidad antioxidante por el
método de captacién del radical catiénico (2,2-azi-
nobis [3-etilbenzotiazina-6-sulfonato]) (ABTS: *)

El radical ABTS* fue preparado haciendo reaccionar
ABTS (7 mM) y persulfato potésico (2,45 mM) durante
16 horas en la oscuridad a temperatura ambiente antes
de su uso. El radical ABTS* preparado se diluyé con
tampén de fosfato de sodio pH 7,4 hasta una absorban-
cia de 0,7+0,1 a 754 nm. Las muestras se prepararon en
cuatro concentraciones diferentes (10, 20, 40 y 80 mg/
mL). Se anadié 10 pl de cada muestraa 1 mL de solucién
ABTS diluida, se mezcld, se dejé en reposo 7 minutos
y se realizé la lectura de absorbancia a 734 nm en un
espectrofotémetro. Se utilizdé Trolox como esténdar de
referencia y los resultados se expresaron como valores de
% de inhibicién del radical ABTS y la concentracién

0,8
0,7

0,6

0,5

e =
R?=0,9986

que inhibe en 50 % del radical. Todos los andlisis se rea-
lizaron por triplicado’.

Anailisis de datos

El procesamiento y andlisis de los datos se realizé a tra-
vés de la estadistica descriptiva utilizando el programa
Microsoft Excel.

RESULTADOS

La figura 1 muestra la linealidad de las concentraciones
del 4cido gdlico (pg/mL) y sus respectivas absorbancias,
lo cual se demuestra con el valor del coeficiente de co-
rrelacién (R? = 0,9986)(ver Tabla 1).

Los resultados de absorbancia y % de inhibicién expre-
san como promedio (x)tdesviacion estdindar(DS) (n=3)

En la tabla 2 se evidencia la proporcionalidad de la con-
centraciéon del extracto etandlico de la muestra con res-

pecto al % de inhibicién del radical DPPH (ver figura 2).
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Figura 1. Curva de calibracion de estandar de acido galico

Tabla 1. Polifenoles totales en el extracto etandlico de las flores de Annona muricata L. (Quanabana)

Absorbancia

Concentracion polifenoles totales
(mg EAG/g de extracto)

0,307
0,318
0,304

10,946 + 0,008

Tabla 2. Capacidad antioxidante (% Inhibicion) frente al radical DPPH del extracto etandlico de las flores de Annona muricata L.

(guanabana)
Concentra(ﬁigt’)lrrlnﬂ;el extracto Abi;()irll;asr;cia % Inhibicién de DPPH (p;(/:ri:L)
0 0,457+0,001 0
20,83 0,408+0,002 10,78+0,49
14,67 0,353£0,001 22,8940,27 104,28
83,33 0,263+0,008 42,51£1,81
166,67 0,104+0,006 77,31%£1,22
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En la tabla 3 se evidencia la proporcionalidad de la con- (73,22 pg/mL) del radical ABTS es menor a compara-
centracién del extracto etanélico de la muestra con  cién al IC5 (104,28 pg/mL) del radical DPPH (tabla 2
respecto al % de inhibicién del radical ABTS~. EI IC, y figura 3).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH segun concentracion de la muestra

Tabla 3. Capacidad antioxidante (% Inhibicién) frente al radical ABTS del extractoetanolico de las flores de Annona muricata L.
(guanabana)

Concentra(:lgc;nmi?I extracto Ab?;ir;asf;‘:la % de Inhibicién (ngg‘ol_)
0 0,663+0,005 0
10 0,616+0,002 7,136+0,3341
20 0,576+0,011 13,161+1,177 73,22
40 0,474+0,011 28,573+1,731
80 0,304+0,009 54,116+1,365

Los resultados de absorbancia y % de inhibicion expresan como promedio (X)tdesviacion estandar(DS) (n=3)
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS* segun concentracion de la muestra
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DISCUSION

El contenido de polifenoles fue determinado mediante
el método de Folin-Ciocalteu en el extracto etandlico de
las flores de Annona muricata L., el dcido gdlico se utili-
26 como patrdén para la curva de calibracién. De acuerdo
con la curva de calibracién en la figura 1, la linea de
regresion presenta un coeficiente de correlacién de 99
% (R? = 0,9986), con lo cual se determiné el contenido
de polifenoles totales (10,946 + 0,008 mg EAG/g de ex-
tracto). Este valor es inferior al contenido en el extracto
etandlico de las hojas de Annona muricata L. (79,4 + 6,4
mg EAG/g) realizado con muestras de Sao Paulo, Bra-
sil’. Por otro lado, haciendo una comparacién con ex-
tractos de otra especie también es inferior al contenido
en el extracto metanélico de las flores de Papaver rhoeas
L. (95,4 + 2,42 mg EAG/g de extracto)', en el cual la
extraccién se realizé con metanol pudiendo ser éste el
motivo de la diferencia; asimismo, es inferior al conte-
nido de polifenoles del extracto etanélico en las flores
de cinco cultivares del género Malus manzano silvestre
(63,04£0,65 a 183,84+1,64 mg EAG/g de extracto).
Si bien es cierto el contenido de polifenoles es inferior
en comparacion a otras partes de la planta y otras espe-
cies, no significa necesariamente que tenga menor capa-
cidad antioxidante.

Segin la tabla 2, el porcentaje de inhibicién del radical
DPPH aumenta a medida que aumenta la concentra-
cién del extracto etandlico de las flores, evidenciando
la relacién directamente proporcional (R? = 0,9962).
Este resultado no concuerda con un trabajo realizado
en el extracto etandlico de las hojas de Annona muricata
L., en donde el % de inhibicién del radical DPPH no
tuvo relacién directa con la concentracién del extracto
etandlico (R? = 0,7852), cabe destacar que este trabajo
fue realizado con muestras de Uganda'; sin embargo, es
concordante con un trabajo realizado en Brasil en el ex-
tracto etanélico de las hojas de esta especie’. EI IC, para
el radical DPPH del extracto etandlico de las flores de
Annona muricata L. (104,28 pg/mL) es mayor al valor
encontrado en un trabajo en extracto etandlico de las
hojas (28,1+4,4 pg/mL)*, esto muestra que el extracto
etandlico de las flores tiene menor capacidad antioxi-
dante que el extracto etanélico de las hojas. Sin embar-
go, el IC, encontrado (104,28 pg/mL) es muy superior
al valor encontrado en el extracto etanélico de las hojas
con muestras de Uganda (2045,6 pg/mL)" y al IC, | del
extracto etandlico de la pulpa del fruto (724,98+ 3.00
pg/mL)'%; segiin estas comparaciones, el extracto etané-
lico de las flores tiene mayor capacidad antioxidante que
el extracto etandlico de las hojas y la pulpa del fruto.
Haciendo una comparacién de los valores obtenidos con
otras especies, la capacidad antioxidante es muy superior
al extracto etandlico de las hojas de Papaver rhoeas L.
(IC,, 3810 pg/mL)"; sin embargo, la capacidad neutra-
lizante del radical DPPH es inferior al extracto etanélico
de las flores de Prunus nume (ICSO: 43,11 + 3,24 pg/mL)
realizado en China®.

Segtin la tabla 3, el porcentaje de inhibicién del radical
ABTS* aumenta a medida que aumenta la concentracién
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del extracto etandlico de las flores, evidenciando que la
relacién es directamente proporcional (R?=0,9991). Es-
tos demuestran la correlacién lineal. La capacidad de in-
hibicién del radical ABTS es interesante en cuanto 80
pg/mL del extracto etandlico neutraliza mds del 50 %
del radical (54,11 %) superando largamente al extracto
etandlico de las hojas de Annona, donde se reporté que
250 pg/mL de este extracto neutraliza cerca del 90 % del
radical'®. Teniendo en cuenta la linealidad del ensayo, el
extracto etandlico de las flores tiene mayor capacidad de
neutralizacién del radical ABTS*. El valor obtenido de
IC, del extracto etandlico de las flores de Annona mu-
ricata L. (guandbana) para el radical ABTS fue 74,22
pg/mL, segtin este valor la capacidad antioxidante es su-
perior al valor obtenido en el extracto etandlico de las
flores de Prunus mume (IC: 169,14+ 3,97 pg/mL)";
sin embargo es inferior a la capacidad neutralizante del
radical ABTS* del extracto etandlico de las flores de
Erigeron annuus (ICsO: 20,3 + 0,4 pg/mL)". El radical
ABTS~ es neutralizado por los antioxidantes lipofilicos e
hidrofilicos, en un extracto etandlico se puede encontrar
ambos tipos de antioxidantes, a nivel de un organismo
la generacién de oxidantes se dan en medios acuosos y
grasos, por lo que, el efecto obtenido 77 vitro sobre este

radical se acercan mds a los efectos 7 vivo'®.

CONCLUSIONES

Los polifenoles totales en el extracto etandlico de las
flores de Annona muricata L. (guandbana) fue 10,946
+ 0,008 mg EAG/g de extracto. En cuanto a la capa-
cidad antioxidante; 104,28 pg/mL neutraliza en 50 %
del radical DPPH y 73,22 pg/mL el 50 % del radical
ABTS. De acuerdo con el valor de IC, para el radical
ABTS, el extracto etandlico de las flores de Annona
muricata L. (guandbana) posee una importante capa-
cidad antioxidante.
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