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RESUMEN

Introduccién: la Annona muricata L. (guanabana) se emplea en la etnomedicina
para el tratamiento de diferentes enfermedades. Se han determinado la presencia de
flavonoides en las hojas, los cuales poseen propiedades antidiabéticas, antioxidantes
y antiinflamatorias.

Objetivo: evaluar la influencia de parametros operacionales de extracciéon en la
obtencién de flavonoides a partir de las hojas de A. muricata.

Métodos: se emplearon hojas secas, previamente molidas como material vegetal y
etanol como disolvente. La evaluaciéon de las variables de operacion se realiz6 a partir
de un disefio experimental de superficie respuesta compuesto central rotacional 23
con puntos estrellas, seleccionandose los intervalos entre 50 y 70 mL/g para la
relacion material vegetal-volumen de disolvente, entre 40 y 80 % la concentracion de
etanol y entre 2 y 3 h el tiempo de extraccion. Se determiné la presencia de
flavonoides y quercetina en los extractos obtenidos. La cuantificacion de flavonoides
totales se realizé por un método colorimétrico a 430 nm, expresado como quercetina.
Para la mejor condicidon experimental se realizaron experimentos por triplicado y se
comparé con el valor predicho por el disefio encontrandose una buena correlaciéon
entre ambos.
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Resultados: la condicion 6ptima en la extraccion de flavonoides totales se obtuvo a
una concentraciéon de etanol de un 96 %, una relacién de 70 ml/g y un tiempo de

1,6 h. Las variables significativas resultaron los efectos cuadréaticos de la relacion
material vegetal-volumen de disolvente y la concentraciéon de etanol.

Conclusiones: se seleccionaron las mejores condiciones de extraccion en la
obtencién de un extracto a partir de hojas de guanabana con presencia de
flavonoides, a partir de las cuales se alcanzé un rendimiento del proceso de extraccion
de 87 %.

Palabras clave: Annona muricata L.; flavonoides; extracciéon sélido-liquido.

ABSTRACT

Introduction: Annona muricata L. (soursop) is used in ethnomedicine for the
treatment of various diseases. Leaves of this species have been found to contain
flavonoids, which are compounds with antidiabetic, antioxidant and anti-inflammatory
properties.

Objective: evaluate the influence of operational parameters on the extraction of
flavonoids from A. muricata leaves.

Methods: dry ground leaves were used as plant material and ethanol as solvent.
Evaluation of the operational variables was based on a 23 experimental rotatable
response surface central composite design with star points, selecting the intervals
between 50 and 70 ml/g for the plant material / solvent volume ratio, 40% to 80%
for ethanol concentration and 2 to 3 h for extraction time. Flavonoids and quercetin
were found in the extracts obtained. Total flavonoids were quantified using a
colorimetric method at 430 nm, expressed as quercetin. Experiments were conducted
in triplicate to determine the best experimental condition. Comparison with the design
value predicted showed a good correlation between the two.

Results: the optimal condition for extraction of total flavonoids was reached at an
ethanol concentration of 96%, a 70 ml/g ratio and a time of 1.6 h. The variables
found to be significant were the quadratic effects of the plant material / solvent
volume ratio and ethanol concentration.

Conclusions: a selection was made of the best conditions to obtain an extract from
soursop leaves containing flavonoids, in which an extraction output of 87% was
achieved in the extraction process.

Key words: Annona muricata L.; flavonoids; solid-liquid extraction.

INTRODUCCION

Las plantas medicinales representan el 25 % del total de las prescripciones médicas
en los paises industrializados; en los paises en desarrollo su uso representa el 80 %
del arsenal terapéutico. Debido a esto, las grandes transnacionales tienen como
objetivo primordial la busqueda de nuevas fuentes de origen vegetal y tienen en
cuenta la amplia riqueza bidtica presente en el planeta, donde existen adn regiones
sin explorar.t:2
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La Annona muricata L. también popularmente conocida como guanabana es un
pequefo arbol perteneciente a la familia Annonaceae, género Annona. Es una planta
de fruto comestible y se destaca por su aromatica, subacida y jugosa pulpa.® Es un
arbol nativo de América Tropical, se le encuentra en todo el continente americano y
se cree gue su origen es la cuenca del Rio Amazonas.*

Se han identificado en las hojas diferentes compuestos con actividad antiparasitaria,
antipirética, antiinflamatoria, antihipertensiva, antioxidante, antidiabética,
anticancerigena, analgésica y antiviral.®

Los flavonoides son metabolitos secundarios que se encuentran en todas las partes de
las plantas, y cumplen una funcién protectora de ella y sus frutos. Asi como estos
compuestos tienen una funcion relevante en la planta, también cobran importancia
farmacéutica.

Se ha identificado en extractos etandlicos de hojas de A. muricata la presencia de
flavonoides, a los cuales se les atribuyen actividades farmacoldgicas tales como:
antidiabética, antiinflamatoria y antioxidante.®’

En LABIOFAM existe el interés de obtener un extracto rico en flavonoides debido a las
diferentes propiedades que se le atribuye. Si bien aparecen diferentes reportes de
extractos totales de A. muricata que refieren la presencia de flavonoides, se hace
necesario la concepcion de un procedimiento nacional que permita la obtencién de un
extracto rico en flavonoides el cual podra ser reproducido a escala industrial para
garantizar la futura demanda de este fitomedicamento.

El objetivo de este trabajo es evaluar la influencia de parametros operacionales de
extraccion en la obtencion de flavonoides a partir de las hojas de A. muricata.

METODOS
Material vegetal

En los ensayos se utilizé hojas secas de A. muricata recolectadas de forma manual
entre los meses de marzo y mayo de 2013 en el Grupo Empresarial LABIOFAM. Las
hojas previamente molidas (3 - 5 mm de tamafio de particulas) en un molino de
cuchillas modelo CEMOTEC 1090 se secaron en estufa eléctrica con recirculacion de
aire a 38 °C, durante un tiempo de 72 h.

Materiales

El disolvente etanol se suministré por LABIOFAM con una pureza del 96 %, por lo que
no fue necesario someterlo a ningun proceso de purificacion. El agua desionizada
empleada se suministré por el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM).
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Estudio preliminar de la influencia de los parametros de operacioéon en la
etapa de extraccion de flavonoides a partir de las hojas de A. muricata

Estudio de la influencia del disolvente en la extraccion de flavonoides

Para seleccionar el tipo de disolvente se empled 2 g de hojas y una relacion volumen
de disolvente-material vegetal de 50 ml/g para evitar la saturacion del disolvente. El
tiempo de extraccion fue de 1 h. Se evaluaron diferentes concentraciones de etanol
(96 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %) y agua. Todos los estudios se realizaron por
duplicado.

Estudio de la influencia de la relacion disolvente- material vegetal en la
extraccion de flavonoides

Para el estudio de la influencia de la relacion disolvente- material vegetal se emple6 2
g de hojas utilizandose como disolvente etanol al 80 % y un tiempo de extraccién de
1 h. Las relaciones empleadas fueron de 20, 30, 40, 50, 60, 70 ml/g. Todos los
estudios se realizaron por duplicado.

Estudio de la influencia del tiempo en la extracciéon de flavonoides

Para el estudio de la influencia del tiempo de extraccidon se utilizaron 6 g de material
vegetal, una relaciéon volumen de disolvente/ material vegetal de 50 ml/g y se
tomaron alicuotas no representativas del liquido de extraccion (4 ml) a las 0,5; 1;
1,5; 2; 2,5y 3 h. Se empleé como disolvente etanol al 80 %. Todos los estudios se
realizaron por duplicado.

Optimizacion de la etapa de extraccion en la obtenciéon de flavonoides a
partir de hojas de A. muricata

La influencia de los parametros de operacion de la etapa de extraccion: tiempo (h),
relacién volumen de disolvente-material vegetal (ml/g) y concentracién de disolvente
(%) se realiz6 a partir de un disefio factorial de superficie de respuesta compuesto
central rotacional (2%) de 17 corridas, incluyendo 6 puntos estrellas. Los niveles
estudiados fueron seleccionados teniendo en cuenta los resultados preliminares
obtenidos.

En cada ensayo se utilizaron 2 g de material vegetal, posterior al proceso extractivo
se separo el extracto del residuo vegetal mediante gasa y se filtré bajo presiéon
reducida, a través de lona filtrante. Como variable de respuesta se evalu6 la
concentracion de flavonoides.

Cuantificacion del contenido de flavonoides presente en las hojas de A.
muricata

La determinacion se realiz6 empleando un método colorimétrico por reaccién con
cloruro de aluminio en metanol, con un espectrofotometro, a 430 nm expresados
como quercetina a partir de una curva de calibracion.®

Analisis estadistico

A los resultados del disefio se les realizé un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar las variables con diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Ademas se realiz6é un analisis de regresidon multiple para determinar a
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partir del coeficiente de determinacion (R 2) y del coeficiente de determinacion
ajustado (Adj. R?) si existe buena correlacion entre los valores obtenidos.

RESULTADOS

Estudio preliminar de la influencia de los parametros de operacién en la
extraccion de flavonoides a partir de las hojas de A. muricata

Como se aprecia en la fig 1, con el aumento de la concentracién de etanol se
incrementa el contenido de flavonoides, obteniéndose los mayores valores para una
concentracion de etanol de un 80 %.
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Fig. 1. Influencia de las variabhles de proceso en la extraccion de
flavonoides. &) Concentracidn de etanol, B) Relacidn disolvente/ma-
terial vegetal, C) Tiempo de extraccidn,
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Los valores de contenido de flavonoides extraidos fueron superiores para valores de
concentraciones de etanol entre 40 y 96 %, no existiendo diferencias significativas,
por lo que se decide tomar como intervalo de trabajo para el disefio entre 40 y 80 %.

Se aprecia ademas, que a un aumento de la relacién disolvente/material vegetal se
favorece la extraccion de flavonoides sobre todo en el intervalo de 50 ml/g a 70 mi/g,
obteniéndose un maximo a una relaciéon de 60 mi/g. En el caso de la relacién 70 ml/g
se observa que ha disminuido con respecto a 60 ml/g lo cual se puede atribuir a que
las hojas se hayan saturado con el disolvente por lo cual hay una disminucién de la
solubilidad y con ello del intercambio de soluto. Por lo anterior se decide trabajar en
el intervalo de 50 ml/g a 70 mi/g en la optimizacién de esta variable.

Como se puede apreciar en la_fig 1C, un aumento del tiempo favorece la extraccion de
flavonoides, obteniéndose un maximo a los 2,5 h. A las 3 h se observa una ligera
disminucién, lo cual se puede atribuir a una posible degradacién de metabolitos.

Como se observa, existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los contenidos de flavonoides totales para valores de tiempo menores de 1,5 hy
mayores de este valor hasta las 3 h. Se aprecia ademas que al transcurrir las 3 h hay
una ligera disminucién en el contenido de flavonoides.

Teniendo en cuenta el comportamiento observado, se decide trabajar en el intervalo
de 2 a 3 h en los estudios de optimizacién. (tabla 1)

Optimizacion de la etapa de extraccion solido-liquido en la obtencidn de
flavonoides a partir de hojas de A. muricata

El mayor valor de concentracién de flavonoides (0,205 mg/g mat.veg) se alcanzé
trabajando a una concentracion de etanol de 96 %, un tiempo de 2,5 h y una relaciéon
disolvente/ material vegetal de 60 ml/g y el menor valor de concentracion de
flavonoides se obtuvo para una concentraciéon de etanol de 40 %, un tiempo de 3 hy
una relacion disolvente/ material vegetal de 50 ml/g.

A partir de los resultados se realizé un analisis de varianza, los que se muestran en la
tabla 2.
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Tabla 1. Resultados del disefio experimental

Tiempo Relacidn Concentracidén | Concentracion de
ih) VD-MV etanol (%) flavonoides
(mL/q) (ma/g mat.veg)
1 2,0 70 80 0,176
2 2,5 60 26 0,168
3 2.0 50 80 0,170
4 2.5 60 96 0,205
3 2.5 77 60 0,147
6 2.0 50 40 0,145
7 3,0 70 80 0,190
8 3,0 70 40 0,137
9 3,0 50 40 0,109
10 2,0 70 40 0,141
11 2,5 43 60 0,133
12 3.3 60 50 0,131
13 2.5 60 50 0,167x0,001
14 3,0 50 80 0,173
15 1,66 60 60 0,188
Leyenda

VD-MV: Volumen de disolvente / material vegetal

ml/g: mililitros/gramaos

mg/g mat.veg: miligramos de flavonoides / gramos de material vegetal

http://scielo.sld.cu
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Tabla 2. Andlisis de Varianza para contenido de flavonoides obtenidos en el extracto

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-p
Cuadrados Medio

A:Tiempo 0,000194 1 0,000194 1,25 0,2855
B:Relacién 0,000364 1 0,000364 2,34 0,1523
C: Concentracion 0,004190 1 0,004190 26,86 0,0002
BB 0,002516 1 0,002516 16,13 0,0017
Error total 0,0018718 12 0,0001155

Total (corr.) 0,0091377 16

Leyenda

A: Tiempo de extraccion
B: Relacion disolvente / material vegetal
C: Concentracion de etanol

BE: Efectos cuadraticos de |la relacion disolvente/material vegetal

Teniendo en cuenta el analisis de varianzas se observa que las variables significativas
fueron la interaccidn cuadratica de la relacion disolvente/ material vegetal y la
concentracion de etanol para valores de probabilidad menores que 0,05.

Mediante la aplicacion del analisis de regresion multiple a los datos experimentales,
las variables respuestas y las variables independientes se correlacionan a un
polinomio de segundo orden como en la siguiente ecuacion:

Fv = —0,391656 + 0,000875846 = C,, — 0000138967 = (r.: ) (ecuacién1)

m

El analisis de variancia (ANOVA) del modelo de regresién cuadratico muestra que los
valores del coeficiente de determinaciéon (R ?) y del coeficiente de determinacion
ajustado (Adj. R?) fueron 85y 76 % respectivamente, lo que sugiere un alto grado de
correlacion entre los valores observados y predichos.

Al analizar el diagrama de Pareto (Fig 2), se observa que el parametro que mas
influye positivamente en el proceso de extraccion es la influencia de la concentracion
de etanol, pues a mayor concentracion mayor sera la extraccion de flavonoides. En
segundo lugar influyen de forma negativa en el proceso, los efectos cuadraticos de la
relaciéon disolvente/ material vegetal.
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Fig. 2. Diagrama de Pareto para la extraccion de flavonoides a partir
de hojas de A, muricata,

A partir de los resultados, el gréafico de superficie de respuesta (fig 3) muestra que las
condiciones mas favorables para la extracciéon de flavonoides a partir de hojas de A.
muricata bajo las condiciones evaluadas son: tiempo de extracciéon 1,6 h; relacion
disolvente/material vegetal de 62 mg/g mat. veg. y una concentracion de etanol de
96 %.
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Fig. 3. Grafico de Superficie de Respuesta Estimada en la extraccidn de flavonoides a partir
de hojas de &, muricata,
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DISCUSION

Estudio preliminar de la influencia de los parametros de operacioéon en la
extraccion de flavonoides a partir de las hojas de A. muricata

En cuanto al comportamiento de etanol se encontraron en la literatura resultados
similares al arrojado en el presente estudio.®

El comportamiento obtenido para las concentraciones de etanol y relaciones
disolvente/material vegetal empleadas es esperado debido a que los procesos de
extraccion son mas eficientes cuando la cantidad de disolvente es elevada.
Generalmente grandes cantidades de disolvente pueden disolver constituyentes mas
eficientemente, conduciendo a un aumento del rendimiento de extraccion.® Por el
contrario, pequefas relaciones de disolvente material vegetal pueden propiciar bajos
rendimientos de extraccion debido a que se alcanza el equilibrio!* y al no existir una
diferencia de concentracion del metabolito en la fase liquida y dentro de la matriz
vegetal finaliza el proceso de transferencia de masa. Por consiguiente, la eleccion de
voliumenes apropiados de disolventes es una tarea muy importante.

En el caso de la variable tiempo el comportamiento coincide con lo reportado en la
literatura en la que obtiene las mejores concentraciones de flavonoides a las 2 h de
extraccion.?

En este trabajo se llevé a cabo la evaluacion de la influencia de los parametros de
proceso para la obtencion de un extracto con presencia de flavonoides a partir de
hojas de A. muricata. La concentracion de la mezcla hidroalcohdlica utilizada como
disolvente de extraccion fue el parametro que tuvo mayor influencia en el rendimiento
del proceso. Se determinaron las mejores condiciones que favorecen el proceso de
extraccion de flavonoides a nivel de laboratorio, utilizandose como parametros de
operacion una temperatura de 50 °C, un tiempo de 1,6 h y una relaciéon volumen de
disolvente/ material vegetal de 62 mL/g.
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