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ABSTRACT

In this study was evaluated the antibacterial
(Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium,
Bacillus subtilis and Enterococcus faecalis), antifungal
(Colletotrichum  gloeosporioides  and Rhizopus
stolonifer), toxic and antioxidant activities of 15
fractionated extracts from three fractions (F1, F2 and
F3) of the samples: fresh pulp, pulp stored for 3, 6 and
12 months at -20 °C and heat-treated pulp (70 °C, 30
min) of soursop (Annona muricata L.). F3 fractions of
all treatments were more effective as antibacterial,
antifungal and antioxidant. The F3 fraction from
fresh pulp had the most antibacterial activity against
Enterobacter aerogenes and Salmonella Typhimurium
(18 and 20 mm of inhibitory halo, respectively); likewise,
against Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus
stolonifer with 59 % and 38 % of inhibition and also it
presented the highest antioxidant activity. In contrast,
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RESUMEN
En este estudio se evalu6 la actividad
antibacteriana  (Enterobacter aerogenes, Salmonella

Typhimurium, Bacillus subtilis y Enterococcus faecalis),
antifungica (Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus
stolonifer), toxica y antioxidante de 15 extractos
fraccionados, obtenidos a partir de tres fracciones (F1, F2
y F3) de cada una de las siguientes muestras: pulpa fresca,
pulpa congelada almacenada durante 3, 6 y 12 meses y
pulpa tratada térmicamente (70 °C, 30 min) de guanabana
(Annona muricata L.). Las fracciones F3 de todos los
tratamientos fueron mas efectivas como antibacterianas,
antifingicas y antioxidante; sin embargo, la fraccion F3
de pulpa fresca, tuvo la mayor actividad antimicrobiana
contra Enterobacter aerogenes y Salmonella Typhimurium
(18 y 20 mm de halo de inhibicion, respectivamente); asi
mismo contra Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus
stolonifer con 59 % y 38 % de inhibicion, ademas present6
la mas alta actividad antioxidante (79 %). En contraste,
la mayor toxicidad (2.60-2.84 pg/mL) fue obtenida en la
fraccion F1 de la pulpa fresca y pulpa almacenada a -20
°C por 3 meses. En conclusion, los extractos de pulpa de
guanabana pueden ser una alternativa para el desarrollo de
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the highest toxicity (2.60-2.84 pg/mL) was found in F1
fractions from fresh pulp and pulp stored at -20 °C for
3 months. In conclusion, the extracts from soursop pulp
may be an alternative for the development of antibacterial
organic products, as pre-treatment for biological control of
postharvest diseases and they can be studied, by their high
toxicity from the pharmaceutic point of view.
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Introduction

The phytochemical content of Annona muricata
L. (A. muricata), is related with its pharmacological and
toxicological evaluation; therefore, the measuring of
antioxidant, antibacterial, antifungal and toxic properties
from pulp give to us, its potential as functional,
nutraceutical or toxicological food. Several antioxidant
screenings have been conducted with A. muricata crude
extracts from pulp, leaf and seed. Coria-Téllez et al.
(2018) compiled studies on the antioxidant activity of
A. muricata concluding that its antioxidants have gained
interest due to their protective effect against oxygen-
derived free radicals involved in the development of
many diseases.

On the other hand, it has been reported that A. muricata
crude extracts from leaves, peel, seed and stem, have
antibacterial activity against gram-positive and gram-
negative bacteria. Different kind of bacteria such
as: B. subtilis, E. coli, S. aureus, M. tuberculosis, S.
Thyphimurium and K. pneumonia have been inhibited
by A. muricata extracts (Solomon-Wisdom et al., 2014;
Radiji et al., 2015; Roger et al., 2015; Coria-Téllez et al.,
2018). Antimicrobial bioactivity of A. muricata extracts
is attributed to flavonoids, steroids and alkaloids. The
mechanism of action is probably due to a synergism
of these compounds (Radji et al., 2015). Microbial
infections produce approximately 15 million deaths
per year worldwide, with 70 % of deaths caused by
bacterial infections (Essama et al., 2016). Unfortunately,
some bacteria have developed resistance to antibiotics
(extrinsic resistance) (Sanchez-Maldonado et al., 2017).
Therefore, the study of new antimicrobial agents can be
address to global public health threats due to the high

productos organicos antibacteriales, como pre-tratamiento
para el control biolégico de enfermedades poscosecha y
pueden ser estudiados, por su toxicidad, desde el punto de
vista farmacéutico.

PALABRAS CLAVE

Annona muricata L; actividad biolégica; extractos;
pulpa de guanabana.

Introduccién

El contenido fitoquimico de Annona muricata
L. (A. muricata) estad relacionado con su evaluacion
farmacologica y toxicoldgica; por lo tanto, la medicion de
las propiedades antioxidante, antibacterial, antifngica, y
téxicas de la pulpa nos indica, su potencial como alimento
funcional, nutracéutico o toxicoldgico. Se han realizado
varios analisis antioxidantes con extractos crudos a partir
de pulpa, hoja y semilla de A. muricata. Coria-Téllez et al.
(2018) compilaron estudios sobre la actividad antioxidante
de A. muricata y concluyeron que sus antioxidantes han
ganado interés debido a su efecto protector contra los
radicales libres derivados del oxigeno que participan en el
desarrollo de muchas enfermedades.

Por otro lado, ha sido reportado que los extractos crudos a
partir de hojas, cascara, semilla y tallo de A. muricata, tienen
actividad antibacteriana contra bacterias gram-positivas
y gram-negativas. Diferentes tipos de bacterias como: B.
subtilis, E. coli, S. aureus, M. tuberculosis, S. Thyphimurium
y K. pneumonia han sido inhibidas por extractos de A.
muricata (Solomon-Wisdom et al., 2014; Radji et al., 2015;
Roger et al., 2015; Coria-Téllez et al., 2018). La bioactividad
antimicrobiana de los extractos de A. muricata es atribuido
a los flavonoides, esteroides y alcaloides. ElI mecanismo
de accion probablemente se deba a la sinergia de estos
compuestos (Radji et al., 2015). Las infecciones microbianas
producen aproximadamente 15 millones de muertes por afio
en todo el mundo, con el 70 % de las muertes causadas
2016).
Desafortunadamente, algunas bacterias han desarrollado

por infecciones bacterianas (Essama et al,

resistencia a antibidticos (resistencia extrinseca) (Sanchez-
Maldonado et al., 2017). Por lo tanto, el estudio de los
nuevos agentes antimicrobianos puede ser dirigidos a las
amenazas mundiales para la salud publica debido a la alta
resistencia de los patégenos a los antimicrobianos y a la falta
de desarrollo de nuevos antimicrobianos (Reis et al., 2015).
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resistance of pathogens to antimicrobials and the lack
of development of new antimicrobials (Reis et al., 2015).
In the same way, fungal infections have been increasing in
the last years, due to the resistance of phytopathogens
to fungicides, which has a significant impact on the
economy due to the post-harvest losses caused
by various fungi (Yang & Jiang, 2015). In the last
decade, there is a great interest in the study of natural
compounds as substitutes for synthetic fungicides and
a large number of in vitro studies has demonstrated
that the antifungal effects of plant extracts reduce the
incidence of post-harvest pathogens (Ramos-Guerrero et
al., 2018). The scientific studies on the antifungal effect
of A. muricata extracts are scarce; however, Bautista-
Bafios et al. (2000a, 2000b, 2002) reported that A.
cherimola, A. muricata and A. reticulata crude extracts
from leaf and stem, had antifungal activity in vitro
against Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus
stolonifer. The authors concluded that the bioactive
compounds present in Annonaceae crude extracts had
a fungicidal potential.

It has been reported that aqueous extracts and isolated
acetogenins from leaves or soursop pulp caused
neurodegeneration or atypical Parkinsonism (Potts et
al., 2012). However, Arthur et al. (2011) reported that
doses greater than 5 mg/g of aqueous extract might
cause kidney damage, unlike the 1mg/g dose that
showed hypoglycemic and hyperlipidemia properties.
The most toxic extracts that have been reported are
methanol extracts of pericarp, fruit pulp or seed (Boyom
et al., 2011). Therefore, more studies on the toxic effect
in soursop pulp are required.

The biological activities reported in A. muricata are using
crude extracts from leaf, stem, peel and seed. Therefore,
the objective of this work was to evaluate the antioxidant,
bactericidal, fungicidal and toxic effects of fractioned
extracts obtained from fresh soursop pulp and pulp
stored at different storage conditions.

Materials and Methods

Plant material

The soursop fruits (Annona muricata L.) were
harvested in physiological maturity (light green skin,
separate spines and firmness), of a uniform size,
in orchards located in the community of “El Tonino”

Del mismo modo, las infecciones por hongos han aumentado
en los Ultimos afos, debido a la resistencia de los fitopatdgenos
a los fungicidas, el cual tiene un impacto significativo en la
economia debido a las pérdidas postcosecha causadas por
varios hongos (Yang & Jiang, 2015). En la uUltima década, hay
un gran interés en el estudio de los compuestos naturales
como sustitutos de fungicidas sintéticos y un gran niumero de
estudios in vitro ha demostrado que los efectos antiflingicos de
los extractos de plantas reducen la incidencia de patégenos
postcosecha (Ramos-Guerrero et al., 2018). Los estudios
cientificos sobre el efecto antifingico de extractos de A.
muricata son escasos; sin embargo, Bautista-Bafios et al.
(2000a, 2000b, 2002) reportaron que los extractos crudos
de hojas y tallo de A. cherimola, A. muricata y A. reticulata,
tuvieron actividad antifingica in vitro contra Colletotrichum
gloeosporioides y Rhizopus stolonifer. Los autores concluyeron
que los compuestos bioactivos presentes en los extractos
crudos de Annonaceae tenian un potencial fungicida.

Ha sido reportado que los extractos acuosos y acetogeninas
aisladas de las hojas o la pulpa de guanabana causaron
neurodegeneracién o parkinsonismo atipico (Potts et al.,
2012). Sin embargo, Arthur et al. (2011) reporté que dosis
mas altas de 5 mg/g de extracto acuoso podrian causar
dafio renal, a diferencia de la dosis de 1 mg/g que mostraba
propiedades de hipoglucemia e hiperlipidemia. Los extractos
mas téxicos que se han reportado son extractos metandlicos
de pericarpio, pulpa de fruta o semilla (Boyom et al., 2011).
Por lo tanto, se requieren mas estudios sobre el efecto téxico
en la pulpa de guanabana.

Las actividades bioldgicas reportadas en A. muricata son
utilizando extractos crudos de hojas, tallos, cascaras y semillas.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos
antioxidantes, bactericidas, fungicidas y téxicos de extractos
fraccionados obtenidos de pulpa de guanabana fresca y pulpa
almacenada en diferentes condiciones de almacenamiento.

Material y Métodos

Material vegetal

Los frutos de guanabana (Annona muricata L.)
fueron recolectaron en madurez fisiolégica (cascara verde
clara, espinas separadas y firme), de un tamafo uniforme en
huertos ubicados en la comunidad de “El Tonino” Compostela,
Nayarit, México. Los frutos fueron madurados a 25 °C y 80-
90 % de humedad relativa. Las frutas fueron peladas y
desemilladas. La pulpa se uso en los analisis como sigue:
pulpa fresca (PF), pulpa almacenada a -20 °C por 3 meses

Revista Bio Ciencias 6, e400.



revista

Biological activity of extracts from Soursop pulp./Actividad biolégica de extractos de pulpa de Guanabana.

Compostela, Nayarit, Mexico. The fruits were ripened at
25 °C and 80-90% of relative humidity. The fruits were
peeled and seeded and the pulp was used in the analysis
as follows: fresh pulp (PF), pulp stored at -20 °C for 3
months (PC3), 6 months (PC6) and 12 months (PC12)
and pulp treated at 70 °C for 1 h and 345.23 kPa under
vacuum pressure (PT). All samples were freeze-dried at
-50 °C and 0.12 mbar using a freeze dryer LABCONCO
equipment (Model 77522020, Kansas, Misuri, USA).

Preparation of crude extracts

The lyophilized sample (300 g) from each
treatment (PF, PC3, PC6, PC12 and PT) was mixed
with 600 mL of chloroform; then the mixture was treated
with 3 cycles (1 cycle for 1 h) at a constant frequency
(42 kHz) on an ultrasonic equipment (Cole-Palmer8891,
Illinois, USA). The extracts were filtered and the solvent
evaporated to dryness in a Yamato rotary evaporator
(RE300, Santa Clara, California, USA) (Le6n-Fernandez
et al., 2017a).

Fractionation of crude extracts

The dry crude extract from each treatment
(PF, PC3, PC6, PC12 and PT) was eluted through a
chromatographic column (6.4 x 57.0 cm, 80 g SiO? 60
mesh), with CHCI,/MeOH (chloroform/methanol). Three
fractions of 200 mL of each treatment were obtained in
a ratio chloroform:methanol of 95:5, 90:10 and 85:15
v/v. Each fraction (F) was evaporated to dryness in a
rotary evaporator, obtaining in total 15 fractions: PF-F1,
PF-F2 and PF-F3 for PF sample; PC3-F1, PC3-F2 and
PC3-F3 for PC3 sample; PC6-F1, PC6-F2 and PC6-F3
for PC6 sample; PC12-F1, PC12-F2 and PC12-F3 for
PC12 sample; PT-F1, PT-F2 and PT-F3 for PT sample.

Bactericidal activity

Typhimurium CCM 5445 (S.
subs enteric Bioserotipo Typhimurium),
Enterobacter aerogenes CCM 7797 (E. aerogenes),
Enterococcus faecalis CCM 2541 (E. faecalis) and
Bacillus subtillis ATCC 663 strains were donated by
the Public Health State Laboratory of Tepic Nayarit,
Mexico. The bactericidal effect of the fractions was
evaluated using the protocol of Bauer et al. (1966),
with some modifications. The strains were re-growth
into nutritive agar and incubated at 37 °C for 24 h.
The bacterial suspensions were inoculated in a tube
with saline-solution (0.1 %). These suspensions were

Salmonella
enterica

(PC3), 6 meses (PC6) y 12 meses (PC12) y pulpa tratada
a 70 °C durante 1 hora y 345.23 kPa bajo presién de vacio
(PT). Todas las muestras se liofilizaron a -50 °C y 0.12 mbar
utilizando un equipo de liofilizacion LABCONCO (Modelo
77522020, Kansas, Misuri, EE. UU.).

Preparacion de extractos crudos

Las muestra liofilizada (300 g) de cada tratamiento
(PF, PC3, PC6, PC12 y PT) fue mezclada con 600 mL de
cloroformo; luego, la mezcla fue tratada con 3 ciclos (1 ciclo
durante 1 h) a una frecuencia constante (42 kHz) en un
equipo ultrasénico (Cole-Palmer8891, lllinois, EE. UU.). Los
extractos se filtraron y el disolvente se evapor6 a sequedad
en un evaporador rotatorio Yamato (RE300, Santa Clara,
California, EE. UU.) (Leén-Fernandez et al., 2017a).

Fraccionamiento de extractos crudos

El extracto crudo seco de cada tratamiento (PF,
PC3, PC6, PC12 y PT) fue eluido a través de una columna
cromatografica (6.4 x 57.0 cm, 80 g de malla SiO? 60), con
CHCI,/MeOH (cloroformo/metanol). Se obtuvieron tres
fracciones de 200 mL de cada tratamiento en una proporcién
de cloroformo: metanol de 95: 5, 90:10 y 85:15 v/v. Cada
fraccion (F) se evapor6 a sequedad en un evaporador
rotatorio, obteniendo en total 15 fracciones: PF-F1, PF-F2 y
PF-F3 para la muestra de PF; PC3-F1, PC3-F2y PC3-F3 para
muestra de PC3; PC6-F1, PC6-F2 y PC6-F3 para muestra de
PC6; PC12-F1, PC12-F2 y PC12-F3 para muestra de PC12;
PT-F1, PT-F2 y PT-F3 para muestra de PT.

Actividad bactericida

Las cepas de Salmonella Typhimurium CCM
5445 (S. enterica subs enteric Bioserotipo Typhimurium),
Enterobacter aerogenes CCM 7797 (E. aerogenes),
Enterococcus faecalis CCM 2541 (E. faecalis) y Bacillus
subtillis ATCC 663, fueron donadas por el Laboratorio
Estatal de Salud Publica de Tepic, Nayarit, México. El
efecto bactericida de las fracciones se evalué utilizando
el protocolo de Bauer et al. (1966),
Las cepas fueron re-sembradas en

con algunas
modificaciones.
agar nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Las
suspensiones bacterianas se inocularon en un tubo
con solucién salina (0.1 %). Estas suspensiones fueron
comparadas con el patron de turbidez McFarland 0.5 %
que corresponde a una suspension homogénea de 1.5x108
CFU/mL. Se colocaron discos estériles (5 mm) sobre agar
base de sangre. Las fracciones (2 mg) se redisolvieron
en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSQO). Luego, se colocaron
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compared with the turbidity pattern McFarland 0.5 %
that correspond to homogenous suspension of 1.5x10%
CFU/mL. Sterile disks (5 mm) were put on blood base
agar. The fractions (2 mg) were re-dissolved in 1 mL of
dimethyl sulfoxide (DMSO). Then, 20 L of each fraction
(2 mg/mL) were placed on a sterile disk. The same
microliters of ciprofloxacin antibiotic (2 mg/mL) were
used as positive control and DMSO as negative control.
All the treatments were incubated at 37 °C for 24 h. The
diameter of inhibitory halo (mm) was measured after the
incubation time.

Antifungal activity

Rhizopus  stolonifer  and Colletotrichum
gloeosporioides were isolated from soursop fruit and
donated by the National Center for Genetic Resources
(CNRG, Tepatitlan, México) and by The

Laboratory of Biotechnology of Instituto Tecnoldgico

Jalisco,

de Tepic (Tepic Nayarit, Mexico), respectively. The
strains were re-growth in PDA agar 28 °C for 72 h. The
fractions (5 mg) were re-dissolved in 1 mL of DMSO.
After, each fraction was incorporated into Petri dishes.
Mycelial inhibition was expressed as the percentage of
inhibition of radial growth relative to the positive control
(ketoconazole, 5 mg/mL). A disc agar (5 mm) containing
the respective pathogen was placed at the center of
each dish. Each of them was incubated for four days for
Rhizopus stolonifer and seven days for Colletotrichum
gloeosporioides at 28 °C. At the end of incubation
period, radial growth of the cultures was measured.
The negative control was DMSO (1 mL). Three replicate
dishes were used for each treatment (Bautista-Bafios
et al., 2002).

Antioxidant activity (AOX)

The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radical scavenging assay was performed using the
method reported by Prior et al. (2005). The DPPH
radical (5 mM) was dissolved in methanol at a
concentration of 190 mM and kept in the dark. Each
fraction was re-suspended methanol (1 mg/mL). Re-
suspended fractions (250 pL) were mixed with 1.5 mL of
DPPH and as a blank was used methanol. The mixtures
were incubated for 5 min and absorbance at 517 nm
was measured. The results were expressed as the
percentage of inhibition (%).

The 2,2-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS) radical scavenging assay was performed using

20 pL de cada fraccion (2 mg/mL) sobre un disco estéril.
Los mismos microlitros de antibiético de ciprofloxacina (2
mg/mL) se utilizaron como control positivo y DMSO como
control negativo. Todos los tratamientos se incubaron a 37
°C durante 24 h. El diametro del halo inhibitorio (mm) se
midio después del tiempo de incubacion.

Actividad antifingica

Rhizopus stolonifer y Colletotrichum
gloeosporioides fueron aislados del fruto de guanabana
y donados por el Centro Nacional de Recursos Genéticos
(CNRG, Tepatitlan, Jalisco, México) y por el Laboratorio
de Biotecnologia del Instituto Tecnologico de Tepic (Tepic
Nayarit, México), respectivamente. Las cepas fueron re-
sebradas en agar PDA a 28 °C durante 72 h. Las fracciones
(5 mg) se re-disolvieron en 1 mL de DMSO. Después, cada
fraccion se incorporé en placas de Petri. La inhibicién
micelial se expres6 como el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial en relacion con el control positivo
(ketoconazol, 5 mg/mL). Se colocé un disco de agar (5 mm)
que contenia el patdgeno respectivo en el centro de cada
placa. Cada una de ellas se incubd durante cuatro dias
para Rhizopus stolonifer y siete dias para Colletotrichum
gloeosporioides a 28 °C. Al final del periodo de incubacion,
se midié el crecimiento radial de los cultivos. El control
negativo fue DMSO (1 mL). Se utilizaron tres réplicas para
cada tratamiento (Bautista-Bafios et al., 2002).

Actividad antioxidante (AOX)

El ensayo del atrapamiento del radical 1,1’-difenil-
2-picrilhidrazilo (DPPH) se realizé utilizando el método
descrito por Prior et al. (2005). El radical DPPH (5 mM)
se disolvié en metanol a una concentracion de 190 mM y
se mantuvo en la oscuridad. Cada fraccion se resuspendio
en metanol (1 mg/mL). Las fracciones resuspendidas (250
pL) se mezclaron con 1.5 mL de DPPH y como blanco se
us6 metanol. Las mezclas se incubaron durante 5 min y
se midi6 la absorbancia a 517 nm. Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion (%).

El ensayo de atrapamiento del radical acido 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) se realiz6 utilizando
el método descrito por Re et al. (1999). El radical ABTS (7
mM) se disolvié en persulfato de potasio (2.42 mM) y se
mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante
14 h. La solucién se ajustd con una soluciéon tampén de
fosfato, pH 7.0 a una absorbancia de 0.7 (+ 0.02) a 734 nm.
Las fracciones resuspendidas (250 pL) se agregaron a 1.5
mL de soluciéon ABTS, para ser incubadas en la oscuridad
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the method described by Re et al. (1999). The ABTS
radical (7 mM) was dissolved in potassium persulfate
(2.42 mM) and kept in the dark at room temperature for
14 h. The solution was adjusted with phosphate buffer
solution 7.0 pH to an absorbance of 0.7 (+ 0.02) at 734
nm. The re-suspended fractions (250 yL) were added to
1.5 mL ABTS solution, to be incubated in the dark for 7
min and as a blank was used methanol. The absorbance
at 734 nm was measured and antioxidant activity was
reported as the percentage of inhibition (%).

Toxicity determination

The toxicity test was performed using early
stages of Artemia salina (Barbosa et al., 2009). Artemia
(10 Artemia organism in each treatment) with 3 weeks
of growth, were conserved and analyzed in saline
water (25 mg/L). The fractions were re-suspended in 1
mL of DMSO. The Artemia were exposed to different
concentrations (5, 10, 20, 25, 50, 100 and 150 pg/
mL) of each fraction, at 28 °C in darkness. Artemia
with 1 mL of DMSO was used as negative control. The
toxicity was determined after 24 h of exposition. The
number of survivors was counted and dead Artemia
were considered whether they did not present internal
or external movements during 1 min of observation.
The average lethal concentration (LC,;) was calculated
using a PROBIT regression (Software SAS System
v.9.0. North Carolina, USA).

Statistical analysis

All data were analyzed using an ANOVA and LSD
means tests (a = 0.05), under a completely randomized
factorial design 3x5 (three fractions x five treatments)
with three replicates. The STATISTICA software was
used (v.8 StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA). All assays
and analysis were performed in triplicate.

Results and Discussion

Bactericidal activity of fractions from fresh,
stored at -20 °C and heat-treated soursop pulp is shown
in Table 1. There was a significant effect (p<0.05) of the
treatments in bactericidal activity. Although, the positive
control had the highest antibacterial activity, a significant
antibacterial activity bactericidal from fractions was
observed. E. aerogenes was mostly inhibited by the PF-
F3 and PC6-F3 fractions, with the highest inhibitory halo
of 17.55 to 20.25 mm, followed by the PC6-F1 and PT-

durante 7 min y como blanco se usé metanol. Se midio
la absorbancia a 734 nm y la actividad antioxidante fue
reportada como el porcentaje de inhibicion (%).

Determinacion de toxicidad

La prueba de toxicidad se realiz6 utilizando etapas
iniciales de Artemia salina (Barbosa et al., 2009). Artemia
(10 organismos de Artemia en cada tratamiento) con 3
semanas de crecimiento, se conservaron y analizaron en
agua salina (25 mg/L). Las fracciones se resuspendieron
en 1 mL de DMSO. Las Artemias se expusieron a
diferentes concentraciones (5, 10, 20, 25, 50, 100 y 150 pg/
mL) de cada fraccién, a 28 °C en la oscuridad. Se utilizaron
Artemias con 1 mL de DMSO como control negativo. La
toxicidad se determind después de 24 h de exposicion. Se
conto el numero de sobrevivientes y se consideré Artemia
muerta, si no presentaron movimientos internos o externos
durante 1 minuto de observacién. La concentracion letal
media (CL,)) se calculé utilizando una regresion PROBIT
(Software SAS System v.9.0. North Carolina, EE. UU.).

Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron usando un ANOVA 'y
pruebas de medias LSD (a = 0.05), bajo un disefio factorial
completamente aleatorizado 3x5 (tres fracciones x cinco
tratamientos) con tres réplicas. EI STATISTICA software
fue usado (v.8 StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA). Todos los
analisis fueron hechos por triplicado.

Resultados y Discusion

La actividad bactericida de las fracciones de pulpa
fresca, almacenadas a -20°C y la pulpa tratada térmicamente
se muestra en la Tabla 1. Hubo un efecto significativo (p<0.05)
de los tratamientos en la actividad bactericida. Aunque, el
control positivo tuvo la mayor actividad antibacteriana, se
observé una actividad antibacteriana significativa de las
fracciones. E. aerogenes fue mayormente inhibido por las
fracciones PF-F3 y PC6-F3, con el mayor halo inhibitorio de
17.55 a 20.25 mm, seguido de las fracciones de PC6-F1 y PT-
F1(17.50y 18.25 mm). Por otro lado, S. Typhimurium se inhibid
principalmente con el PT-F3 con un halo inhibitorio de 20 mm.
Ademas, B. subtillis y E. faecalis tratados con cualquiera de las
fracciones tuvieron un halo inhibitorio entre 10.75 y 14.25 mm,
sin diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos.

Probablemente, los compuestos extraidos en las fracciones
F1 fueron principalmente alcaloides, acetogeninas, acidos
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Table 1.
Bactericidal activity (mm of inhibitory halo) of fractions from soursop fresh pulp (PF-F1,
PF-F2, PF-F3), pulp stored for 3 (PC3-F1, PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1, PC6-F2, PC6-F3)
and 12 (PC12-F1, PC12-F2, PC12-F3) months at -20 °C and heat-treated pulp (PT-F1, PT-
F2, PT-F3) on gram positive and gram negative bacteria.

Tabla 1.
Actividad bactericida (mm de halo inhibitorio) de fracciones de pulpa fresca de guanabana
(PF-F1, PF-F2, PF-F3), pulpa almacenada por 3 (PC3-F1, PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1,
PC6-F2, PC6-F3) y 12 meses (PC12-F1, PC12-F2, PC12-F3) a -20 °C y pulpa tratada
térmicamente (PT-F1, PT-F2, PT-F3 ) sobre bacterias gram-positivas y gram-negativas.

Diameter of inhibitory halo (mm)

Fraction Enterobacter ~ Salmonella  Bacillus subtillis
aerogenes tiphymurium Enterococcus faecalis
PF-F1 8.50 £ 1.91¢c 11.50 £ 1.00a 10.75 £ 0.96a 9.25+2.75b
PC3-F1 13.25+2.65a 12.00 £2.94a 11.75 £ 2.87a 13.75 £ 1.89a
PC6-F1 17.50+1.29b  12.75+2.22a 12.00 £ 0.82a 12.00 £ 1.41a
PC12-F1 13.25+2.36a 14.75 £ 2.50a 10.75 £ 1.89a 13.25 £ 1.89a
PT-F1 18.25+1.50b  14.50 £ 2.38a 11.25 £ 1.50a 11.00 £ 1.63b
Positive control 31.44 £ 2.48¢ 33.5+1.15b 19.38 + 2.05b 34.38 £ 1.70c
PF-F2 12.50 +1.73ab  11.50 + 2.52a 11.25 £ 2.63a 12.00 £ 1.41ab
PC3-F2 13.50+2.38ab  13.50 £ 1.91a 13.50 £ 2.89a 11.00 £ 1.41a
PC6-F2 13.25+2.63ab  13.50 £ 2.38a 13.50 £ 2.38a 14.00 £ 3.37ab
PC12-F2 10.50 £2.38a  12.75+ 1.26a 13.50 + 1.50 12.50 + 2.08ab
PT-F2 1250 £+2.99b  13.75+0.96a 13.75 £ 1.26a 14.25 + 1.26b
Positive control 30.13+2.28c  34.13+1.65b 20.38 + 3.24b 34.63 £ 2.60b
PF-F3 17.75+1.71b 1575+ 1.71c 11.50 £ 0.58a 11.00 £ 0.82ab
PC3-F3 13.25+222a 12.25+1.89a 13.25 £ 2.63a 11.00 + 2.83ab
PC6-F3 20.25+2.06b  18.50 £ 3.11b 13.25 £ 1.26a 11.75 £ 2.36b
PC12-F3 14.25+2.06a 12.75%0.50a 11.38 £ 1.70a 10.50 + 1.29ab
PT-F3 13.50+1.91a  20.00 + 0.01b 12.50 £ 2.89a 8.50 £ 0.58 a
Positive control 28.25+2.20c 32.25+4.44d 11.50 £ 0.58a 32.75+1.32¢c

Data are means + standard deviation of three determinations by triplicate (n=9). Different letters in each file indicate

significant statistical differences between treatments (a = 0.05).

PC = Positive control.

Los datos son medias * desviacion estandar de tres determinaciones por triplicado (n=9). Letras diferentes en cada
archivo indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (a = 0.05). PC=Control positivo.

F1 fractions (17.50 and 18.25 mm). On the other hand,
S. Typhimurium was mostly inhibited with the PT-F3
with an inhibitory halo of 20 mm. Also, B. subtillis and E.
faecalis treated with either of fractions had an inhibitory
halo between 10.75 and 14.25 mm, without significant
differences (p>0.05) among treatments.

grasos y terpenoides debido a su naturaleza apolar (Coria-
Téllez et al., 2018). Sin embargo, en las fracciones F2 y F3,
ademas de los compuestos mencionados anteriormente,
los polifenoles y otros antioxidantes como la vitamina
C pueden ser extraidos cuando la polaridad aumenta
con el metanol (Park et al., 2010; Sulaiman et al., 2011);
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Probably, the extracted compounds in the F1 fractions
were mainly alkaloids, acetogenins, fatty acids and
terpenoids due to its apolar nature (Coria-Téllez et al.,
2018). Nevertheless, in F2 and F3 fractions, besides
of the compounds mentioned above, polyphenols and
other antioxidants such as vitamin C could be extracted
when the polarity increase with the methanol (Park et al.,
2010; Sulaiman et al., 2011); thus, F3 fractions had the
highest antibacterial activity, but this was according to
each bacteria. The gram-negative bacteria were mostly
affected with F3 fractions due to the fact gram-negative
bacteria have two lipid membranes and a thin cell wall
of peptidoglycan, while gram-positive bacteria have
only one lipid membrane, but the peptidoglycan wall is
thicker, also there is presence of teichoic acids, which
cause an intrinsic resistance (Chopra et al., 2001).

The bioactive compounds with microbicide activity in
soursop extracts are acetogenins, alkaloids, terpenes,
saponins, flavonoids and other antioxidants (Vieira et al.,
2010; Raybaudi et al., 2015; Coria-Téllez et al., 2018).
Although, there is not studies of the effect of soursop
extracts on E. aerogenes and E. faecalis; saponins,
steroids and triterpenes of other plant organic extracts
are responsible to inhibit E. aerogenes (Reis et al.,
2015). Moreover, Solomon-Winsdom et al. (2014) and
Roger et al. (2015), reported that methanol and ethanol-
based soursop extracts can inhibit S. thyphimurim and
Bacillus subtilis bacteria.

The antibacterial mechanism can be related to alkaloids,
these compounds have the ability to bind with DNA of
microorganisms and inhibit RNA synthesis (Roger et
al., 2015). Alkaloids have shown antimicrobial activity
by glycosidase inhibition (Mohanty et al., 2008). On the
other hand, it has been reported that flavonoids act by
inhibiting both cytoplasmic membrane function and DNA
synthesis, such as quercetin that binds to DNA subunits
and inhibits the enzyme ATPase activity. Phenyl-phenol
was reported to bind to the membrane proteins, or
hydrogens of vital proteins such as microbial enzymes,
to inhibit and change their functions (Radiji et al., 2015).
Similarly, the mechanism of action of the acetogenins
is the inhibition of the cell respiratory chain (Lannuzel
et al., 2003).

The storage of pulp at -20 °C did not degraded the
compounds with antibacterial activity, because fractions
from PC samples had equal bactericidal activity than PF

por lo tanto, las fracciones F3 tuvieron la mas alta actividad
antibacteriana, pero esto fue de acuerdo con cada bacteria.
Las bacterias gram negativas fueron afectadas principalmente
con fracciones F3 debido a que las bacterias gram-negativas
tienen dos membranas lipidicas y una pared celular delgada de
peptidoglicano, mientras que las bacterias gram-positivas tienen
solo una membrana lipidica, pero la pared de peptidoglicano
mas gruesa, ademas cuenta con presencia de acidos teicoicos,
que causan una resistencia intrinseca (Chopra et al., 2001).

Los compuestos bioactivos con actividad microbicida en
extractos de guanabana son acetogeninas, alcaloides,
terpenos, saponinas, flavonoides y otros antioxidantes (Vieira
et al., 2010; Raybaudi et al., 2015; Coria-Téllez et al., 2018).
Aunque, no hay estudios sobre el efecto de los extractos de
guanabana sobre E. aerogenes y E. faecalis; saponinas,
esteroides y triterpenes, de otros extractos organicos de
plantas son responsables de inhibir a E. aerogenes (Reis et
al., 2015). Por otra parte, Solomon-Winsdom et al. (2014) y
Roger et al. (2015), informaron que extractos de guanabana
a base de metanol y etanol, pueden inhibir las bacterias S.
thyphimurim y Bacillus subtilis.

El mecanismo antibacterial puede estar relacionado con los
alcaloides, estos compuestos tienen la capacidad de unirse
con el DNA de los microorganismos e inhibir la sintesis de
RNA (Roger et al, 2015). Los alcaloides han mostrado
actividad antimicrobiana por inhibicion de la glicosidasa
(Mohanty et al., 2008). Por otro lado, ha sido reportado
que los flavonoides actuan inhibiendo tanto la funcion de la
membrana citoplasmatica como la sintesis de DNA, tal como
la quercetina que se une a las subunidades de DNA e inhibe
la actividad de la enzima ATPasa. Fue reportado que el fenil-
fenol se une a proteinas membranales, o hidréogenos de
proteinas vitales como las enzimas microbianas, para inhibir y
cambiar sus funciones (Radiji et al., 2015). De manera similar,
el mecanismo de accién de las acetogeninas es la inhibicion
de la cadena respiratoria celular (Lannuzel et al., 2003).

El almacenamiento de pulpa a -20 °C no degradé los
compuestos con actividad antibacteriana, porque las
fracciones de las muestras PC tuvieron una actividad
bactericida igual que las muestras PF. La inhibicién de
S. Typhimurium aumentd con el tratamiento térmico de
la pulpa de guanabana. Los compuestos bioactivos mas
termoestables son acetogeninas, alcaloides y saponinas
(Biesalski et al., 2007; Garcia-Aguirre et al., 2008). Es
posible que estos compuestos fueorn concentrados
durante el proceso térmico de la pulpa de guanabana.
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Table 2.
Antifungal activity (% inhibition of mycelial growth) of fractions from soursop fresh pulp
(PF-F1, PF-F2, PF-F3), pulp stored for 3 (PC3-F1, PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1, PC6-F2, PC6-
F3) and 12 (PC12-F1, PC12-F2, PC12-F3) months at -20 °C and heat-treated pulp (PT-F1,
PT-F2, PT-F3) on Rhizopus stolonifer and Colletotrichum gloeosporioides.

Tabla 2. Actividad antifungica (% de inhibicion del crecimiento micelial) de las fracciones

de pulpa fresca de guanabana (PF-F1, PF-F2, PF-F3), pulpa almacenada por 3 (PC3-F1,

PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1, PC6-F2, PC6-F3) y 12 meses (PC12-F1, PC12-F2, PC12-F3)

a -20 °C y pulpa tratada térmicamente (PT-F1, PT-F2, PT- F3) sobre Rhizopus stolonifer y
Colletotrichum gloeosporioides.

Percentage of inhibition %

Fractions
Rhizopus stolonifer Colletotrichum gloeosporioides
PF-F1 NI 32.29+4.42c
PC3-F1 NI 22.28+0.77b
PC6-F1 NI 2448 +2.21b
PC12-F1 NI 14.13 £ 1.54a
PT-F1 NI 10.00 + 2.83a
Positive control NI 16.00 + 3.35b
PF-F2 NI 19.79 £ 4.42ab
PC3-F2 NI 2446 +2.31b
PC6-F2 NI 15.48 + 1.68ac
PC12-F2 NI 22.00 + 2.83ab
PT-F2 NI 11.00 £ 1.41c
Positive control NI 15.67 £ 2.33b
PF-F3 36.54 +2.72d 59.90 + 0.74c
PC3-F3 27.50 + 3.54c¢ 32.61+3.07b
PC6-F3 10.63 £ 0.88a 36.98 + 3.68b
PC12-F3 10.00 £ 0.00a 25.93 + 0.00a
PT-F3 1.19 £ 1.68b 21.00 £ 1.41a
Positive control 11.93 + 5.50c 15.45 +1.89¢c

Data are means + standard deviation of three determinations by triplicate (n=9). Different letters in each file indica-
te significant statistical differences between treatments (a = 0.05). NI = Not inhibited

Los datos son medias + desviacién estandar de tres determinaciones por triplicado (n = 9). Letras diferentes en
cada archivo indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (a = 0.05). NI = No inhibido.

sample. The inhibition of S. Typhimurium increased with
the thermal treatment of soursop pulp. The bioactive
compounds most thermostable are acetogenins,
alkaloids and saponins (Biesalski et al., 2007; Garcia-
Aguirre et al., 2008). Itis possible that these compounds
were concentrated during the thermal process of

soursop pulp.

La Tabla 2 muestra que solo las fracciones F3 causaron
la inhibicién del crecimiento micelial de R. stolonifer y
fue mayor que el efecto causado por las fracciones PC.
La mayor inhibicion del crecimiento micelial se observo
con el tratamiento con PF-F3 (36.54 %). El tiempo de
almacenamiento a -20 °C y el tratamiento térmico de
la pulpa de guanabana provocaron una disminucion en
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Table 2, shows that only the F3 fractions caused inhibition
of mycelial growth of R. stolonifer and it was higher than the
effect caused by the PC fractions. The highest inhibition of
mycelial growth was observed with PF-F3 treatment (36.54
%). The time of storage at -20 °C and thermal treatment
of soursop pulp caused a decrease in the percentage of
inhibition of mycelial growth in PC3-F3, PC6-F3, PC12-F3
and PT-F3 (27.50, 10.63, 10.0 and 1.19 %, respectively).
Otherwise, the inhibition of mycelial growth of C.
gloeosporiodes was observed by all fractions and in the
same way, the time of storage at -20 °C and thermal treated
pulp decreased the antifungal activity of fractions, because
PC12 and PT fractions had the lowest inhibition of mycelial
growth in this pathogen. In contrast, PF-F3 fraction showed
the highest inhibition of mycelial growth (59.90 %).

There is not literature available regarding the antifungal
activity ontheinhibition of R. stoloniferand C. gloeosporioides
using soursop pulp extracts. However, studies on the effect
of foliar and stem extracts of anonaceous was found.
Bautista-Bafios et al. (2000a and 2000b), demonstrated
that leaf extracts of Annona reticulata and Annona
cherimola had an inhibitory effect on Rhizopus mycelial
growth; nonetheless, the sporulation was completely
deterred. Bautista-Bafios et al. (2002) found that leaf and
stem extracts caused partial inhibition of mycelial growth,
sporulation and germination on C. gloeosporioides. In the
same way, the effect of three extracts (ethanolic, acetic and
aqueous) of Annona squamosa pulp on Aspergillus niger
was reported to have an inhibitory halo of 21, 15 and 17
mm, respectively (Vijayalakshmi & Nithiya, 2015).

The fungistatic or fungicidal effect of anonaceous extracts is
related to the presence of alkaloids, saponins, polypeptides,
terpenes, essential oils and polyphenols (Deressa et al.,
2015; Perumal et al., 2016) and they have a wide spectrum
of action (Coria-Téllez et al., 2018). Therefore, it is highly
probable that polyphenols, alkaloids and acetogenins are
present in the fractions due to the solvents used. Yang &
Jiang (2015) reported that there is a dose-dependent in
polyphenolic concentration to inhibit mycelial growth and
spore germination of R. stolonifer. The polyphenols caused
morphological changes on the hyphae such as irregularly
swollen appearance, increasing branching, wrinkles,
entwining, collapse and breakage, while in the spores
treated with tea polyphenols was observed swelling of germ
tube tips, exfoliation of the surface layer and disorganization
of cell organelles. The authors concluded that the
mechanism of action of polyphenols might be attributed

el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial en
PC3-F3, PC6-F3, PC12-F3 y PT-F3 (27.50, 10.63, 10.0 y
1.19 %, respectivamente). Por otra parte, la inhibicion del
crecimiento micelial de C. gloeosporiodes se observd en
todas las fracciones y, de la misma manera, el tiempo de
almacenamiento a -20 °C y la pulpa tratada térmicamente
disminuyd la actividad antifungica de las fracciones, ya
que las fracciones de PC12 y PT tuvieron la inhibicién
mas baja del crecimiento micelial en este patégeno. Por el
contrario, la fraccion de PF-F3 mostr6 la mayor inhibicion
del crecimiento del micelio (59.90 %).

No existe literatura disponible que reporte la actividad
antifingica en la inhibicién de R. stolonifery C. gloeosporioides
utilizando extractos de pulpa de guanabana. Sin embargo,
se encontraron estudios sobre el efecto de extractos foliares
y de tallo de anonaceas. Bautista-Bafios et al. (2000a y
2000b), demostraron que los extractos de hojas de Annona
reticulata y Annona cherimola tuvieron un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento del micelio de Rhizopus; no obstante, la
esporulacion fue completamente disuadida. Bautista-Bafios
et al. (2002) encontraron que los extractos de hojas y tallos
causaron una inhibicién parcial del crecimiento micelial, de
la esporulacién y la germinacion de C. gloeosporioides. De
la misma manera, se reportd que el efecto de tres extractos
(etandlicos, acéticos y acuosos) de pulpa de Annona squamosa
sobre Aspergillus niger tuvo un halo inhibitorio de 21, 15y 17
mm, respectivamente (Vijayalakshmi & Nithiya, 2015).

El efecto fungistatico o fungicida de los extractos
de anonaceas esta relacionado con la presencia de
alcaloides, saponinas, polipéptidos, terpenos, aceites
esenciales y polifenoles (Deressa et al., 2015; Perumal et
al., 2016) y tienen un amplio espectro de accion (Coria-
Téllez et al., 2018). Por lo tanto, es altamente probable
que contenga polifenoles, alcaloides y acetogeninas en
las fracciones debido a los solventes utilizados. Yang &
Jiang (2015) reportaron que existe una dosis dependiente
de la concentracion polifendlica para inhibir el crecimiento
micelial y la germinacién de esporas de R. stolonifer. Los
polifenoles causaron cambios morfolégicos en las hifas,
como una apariencia hinchada irregular, aumento de la
ramificacién, arrugamiento, entrelazamientos, colapso y
rotura, mientras que en las esporas tratadas con polifenoles
del té, se observo hinchazon de las puntas del tubo germinal,
exfoliacién de la capa superficial y desorganizacion de
organulos celulares. Los autores concluyeron que el
mecanismo de accioén de los polifenoles podria atribuirse al
dario directo del micelio y la induccién indirecta de esporas
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to the direct damage of the mycelium and spore indirect
induction of defensive enzyme activities. The mechanism
of action of acetogenins is the inhibition of enzymes
such as NADH-ubiquinone oxide reductase and NADH-
ubiquinone oxidase (Morré et al., 1994). The fungi and
yeasts are organisms with enzymes NADH-ubiquinone-
6-oxidoreductase type II, or NADH dehydrogenases.
The effect of acetogenins on Saccharomyses cerervisae
was evaluated, and they caused altered morphogenesis
affecting the pathways related to the biosynthesis of
chitin (Seo et al., 2000; Dominguez-Martinez et al., 2011).
Thus, it is probably that these compounds also cause
the synthesis of defensive enzymes and/or inhibition of
respiratory enzymes.

No significant effect of fractions (p>0.05) was observed
on the percentage of inhibition of DPPH radical values
(Figure 1A). The DPPH radical is principally neutralized
by the hydrogen donation of the antioxidants (Floegel
et al., 2011). The high scavenging of DPPH radical is
mostly associated with the concentration of hydrophilic
compounds (Pérez-Jiménez et al., 2008). Due to
the type and polarity of solvents used during the
fractionation of soursop pulp, the extracted compounds
were principally hydrophobic; therefore, differences
of AOX with DPPH assay were not observed among
treatments. Leén-Fernandez et al. (2017a, 2017b) found
a low content of polyphenols, and a high qualitative
presence of acetogenins in chloroform crude extracts
and a fraction from soursop pulp; as well as a low AOX
with DPPH assay. The low AOX by the DPPH assay
(45-65 % inhibition) was reported in chloroform fraction
and isolated acetogenins from Annona cornifolia seed
extract (Lima et al., 2010).

Regarding to the ABTS assay (Figure 1B) the PF-F1
and PC3-F1 fractions had the highest AOX (40.9-43
%) than the other F1 fractions. In the F2 fractions, a
similar result was observed with a 22.96 to 38.22 % of
AOX; while in PF-F3 a 79.58 %, followed by PC3-F3
(61.27 %), PC6-F3 (47.09 %), PC12-F3 (46.73 %) and
PT-F3 (37.47 %) was recorded. The fractions from fresh
pulp might have a higher content of antioxidants than
fractions from pulp stored at -20 °C or thermal treated.
The highest AOX of F3 fractions was probably caused by
ratio 85:15 (v/v) chloroform: methanol; considering that
in F3 fractions might exist hydrophilic and hydrophobic
compounds, therefore there was a greater AOX (Lima
et al., 2010).

de actividades de enzimas defensivas. EI mecanismo de
accion de las acetogeninas es la inhibicion de enzimas
como la NADH-ubiquinona oxido reductasa y NADH-
ubiquinona oxidasa (Morré et al., 1994). Los hongos y las
levaduras son organismos con enzimas NADH-ubiquinona-
6-oxidorreductasa tipo Il, o NADH deshidrogenasas. Se
evaluo el efecto de las acetogeninas sobre Saccharomyses
cerervisae, éstas causaron una morfogénesis alterada que
afecto las vias relacionadas con la biosintesis de quitina
(Seo et al., 2000; Dominguez-Martinez et al., 2011). Por lo
que, es probable que estos compuestos también causen
la sintesis de enzimas defensivas y/o la inhibicién de las
enzimas respiratorias.

No se observé un efecto significativo de las fracciones
(p>0.05) sobre el porcentaje de inhibicion de los radicales
DPPH (Figura 1A). El radical DPPH se neutraliza
principalmente mediante la donacion de hidrégeno de los
antioxidantes (Floegel et al., 2011). El alto secuestro del
radical DPPH se asocia principalmente con la concentracion
de compuestos hidréfilos (Pérez-Jiménez et al., 2008).
Debido al tipo y la polaridad de los disolventes utilizados
durante el fraccionamiento de la pulpa de guanabana, los
compuestos extraidos fueron principalmente hidréfobos;
por lo tanto, las diferencias de AOX con el ensayo DPPH
no se observaron entre los tratamientos. Leén-Fernandez
et al. (2017a, 2017b) encontraron un bajo contenido de
polifenoles y una alta presencia cualitativa de acetogeninas
en extractos crudos de cloroformo y una fraccion de pulpa
de guanabana; asi como un bajo AOX con el ensayo
DPPH. El bajo AOX mediante el ensayo DPPH (45-65 %
de inhibicién) fue reportada en la fraccion de cloroformo y
acetogeninas aisladas del extracto de semilla de Annona
cornifolia (Lima et al., 2010).

Con respecto al ensayo ABTS (Figura 1B), las fracciones
PF-F1 y PC3-F1 tuvieron la AOX mas alta (40.9-43 %) que
las otras fracciones F1. En las fracciones F2, se observé un
resultado similar con un 22.96 a 38.22 % de AOX; mientras
que en PF-F3 se registré un 79.58 %, seguido de PC3-F3
(61.27 %), PC6-F3 (47.09 %), PC12-F3 (46.73 %) y PT-F3
(37.47 %). Las fracciones de la pulpa fresca pueden tener
un mayor contenido de antioxidantes que las fracciones de
la pulpa almacenada a -20 °C o tratadas térmicamente. La
AOX mas alta de las fracciones de F3 probablemente fue
causado por la relacion 85:15 (v/v) de cloroformo: metanol;
considerando que en las fracciones F3 podrian existir
compuestos hidrofilos e hidréfobos, por lo tanto, hubo un
mayor AOX (Lima et al., 2010).
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Figure 1. Antioxidant activity (% inhibition) by DPPH assay (A) and ABTS assay (B) of fractions from pulp stored for
3 (PC3-F1, PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1, PC6-F2, PC6-F3) and 12 (PC12-F1, PC12-F2, PC12-F3) months at -20 °C and
heat-treated pulp (PT-F1, PT-F2. PT-F3). Data are means % standard deviation of three determinations by triplicate (n=9).
Different letters in each bar indicate significant statistical differences between treatments (a = 0.05).

Figura 1.

Actividad antioxidante (% de inhibicién) mediante el ensayo DPPH (A) y ABTS (B) de las fracciones de

la pulpa almacenada para 3 (PC3-F1, PC3-F2, PC3-F3), 6 (PC6-F1, PC6- F2, PC6-F3) y 12 meses (PC12-F1, PC12-F2,
PC12-F3) a -20 °C y pulpa tratada térmicamente (PT-F1, PT-F2, PT-F3). Los datos son medias + desviacion estandar de
tres determinaciones por triplicado (n=9). Las diferentes letras en cada barra indican diferencias estadisticamente significativas

entre los tratamientos (a = 0.05).

The ABTS radical by hydrophilic and hydrophobic
compounds can be neutralized (Floegel et al., 2011).
Ledén-Fernandez et al. (2017b) reported a greater
antioxidant activity by ABTS assay in a chloroform
crude extract and fraction from soursop pulp. The
antioxidant activity in organic samples is probably due to

the presence of flavonoids with low polarity, which can

El radical ABTS por compuestos hidréfilos e hidréfobos se
puede neutralizar (Floegel et al., 2011). Leén-Fernandez
et al. (2017b) informaron una mayor actividad antioxidante
mediante el ensayo ABTS en un extracto crudo de cloroformo
y fraccién de pulpa de guanabana. La actividad antioxidante
en muestras organicas se debe probablemente a la presencia
de flavonoides con baja polaridad, que pueden extraerse
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be extracted with chloroform, dichloromethane, diethyl
ether or ethyl acetate (Sulaiman et al., 2011). It has been
demonstrated that polyphenols may act via multiple
mechanisms of radical-scavenging activity such as metal
scavengers, transferring electrons or donating hydrogen
ions. The high molecular weight phenolics (tannins) have
more ability to quench free radicals such as ABTS++ and
DPPH-+ (Pérez-Gonzalez et al., 2012; Paz et al., 2015);
while, AOX through acetogenins may be related to the q,
R -unsaturated lactone ring moiety, similar to the in vitro
mechanism of action of ascorbic acid, in which allylic
hydrogens are involved. Acetogenins should act in the
same way since they also possess allylic hydrogens as
well as the stabilization via electron delocalization in the
a B-unsaturated lactone ring moiety. A piece of evidence
to support these observations is ascorbate, which
naturally occurs in plants and contains hydroxyl groups
attached to a saturated lactone ring. This compound
exhibited very little scavenging activity towards free
radicals (Lima et al., 2010).

In the Table 3 is observed that the PF-F1, PC3-F1, PF-
F2 and PC-F2 fractions had the lower LC,, (2.60-3.18
pg/mL), followed by PC6-F1, PC12-F1, PT-F1, PC6-F2,
PC12-F2 and PT-F2 fractions (4.57-7.04 pg/mL). The
F3 fraction from fresh pulp showed the highest LC,;
(32.76 pg/mL), followed of PC3-F3 (17.45 ug/mL), PC6,
PC12 and PT (13.38-14.13 pg/mL) without significant
differences among them (p>0.05). The storage at -20
°C and thermal treatment of soursop pulp may affect the
chemical structure of some bioactive compounds, which
could cause a decrease in toxicity.

It has been reported the toxicity of aqueous and
ethanolic crude extracts from Annonaceae leaf and
stem. The leaf and stem aqueous extracts had a LC,, of
1000 and 865 pg/mL, respectively; while leaf and stem
ethanolic extracts showed a LC, of 831 and 200 ug/
mL, respectively (Gonzalez-Esquinca et al., 2012). Vila-
Novaet al. (2013),determined the toxicity of acetogenins
isolated from soursop leaves (annonancinone and
corossolone) on early stages of Artemia salina. They
reported high activities of 7.09 and 17.05 pg/mL,
concluding that the acetogenins isolated possess higher
cytotoxic activity than extracts. The toxicity of fractions
might be related to the presence of acetogenins due to
the extraction solvents (Le6n-Fernandez et al., 2017a).

con cloroformo, diclorometano, dietil éter o acetato de
etilo (Sulaiman et al., 2011). Se ha demostrado que los
polifenoles pueden actuar a través de multiples mecanismos
de actividad de atrapamiento de radicales, como la
quelacion de metales, la transferencia de electrones o
la donaciéon de iones de hidrégeno. Los fendlicos de alto
peso molecular (taninos) tienen mas capacidad para quelar
los radicales libres, como ABTS ¢« + y DPPH -« (Paz et al.,
2015; Pérez-Gonzalez et al., 2012); mientras que, la AOX
a través de las acetogeninas puede estar relacionado con
el anillo lactonico a, R-insaturado, similar al mecanismo
de accidn in vitro del acido ascorbico, en el que participan
hidrégenos alilicos. Las acetogeninas podrian actuar de la
misma manera, ya que también poseen hidrégenos alilicos,
asi como la estabilizacion a través de la deslocalizacion de
electrones en el resto del anillo de lactonico a-B-insaturado.
Una evidencia para respaldar estas observaciones es el
ascorbato, que ocurre naturalmente en las plantas y contiene
grupos hidroxilo unidos a un anillo de lactona saturada. Este
compuesto exhibi6 muy poca actividad de captacion de
radicales libres (Lima et al., 2010).

En la Tabla 3 se observa que las fracciones PF-F1,
PC3-F1, PF-F2y PC-F2 tuvieron la menor CL, (2.60-3.18
pg/mL), seguidas de PC6-F1, PC12-F1, PT-F1, PC6-F2,
PC12-F2 y PT-F2 (4.57-7.04 pg/mL). Las fraccion F3 de
pulpa fresca mostré la mayor CL,, (32.76 pug/mL), seguida
de PC3-F3 (17.45 pg/mL), PC6, PC12 y PT (13.38-14.13
pg/mL) sin diferencias significativas entre ellas (p>0.05).
El almacenamiento a -20 °C y el tratamiento térmico de la
pulpa de guanabana pueden afectar la estructura quimica
de algunos compuestos bioactivos, lo que podria causar
una disminucién de la toxicidad.

Se hareportado la toxicidad de extractos crudos acuosos 'y
etandlicos de hojas y tallos de Annonaceae. Los extractos
acuosos de la hoja y el tallo tuvieron un CL,, de 1000 y
865 pg/mL, respectivamente; mientras que los extractos
etanolicos de hojas y tallos mostraron un CL,, de 831y
200 pg/mL, respectivamente (Gonzalez-Esquinca et al.,
2012). Vila-Nova et al. (2013), determinaron la toxicidad
de acetogeninas aisladas de hojas de guanabano
(annonancinona y corosolona) sobre Artemia salina en
etapas tempranas de crecimiento; Ellos reportaron altas
actividades de 7.09 y 17.05 pyg/mL, concluyendo que las
acetogeninas aisladas poseen mayor actividad citotoxica
que los extractos. La toxicidad de las fracciones podria
estar relacionada con la presencia de acetogeninas
debido a los solventes de extraccion (Ledn-Fernandez
et al., 2017a).
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Conclusion

The present study demonstrated that some
fractions from soursop pulp showed antibacterial activity
and antifungal activity. In addition, the antioxidant
activity and toxicity of all fractions were registered,
although the results depended of each treatment. The
data support that the use of extracts from soursop pulp
may be considered for the development of products
in herbal medicine as pre-treatment in the biological
control of postharvest diseases. Nevertheless,
further studies need to be performed, either aiming
at the isolation of compounds in the search for new
antimicrobials or antifungals or evaluating the safety
and efficacy of fractions from soursop pulp for a possible

pharmaceutical use.
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