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Resumen

Abstract

Resumo

El maiz (Zea mays L.) es el segundo cereal
de mayor cultivo a nivel mundial el cual es
empleado como materia prima en diferentes
industrias. Hasta el momento no se han
encontrado reportes de la obtencion del acido
giberélico (GAj3) en esta planta. En el
presente trabajo se compararon los métodos
de extraccion solido-liquido por lixiviacion y
la extraccion dinamica con disolvente
asistida por sonicacion (DSASE) para la
obtencion del GAjz a partir de semillas
germinadas de maiz. Los factores trabajados
en la extraccion por lixiviacion fueron el
método fisico, el solvente y el tiempo,
mientras que los parametros por DSASE
fueron el flujo, el solvente y el tiempo. La
mayor concentracion del GA; se obtuvo con
el método DSASE (30,012 mgkg),
empleando como solvente acetonitrilo-acido
formico 5% (80:20, v:v) a un flujo de 0,4
mL/min y un tiempo de extraccion de 25,0
min. La identificacién y la cuantificacion del
GAj; se realizd mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) con
detector de arreglo de diodos (DAD). Estos
resultados evidenciaron que la DSASE es
una alternativa novedosa para la obtencion
del GAj, dada su alta eficiencia, el bajo
consumo de solvente y su simplicidad en la
obtencion del extracto.

Corn (Zea mays L.) is the second most
cultivated cereal in the world and is used as
raw material for different kind of industries.
To date no reports about obtaining giberellic
acid (GA3) from corn have been found. In
the present study two methods for extracting
solid samples were evaluated: lixiviation and
dynamic sonication-assisted solvent
extraction (DSASE), for obtaining giberellic
acid from corn germinated seeds. In
lixiviation, the physical method (agitation
and sonication), solvent, and time were the
parameters analyzed; while in DSASE the
variables were: solvent, flow, and time. The
most efficient technique was DSASE
employing acetonitrile-formic acid 5%
(80:20, v:v) as solvent at a flow of 0,4 mL/
min for 25,0 min, obtaining a concentration

of 30,012 mgkg  giberellic acid.
Identification and quantification were
performed by high performance liquid

chromatography (HPLC) with diode array
detector (DAD). These results showed that
dynamic sonication-assisted solvent
extraction (DSASE) is a novel and powerful
alternative technique for obtaining giberellic
acid, because of its high efficiency; low
solvent consumption and simplicity in
obtaining the extract.

Palabras clave: fitohormonas, DSASE,
lixiviacion, HPLC, Zea mays L.

Keywords: phytohormone, DSASE,
lixiviation, HPLC, Zea mays L.

O milho (Zea mays L.) ¢ o segundo cereal
mais cultivado no mundo e ¢ usado como
matéria-prima em diferentes industrias. Até a
data ndo foram encontrados estudos da
obtencdo do 4acido giberélico (GAj3) neste
cereal. Este trabalho teve como objetivo a
comparagdo da metodologia de extragdo
solido-liquido por lixiviagdo e a metodologia
de extragdo dinamica com dissolvente
assistida por sonicacdo (DSASE) para a
obtengdo do acido giberélico a partir de
sementes germinadas de milho (Zea mays L.).
Na extragdo por lixiviagdo foram avaliados
diferentes parametros: o método fisico, o
solvente e o tempo; e na metodologia DSASE
estes parametros foram: o solvente, o fluxo e
o tempo. A maior concentracdo de dacido
giberélico (GAj3) foi obtida com a
metodologia DSASE, usando como solvente
acetonitrila-acido formico 5% v~ (80:20),
fluxo de 0,4 mL/min e tempo de extrac¢do de
25,0 min. A identificago e a quantificacdo do
GAj; foi realizada mediante cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
deteccdo de arreglo de diodos (DAD). Os
resultados evidenciaram que a DSASE foi
uma excelente alternativa para a obtengdo do
acido  giberélico, por apresentar alta
eficiéncia, pouco consumo de solvente e ser
umatécnica simples para a obtengdo do
extrato.

Palavras-Chave: fitohormonios, DSASE,
HPLC, Zea mays L.
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Introduccion

El acido giberélico (GA3) (Figura 1) es una fitohormona que hace
parte de la familia de los diterpenos tetraciclicos de naturaleza acida
(1). Este ejerce efectos diversos en el crecimiento y desarrollo de la
planta, promueve la germinacion de las semillas que se encuentran
en estado de dormancia, la elongacion del tallo, el brote de las yemas
y el desarrollo de los frutos (2, 3). La accion del GA3 en el
crecimiento de los tejidos puede estar regulada por la modulacion
celular de sus concentraciones, por la habilidad de la célula para
responder al estimulo de esta fitohormona, o por ambas (4).

Figura 1. Estructura del acido giberélico (GA3)

El GAj ha sido obtenido a partir de diferentes tejidos vegetales
utilizando principalmente métodos de extraccion soélido-liquido,
procesos en los cuales se extraen uno o varios solutos de un so6lido
mediante la utilizacién de un disolvente liquido. Ambas fases entran
en contacto intimo y el soluto o los solutos pueden difundirse desde
la matriz sélida a la fase liquida, lo cual produce la separacion de los
componentes constitutivos de la muestra (5). Para llevar a cabo la
lixiviacion se han utilizado diferentes tipos de disolventes tales como
el metanol frio (6-9), el metanol acuoso (80% vAv) (10, 11), el
metanol acuoso acidificado con acido férmico (0,05% v/v) (12), el
acetato de etilo (13, 14), el acetonitrilo acidulado con acido féormico
(5% v/v) (15, 16) y mezclas de isopropanol-acido acético (17, 18). El
periodo de extraccion ha sido variable debido a que se han empleado
tiempos cortos, una o dos horas (6, 16, 19, 20), hasta periodos
prolongados, 24 0 48 h (21-23).

Otro método moderno de extraccion solido-liquido es la
extraccion dindmica con disolvente asistida por sonicacion
(DSASE). En este proceso la muestra es depositada en una celda por
la cual hay paso continuo de solvente fresco y al mismo tiempo se
aplican vibraciones acusticas con frecuencias por encima de 20 kHz,
que promueven la transferencia de analitos desde la matriz en estudio
hasta el disolvente. Esta técnica emplea los mismos solventes que la
lixiviacion, pero los tiempos de extraccion y las cantidades de
muestra son inferiores (24). La técnica de DSASE se ha empleado en
la extraccion de analitos como ¢ésteres organofosforados,
blanqueadores, colorantes y polifenoles, empleando flujos de
solvente desde los 0,2 hasta 1,0 mL/min, con porcentajes de
recuperacion que se encuentran por encima del 85% (25-27).

Por otro lado, la cromatografia se encuentra entre las técnicas
mas empleadas para la identificacion y la cuantificacion del GAj,
que tiene como ventajas mayor eficiencia en la separacion y alta
especificidad (/1, 13, 28). La cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés) es preferida sobre la cromatografia
de gases ya que esta Ultima requiere la derivatizacion previa del
analito, lo cual aumenta el grado de complejidad del analisis (29—
31).
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Ahora bien, el GA3 ha sido evaluado por su importancia en la
germinacion y desarrollo de las plantas en diferentes especies
vegetales como Arabidopsis (15), fresno blanco (27) y arroz (32).
Sin embargo, no se han encontrado reportes de esta fitohormona en
cereales como el maiz, el segundo cultivo mas importante del mundo
después del trigo (33). El maiz se cultiva en mas de 140 millones de
hectareas con una produccion anual de mas de 580 millones de
toneladas métricas. Toda la planta puede ser aprovechada y las
aplicaciones posibles de este cereal incluyen alimento, forraje o
materia prima para diferentes industrias (34). Adicionalmente, es de
gran utilidad investigativa debido a su corto tiempo de germinacion,
lo que permite hacer diversidad de ensayos en los que se miden
multiples variables permitiendo alcanzar conclusiones de diferente
indole (33).

El objetivo de este trabajo fue comparar los métodos de
extraccion por lixiviacion y la extraccion dindmica con disolvente
asistida por ultrasonido (DSASE), con el fin de determinar el
protocolo mas eficiente para la obtencion del acido giberélico (GA;)
a partir de semillas germinadas de maiz (Zea mays L.).

Materiales y métodos

Reactivos quimicos

El estandar del acido giberélico empleado fue Sigma Aldrich (Sigma,
USA); el acetonitrilo y el metanol fueron grado cromatografico
(Fisher Scientific, USA); el acetato de etilo y el acido formico fueron
grado analitico (Scharlau, Espafia). El agua fue purificada empleando
un sistema Direct-Q (Millipore, USA).

Muestra de estudio

Se usaron semillas de maiz (Zea mays L.) variedad ICA-V305 tipo
comercial producidas por la empresa Semillas del Pacifico (Cartago,
Colombia). Se seleccionaron semillas sin dafios visibles y con forma
uniforme, con masa promedio de 0,3878 g + 0,0002 g y volumen
promedio de 0,356 cm’ & 0,008 cm’.

Preparacion de la muestra

Las semillas de maiz previamente seleccionadas se sembraron en
cajas Petri (100 x 15 mm), con papel absorbente como soporte. A
cada caja se le adicionaron 12,0 mL de agua destilada y se colocaron
en una incubadora Incucell de 222 L sin luz, a una temperatura de
30,1 °C + 0,1 °C. La humedad del sistema fue de 59,00% + 3,39%.
Después de 48 h, las semillas se sacaron de la incubadora y fueron
trituradas con ayuda de un molino eléctrico hasta obtener un material
muy fino que se guardd en bolsa con sello hermético y en nevera a
-20 °C para su posterior extraccion (35).

Método de extraccion solido-liquido (lixiviacion)

Para la extraccion del GA; mediante lixiviacion se emplearon tres
solventes diferentes: solvente B, acetonitrilo—acido férmico 5%
(80:20) (15); solvente C, metanol-4cido férmico 5% (80:20) (I3);
solvente D, acetato de etilo (32). Se emplearon dos tiempos de
extraccion (1 y 2 h) y dos métodos extractivos diferentes, como se
presenta a continuacion.
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Método I: agitacion orbital

La extraccion se realizd utilizando el procedimiento planteado por
Stirk y colaboradores (/6), con algunas modificaciones. Se
adicionaron 20,0 mL del solvente de extraccion (solvente B, C o D) a
10,0000 g de la muestra molida y se ésta se puso en un agitador
orbital durante una o dos horas. Al cabo del respectivo tiempo, el
material se decantd obteniéndose un sobrenadante y un pellet; el
primero se retird y se conservd, mientras que al segundo se le
adicion6é una nueva porcion del respectivo solvente fresco y se
reextrajo dos veces mas. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron y
se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min, obteniéndose un nuevo
sobrenadante el cual fue secado en rotaevaporador a 40 °C. El
extracto sélido final se reconstituyd con acetonitrilo hasta un volumen
de 5,0 mL previo a su analisis.

Método II: Ultrasonido

Se adicionaron 20,0 mL del solvente de extraccion (solvente B, C o
D) a 10,0000 g de la muestra molida y la mezcla se puso en un equipo
de ultrasonido durante una o dos horas. En el transcurso de la
extraccion, la temperatura del agua en el bafio nunca fue superior a 35
°C. Al cabo del respectivo tiempo, el material se decantd
obteniéndose un sobrenadante y un pellet; el primero se retird y se
conservd, mientras que al segundo se le adiciond una nueva porcion
del respectivo solvente fresco y se reextrajo dos veces mas. Los
sobrenadantes obtenidos se unieron y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 min, obteniéndose un nuevo sobrenadante el cual fue
secado en rotaevaporador a 40 °C. El extracto solido final se
reconstituyd con acetonitrilo hasta un volumen de 5,0 mL previo a su
analisis.

Método de extraccion DSASE

El procedimiento de extraccion DSASE se baso en el trabajo previo
de Lopez y colaboradores (36) y se realizd con dos solventes
diferentes: solvente B, acetonitrilo—acido formico 5% (80:20) (15);
solvente C, metanol-4cido formico 5% (80:20) (/3). Se empled una
celda de extraccion de acero inoxidable de 3,0 mL que se llen6 con
0,8000 g de muestra y se colocd en el interior de un bafio ultrasonido;
se control6 la temperatura del agua para que nunca fuera superior a
35 °C. Posteriormente, el sistema se conect6 a una bomba peristaltica
que controld el flujo del solvente: (B o C) = 0,2 mL/min o 0,4 mL/
min a través de la celda; la extraccion se realizo por 12,5 min o 25,0
min. Al final de este periodo, se obtuvo el volumen de extracto
deseado para cada una de las combinaciones de solvente y flujo.

Condiciones cromatograficas

Para el analisis del GAj, se utiliz6 un cromatdgrafo liquido de alta
eficiencia Shimadzu Prominence (USA), equipado con un
desgasificador DGU 205 (USA), un detector de arreglo de diodos
(DAD) prominence SPD-M20A (USA), un horno Shimadzu
CTO-10AS VP (USA) y un automuestreador Shimadzu SIL-10AF
(USA). El software empleado para el analisis de los datos fue
LCsolution Shimadzu (USA).

Rev. Colomb. Quim. 2017, 46 (2), 45-50.

Para la identificacion y la cuantificacion, se empleo la técnica de
HPLC con modificaciones de la metodologia planteada por Bhalla y
colaboradores (13). Se utilizd una columna Supelcosil™ LC-18-DB
5,0 um (150 x 4,6 mm). La fase movil fue acetonitrilo-acido férmico
0,01% con gradiente lineal como se detalla a continuacion:
acetonitrilo-acido formico 0,01% (10:90) 5,0 min; (70:30) 40,0 min;
(10:90) 10,0 min a un flujo de 0,5 mL/min. Una alicuota de 10 pL de
cada solucion que contenian las giberelinas se inyectdé en el
cromatdgrafo y fueron detectadas a una longitud de onda de 195 nm.
Previo al andlisis cromatografico, todas las muestras fueron filtradas a
través de membranas (QLS) de 0,2 um de poro.

Recta de calibracion

La recta de calibrado fue elaborada con un estandar del GAj,
empleando siete niveles con concentraciones de 1,0; 5,0; 10,0; 20,0,
30,0; 40,0 y 50,0 mg/kg. Las soluciones fueron preparadas al disolver
el estandar con acetonitrilo.

Analisis estadistico

La optimizacion de los métodos de extraccion por lixiviacion y por
DSASE se realiz6 mediante un ANOVA multifactorial, previa
verificacion de los supuestos (normalidad, homocedasticidad e
independencia). Las diferencias estadisticas presentadas entre los
tratamientos se analizaron mediante la prueba de rangos multiples de
Tukey. La comparacion entre los métodos Optimos de extraccion se
realizd mediante la prueba t para diferencia de medias independientes
con varianzas iguales, previa verificacion de tal igualdad por el test F.
Los analisis fueron realizados empleando el software Statgraphics
centuriéon XI en modo demo.

Resultados y discusion

Recta de calibracion

El modelo obtenido a partir de la recta de calibracion explica el
99,51% de la variabilidad en las areas calculadas en funciéon de la
concentracion. El limite de deteccion (LOD) se determind
experimentalmente eligiendo la menor concentracion del analito que
presentd una seflal cromatografica integrable y el limite de
cuantificacién (LOQ) se calculé aplicando la expresion LOQ = 10/3
LOD. Los resultados de la recta de calibracion se muestran en la Tabla
1.

Tabla 1. Parametros de la recta de calibracion

Analito Acido giberélico
Bo 0,00022
SD (Bo) 8,1543
Bi 21,2131
SD (B1) 0,3051
R? 0,9951
LOD (mg/kg) 0,30
LOQ (mg/kg) 1,00

By = Intercepto; ; = Pendiente
SD By = Desviacion estandar del intercepto
SD B, = Desviacion estandar de la pendiente.
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Evaluacion de las condiciones de la extraccion
solido-liquido

En el proceso de lixiviacion para la obtencion del GAj a partir de
semillas germinadas de maiz, se determiné que los factores método y
solvente de extraccion tuvieron un efecto estadisticamente
significativo sobre la concentracion del analito en estudio. Por el
contrario, el tiempo de extraccion (1 y 2 h) no mostr6 diferencias en
la obtencion del GAj3. Los resultados obtenidos se presentan con una
significancia del 5% (Figura 2).
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Figura 2. Resultado de los factores empleados en la extraccion por lixiviacion [U: ultrasonido; A:
agitacion; D: acetato de etilo; C: metanol-acido formico 5% (80:20); B: acetonitrilo-acido formico
5% (80:20)]

El solvente con el cual se obtuvo la mayor extraccion del GA3
fue acetonitrilo—acido férmico 5% (80:20), obteniéndose una
concentracion de 11,871 mg/kg para el GA; (Figura 2). Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Urbanova vy
colaboradores (/5), quienes realizaron extraccion del GA3 en
Arabidopsis thaliana empleando diferentes combinaciones de
solvente y obtuvieron como mejor resultado la mezcla de
acetonitrilo-acido formico 5%. Vale la pena resaltar que el GA3 es un
analito de alta polaridad debido a la presencia de grupos funcionales
como carboxilos, hidroxilos y lactonas en su estructura (Figura 1),
por lo cual es mas afin con solventes con indices de polaridad alta
como el acetonitrilo y el metanol (37). Sin embargo, se podria decir
que el acetonitrilo fue mejor en la extraccion del GA3, debido a que
este solvente es buen aceptor de protones, por lo cual interactua
facilmente con solutos hidrolixados tales como el GAj3, mientras que
el metanol es un donador de protones e interacciona mayormente con
solutos basicos (38). También es una ventaja la alta polaridad del
acetonitrilo, dado que evita la extraccion de compuestos lipidicos
que pueden interferir en el proceso de cuantificacion (39).

De los trabajados, el mejor método fisico fue la agitacion, pues
se obtuvo una concentracion de 7,531 mg/kg (Figura 2). Este
resultado podria estar relacionado con la ausencia de ondas en el
solvente extractor que pueden producir la degradacion del analito vy,
por ende, conllevar a una disminucioén en la concentracion del GAj3
extraido (40). De igual manera, el método de agitaciéon no conduce a
la disociacion de las moléculas de agua por lo cual no se generan
radicales hidroxilos que, eventualmente, podrian reaccionar con el
analito en estudio (417).

En resumen, las mejores condiciones evaluadas para extraer el
GAj3 por medio del método de lixiviacion fueron: agitacion como
método fisico, acetonitrilo-acido férmico 5% (80:20) como solvente
y una hora como tiempo de extraccion. Este tiempo fue el elegido
dado que permite extraer la misma cantidad de GA3 que al emplear
dos horas y, por tanto, fue el tratamiento mas eficiente.

Evaluacion de las condiciones de la extraccion DSASE

Para la extraccion por DSASE, los factores flujo y tiempo tuvieron
diferencias estadisticamente significativas, mientras que con el factor
solvente no se presentaron diferencias estadisticamente considerables,
con una significancia del 5% (Figura 3).
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Figura 3. Resultado de los factores empleados en la extraccion por DSASE [C: metanol-acido
formico 5% (80:20); B: acetonitrilo-acido formico 5% (80:20)]

El mejor flujo dentro de los dos niveles evaluados fue 0,4 mL/
min, pues permitié una desorcion rapida del analito presente en la
matriz. Lo anterior debido a que, posiblemente, al haber solvente
fresco en tiempos cortos, las interacciones solvente-matriz repetidas
veces conllevaron a un equilibrio quimico, lo que facilita la obtencion
de una mayor cantidad de analito extraido (24, 26). Finalmente, y
dado que el factor tiempo presentd diferencias significativas, siendo
25,0 min el tiempo que permitid una mayor extraccién con una
concentracion del GAj de 24,93 mg/kg, se escogid este valor como el
optimo para la extraccion por DSASE (Figura 3).

Lo anterior permitié determinar que las mejores condiciones
evaluadas para la extraccion del GA; por el método de DSASE
fueron: acetonitrilo-acido formico 5% (80:20) con 0,4 mL/min de
velocidad de flujo y un tiempo de extraccion de 25,0 min.

Al comparar los procedimientos de extraccion por lixiviacion y

DSASE, se encontrd que las concentraciones medias obtenidas por
los dos métodos empleados fueron diferentes con un nivel de
confianza del 95%. Estos valores, asi como sus desviaciones estandar,
se muestran en la Tabla 2.
En la Tabla 2 se observa que la extraccion por DSASE fue la mas
eficiente, reportandose una concentracion del GA3 de 30,012 mg/kg.
Esta técnica tiene varias ventajas sobre la extraccion por lixiviacion
dado que presenta bajo consumo de solvente, emplea menor cantidad
de muestra, disminuye drasticamente los tiempos de extraccion y es
menos laboriosa al momento de implementarse (25).
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Tabla 2. Concentracion de GA3 obtenida con los métodos de extraccion empleados Medias
+ desviacion estandar

Método de extraccion | Concentracion GAs (mg/kg)

Lixiviacion 15,062 + 3,431

DSASE 30,012 +4,121

Ademas, al ser un sistema dinamico la muestra esta continuamente
expuesta al disolvente fresco, lo cual promueve la transferencia de
analitos desde la matriz hasta el disolvente (24). Todo esto confirma
la bondad de esta técnica por lo cual es usada en la actualidad para la
obtencion de diferentes biomoléculas.

Conclusiones

Se evaluaron las mejores condiciones para la extraccion del &cido
giberélico (GA3) en semillas de maiz (Zea mays L) por lixiviacion y
por DSASE. Para la primera metodologia los pardmetros optimos
fueron agitacion, con acetonitrilo-acido formico 5% (80:20) y una
hora. Para el segundo proceso las condiciones Optimas fueron
acetonitrilo-acido formico 5% (80:20), a un flujo de 0,4 mL/min y
25,0 min.

Se compararon los procedimientos de extraccion por lixiviacion
y por DSASE, siendo este ultimo el mejor método, debido a su alta
eficiencia y correspondiéndose con las tendencias de la quimica verde
al utilizar las minimas cantidades de disolvente y muestra.

Se aplicé por primera vez una metodologia de extraccion por
DSASE para la obtencion del GA; en semillas de maiz, obteniéndose
una concentracion del analito de 30,012 mg/kg. Este resultado abre el
camino para usar esta técnica en estudios posteriores en el campo de
los productos naturales.
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