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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La dieta actual requiere el aporte de proteinas que contengan los aminoacidos
necesarios para el desarrollo y mantenimiento de células y tejidos de nuestro
organismo, como consecuencia de la digestion de las proteinas ademas de
aminoacidos libres, se liberan péptidos, las cuales son cadenas con distinto y
diferente numero de aminoacidos, en los Ultimos afios ha crecido el interés por
determinados fragmentos especificos de las proteinas de la dieta, los cuales
tienen actividad biologica que regula algunos procesos fisiologicos, ademas de

elevar su valor nutricional.

Los primeros trabajos realizados sobre este tema refieren a los péptidos
provenientes de la leche y sus derivados para consumo humano. Recientemente
se han estado aprovechando proteinas de fuentes no convencionales, cabe
destacar el estudio de semillas de girasol, estos estudios son realizados tras la
extraccion industrial de sus aceites con lo cual se obtiene también la harina
desgrasada o bagazo con un alto contenido de proteina, la cual podria ser
aprovechada para la obtencion de péptidos bioactivos. Estos péptidos son
pequefias secuencias de aminoacidos inactivos dentro de la proteina, pero que
pueden ser liberados tras la hidrélisis de estas proteinas y ejercer diversas
funciones. Entre los mas importante destacan los péptidos con actividad

antitrombdtica, inmunomoduladora, transportadora de iones o hipotensora.

La familia de las anonaceas incluye especies de importancia etnobotanica y
econOmica, en las semillas de sus frutos se ha encontrado una serie de sustancias
y compuestos de interés bioldgico como acetogeninas y ciclopéptidos. Estos
péptidos han mostrado diversas actividades, tales como: citotoxica vy
antiinflamatoria, en especies como: Annona muricata y Annona. cherimola, entre

otras de la familia de las Annonas.
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En el caso de la Annona muricata (guanibana), se ha documentado que existen
diferencias al estudiar los diferentes tipos de semilla debido al origen de la misma,
aislandose ciclo péptidos diferente tales como las Annomuricatinas Ay B de china,

o la Annomuricatina C de Senegal.

En México la semilla de la guanabana se ha considerado como un desecho de la
industria alimentaria, sin embargo, como ya se menciond, tiene importantes
propiedades terapéuticas que la hacen una semilla muy valiosa y con propiedades

gue pueden combatir enfermedades como el cancer.

Considerando la importancia de las semillas de este fruto como fuente de
potenciales farmacos con actividad el presente proyecto tiene como objetivo
principal aislar y caracterizar estructuralmente los péptido o ciclopéptidos
bioactivos contenidos en el bagazo de las semillas de la Annona muricata

(guanabana) cultivada en México.
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

% Aislamiento y caracterizacion estructural de péptidos
bioactivos obtenidos del bagazo de las semillas de Annona muricata

(Guanébana).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

*

% Realizar el analisis selectivo y de calidad de las semillas de

Annona muricata para el aprovechamiento de los componentes que la

constituyen.

% Extraccion del aceite proveniente de la almendra de la

semillas de Annona muricata como subproducto obtenido en el

aprovechamiento del bagazo.

% Aislamiento de ciclopéptidos a partir de las diferentes

extracciones (acetato de etilo, n-butanol, fase acuosa) para su

identificacién y caracterizacion RMN *H y *3C.

% Aislamiento de las acetogeninas a partir de la extraccion de

diclorometano por cromatografia de capa delgada (CCD) vy
identificacién por RMN *H y *3C.




HIPOTESIS

3. HIPOTESIS

La semilla residual de Annona muricata presentara una buena calidad para la
extraccidbn de compuestos bioactivos y su utilizacién sera un proceso viable y
sustentable para la obtencion de ciclopéptidos. Estos ciclopéptidos podran ser

aislados e identificados en términos de sus actividad citotoxica y bioldgica.




MARCO TEORICO | Ei¥g

4. MARCO TEORICO

4.1 Manejo de residuos

Las actividades humanas producen grandes cantidades de residuos, los cuales
son generados en distintos tipos de procesos como son: extraccion de materias
primas, procesos de manufactura y en el consumo de productos. En la Figura 1 se
puede observar que para reducir la cantidad de residuos la estrategia es

incrementar la recuperacion y reusé de materiales y residuos (UNEP, 2013).

Materias

Materias primas,
productos y materiales

primas

====: Residuos

|
W

L}
!
)
;
E !
v > Manejo de €mmm e e \:(_ _ i
residuos

Figura 1. Flujo de materiales y generacién de residuos

ﬁ Manufactura '
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: ¥ :
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| |
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Los residuos en la actualidad son un gran problema en todo el mundo y su manejo
es una actividad cada vez mas importante en paises desarrollados. Los diferentes
tipos de residuos se pueden clasificar en funcion de su origen.: residuos urbanos,
industriales, agricolas, sanitarios.. La reutilizacibn de residuos influird
positivamente en beneficios para la industria y la sociedad, al generarse nuevos

recursos y ampliarse las oportunidades de innovacion (Segre-Gaiani, 2012).
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4.1.2 Residuos de Alimentos

Los residuos de alimentos (RA) se pueden definir como los productos finales de
diversas industrias provenientes del procesamiento de alimentos que no han sido
reciclados o utilizados para otros fines. Es el flujo de productos de materias primas
cuyo valor econdmico es menor que el coste de la recuperacion para su
reutilizacion (Dobbs et al, 2011).

Alrededor de 89 millones de toneladas de RA se generan cada afio en la
Comunidad Europea (UE) de esta cantidad, 38% corresponde al sector
manufacturero y el 42 % al de los hogares. Los RA representan un problema
desde el punto de vista logistico, lo que hace dificil su recoleccion y concentracién

en un solo lugar.

La RA se produce en todas las etapas de la cadena de suministro de alimentos,
siendo mas evidente en el sector minorista y el consumidor. Recientes informes de
la FAO estima que hasta un 50 % de los alimentos producidos se pierde o se
desperdicia antes y después de llegar al consumidor, lo que representa 1,3 mil
millones de toneladas anuales de alimentos producidos a nivel mundial para el

consumo humano (Parfin- Barthel, 2010).

La cadena de suministro de alimentos abarca una amplia variedad de procesos de
fabricacion que generan cantidades acumulativas de diferentes residuos
organicos. La creciente demanda de productos quimicos y combustibles, junto con
otros productos, alientan a la reutilizaciéon y valorizacién eficiente de los residuos
organicos de la cadena de suministro de alimentos para la produccion de
materiales de valor afiadido novedosos, productos quimicos asi como

combustibles (Goémez et al, 2010).

Los residuos producidos por los sectores agricola y de procesamiento de
alimentos se generan de una forma mas selectiva y por lo tanto seria mas facil su

recoleccion.
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Los problemas asociados con este tipo de residuos incluyen:

% Problemas de contaminacion graves debido a los alta concentracion de
compuestos quimicos asociados ( Kroyer, 1995).

« La variacion de la composicion quimica y el pH debido a las
variaciones estacionales y los cambios en el procesamiento de
alimentos (Kroyer,1995)

% Los materiales propensos a la contaminacion bacteriana por ejemplo,

frutas y subproductos vegetales, ( Schieber et al, 2001)

4.1.3 Valorizacion de residuos de alimentos

La sociedad actual necesita en términos de competitividad econémica, una mayor
eficiencia en el manejo de los residuos y una minimizacion en el consumo de
energia. El disefio y desarrollo de estrategias avanzadas para el procesamiento de
residuos alimenticios son necesarios para generar productos con alto valor
agregado que puedan ser introducidos a los mercados existentes (Gustavsson,
2011). El objetivo principal es proporcionar un enfoque amplio y multidisciplinario
sobre las practicas avanzadas e innovadoras de la valorizacion de alimentos y su
contribucion al futuro (Segre-Gaiani, 2012).

Esta valorizacién es absolutamente necesaria para mejorar la sustentabilidad y
rentabilidad de la cadena alimentaria, junto con sus aspectos éticos y ambientales.
Lo anterior, considerando los dltimos avances tecnoldgicos y el impulso hacia la
reutilizacion de los residuos alimentarios como materia prima. En la Figura 2, se
muestran algunos materiales que pueden estan presentes en los residuos
alimenticios y su uso como materia prima para la obtencién de compuestos utiles

en la manufactura de productos comerciales diversos (Gémez, 2010).
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Alcoholes

Aminoacidos

Azucares Celulosa

Hemicelulosa

Elastina

Residuos
Generados de la

Quelantes
Naturales

Fitogquimicos

Cadena Alimenticia

Fenoles

Antioxidantes

Hidrogeles Nanocristales

Figura 2. Los componentes presentes en los residuos generados en la cadena

alimenticia y su uso en productos de interés comercial.

El aumento del desarrollo de las practicas de valorizacion sobre los residuos y
subproductos de RA se debe a las cantidades significativas de moléculas
funcionales que se encuentran en ellos es decir, hidratos de carbono, proteinas,
triglicéridos, acidos grasos, compuestos fendlicos como se muestra en la Figura 2
éstas se encuentran disponibles en los RA. La escala y la velocidad a la que
nuestra cadena de suministro de alimentos produce residuos y su naturaleza
representa un problema para la industria. En este contexto, los residuos de la
cadena de suministro de alimentos, emerge como una materia prima realmente

sostenible para ser empleado en la produccion de bioderivados quimicos,
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materiales y combustibles, en nuestro escenario actual existe un aumento de
147% en los precios de las materias primas desde el cambio de siglo y cada vez

es mayor (Schieber et al, 2001).

El manejo integral de los residuos alimenticios comunmente esta relacionado con
el término “jerarquia del manejo de residuos” sefialado en la Figura 3. Esta
jerarquia prioriza las opciones de manejo de residuos en un orden de preferencia,
la cual parte de la prevencién de la generacién, del reuso, reciclaje, valorizacion,
recuperacion de energia y por ultimo su disposicion. La reutilizacion y el reciclaje
son las opciones preferidas, debido a que a partir de los RA pueden obtenerse
productos quimicos y materiales utiles, a partir de la extraccion de sus compuestos

funcionales (World Economic Forum, 2012).

Valorizacion

Figura 3. Jerarquia del manejo de residuos.

Las estrategias de manejo de RA plantean preocupaciones ambientales
significativas, ya que estos residuos tienen un gran impacto en la emision directa e
indirecta de GEI (CH; y CO;). Se ha determinado que por cada tonelada de RA se
producen 4,2 toneladas de CO, y otros contaminantes (Gomez et al, 2010).
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En la actualidad no existen presiones sociales o éticas para obligar la sociedad al
buen manejo de residuos alimenticios. Esto parece estar relacionado con el hecho
de que la mayoria de la poblacibn en los paises desarrollados no han

experimentado escasez de alimentos (Banbury, 2008).
4.1.4 Residuos alimenticios como materia prima

Los residuos alimenticios incluyen frutas y vegetales entre otros, son recolectados
como materias primas del procesamiento de productos estos residuos son:
cascaras, semillas, aceite vegetal y los residuos de la fabrica de oleoquimicos. En
la produccién de alimentos el empaque, enlatado, congelado, operaciones de
secado son los principales responsables de la produccion de esos residuos
(Kroyer, 1995), estas fracciones conforman una importante fuente de azucares,
lipidos, hidratos de carbono, acidos minerales, compuestos inorganicos, fibras
dietéticas o fitoquimicos, incluyendo compuestos fendlicos, carotenoides y
tocoferoles. Los fitoquimicos representan una oportunidad especialmente
prometedora como compuestos de gran demanda para la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmética entre otros sectores (Djilas, 2009).

La industria de bebidas de uva y manzana genera al afio grandes cantidades de
residuos de estos frutos, por ejemplo, de 5 a 9 millones de toneladas de bagazo
de uva y de 3 a 4,2 millones de toneladas de bagazo de manzana (Djilas, 2009).
Sin embargo, los cultivos de estos tipos de residuos son propensos a la
descomposicion microbiana, se necesitan operaciones de secado antes de la
implementacion de nuevas estrategias de valorizacidon. Los residuos pueden ser
valorizados inmediatamente o después de su generacidon mediante tecnologias

limpias compatibles con el alto contenido de humedad.

10
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4.1.5 Frutas y vegetales como materia prima para la obtencién de

compuestos funcionales

Los subproductos utilizados como materia prima para la obtencion de compuestos
funcionales provienen de procesamiento de frutas templadas, tropicales y
subtropicales. Debido al aumento en la produccién de estos frutos, la eliminacion
de sus residuos representa un problema cada vez mayor, el cual se ve agravado
por las restricciones sanitarias. Por lo tanto, el desarrollo de procesos de
utilizacion eficiente, de bajo costo y ambientalmente amigable de estos materiales
es cada vez mas importante (Buckmaster, 1995).

Algunos ejemplos de aprovechamiento de frutas como materia prima para la

obtencién de productos funcionales se describen a continuacion:

4.1.5.1 Uva

Es el producto con mayor cosecha mundial dentro de las frutas, con mas de 60
millones de toneladas producidas anualmente. A partir del bagazo de uva se
obtiene una gran variedad de productos, tales como etanol, tartratos, acido citrico,
aceite, hidrocoloides, y fibra dietética (Girdhar y Satyanarayana, 2000; Arrigoni,
Esteban, y Amado, 1999). Adicionalmente, se pueden obtener Antocianinas,
catequinas, glucosidos de flavonoles, acidos fendlicos y estilbenos. Las
antocianinas han sido consideradas los componentes mas valiosos del bagazo de
la uva y se han desarrollado varios métodos para su extraccion (Mazza, 1995;
Mazza y Miniati, 2002).

4.1.5.2 Citricos

En la actualidad en la industria se procesan grandes cantidades de citricos para la
obtencion de jugo, lo que ha dado como resultado una mejora en el
aprovechamiento de las cascaras residuales, semillas, y otros subproductos
(Hasegawa, 2000; Budarin, 2010).

11
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Los residuos provenientes de la produccién de jugos de citricos son una fuente
importante de pulpa seca, melaza, fibra, pectina, esencias, limonoides vy
flavonoides entre otros. (Braddock, 1995; Hasegawa, 2000). Los principales
flavonoides que se encuentran en las diferentes especies de citricos son:
hesperidina, Narirutina, naringina y eriocitrina (Mouly-Arzouyan, 2010). Los
residuos de limén contienen principalmente hesperidina y eriocitrina (Pourbafrani,
2010).

4.1.5.3 Mango

El mango es una de las frutas tropicales mas importantes (Ramteke et al, 1999).
En la actualidad los productos del mango experimentan un aumento en su
popularidad a nivel mundial. Sin embargo, las pérdidas obtenidas durante el
procesamiento de mango son muy altas, las cuales pueden oscilan entre el 35 %
y el 60 % del peso total del fruto (Loeillet, 1994)

Las semillas del Mango son utilizadas como una fuente de antioxidantes naturales,
los cuales han sido caracterizados como compuestos fendlicos y fosfolipidos
(Puravankara, Boghra y Sharma, 2000). Los principales compuestos fendlicos
presentes en el mango son: &cidos galico, elagico y galatos. También se han
reportaron galotaninos y polifenoles en la almendra de hueso de mango (Arogba,
2000).

4.1.6 Manejo de Residuos Alimenticios en México

En México como en otros paises, entre mayor es el grado de urbanizacion la
cantidad de residuos generados se incrementa. En las zonas metropolitanas hay
una mayor contribucion de los residuos generados en el pais, mientras que en las
zonas rurales o semiurbanas representa una menor contribucion, ver Tabla 1
(SEMARNAT, 2013).

12
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Tabla 1. Generacion estimada de residuos sélidos municipales en México 2013

Localidad Generacion (Kt) Porcentaje %
Zonas Metropolitanas 18,004 43

Ciudades medias 15,824 38

Ciudades pequefias 3,548 8
Localidades rurales o 4,726 11
semiurbanas

TOTAL 42,102 100

Por ejemplo, de acuerdo con el inventario de residuos Solidos del Distrito Federal
(IRSDF-2012) en el afio 2012, se generaron en promedio 12 mil 664 toneladas de
residuos por dia como se muestra en la Tabla 1 se muestran las distintas fuentes

de generacion de residuos por dia y su respectivo porcentaje.

Tabla 2. Generacion de residuos soélidos en el D.F.

- 5987 1897 1323 1918 585
- 47% 15% 10% 15% 3% 4% 5%

Es importante hacer notar que la central de Abasto (CEDA) contribuye con un 5%

en el total de residuos generados en el Distrito Federal (SMADF, 2012).

El Sistema Nacional de Informacién Ambiental y de Recursos Naturales (SNIARN)
indica que en el afio 2011, la fraccion organica de residuos del Distrito Federal
correspondio al 52 %, lo cual significa que en promedio se generaron 6 mil 585
toneladas de residuos organicos por dia.

13
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En la Figura 4 se muestra que en los residuos solidos organicos del Distrito
Federal, el 31.80 % corresponde a cascaras de frutas y vegetales, mientras que el
30.55 % corresponde a la categoria de plantas y flores producidas en el hogar
(Duran et al, 2013).

Plantas y flores Restos de Otros que
de hogar animales puedan ser
30.55% 0.52% composteables

Productos . 30.37% Inorgédnicos
lacteos y = Presentes
cascarones de 1.49%
huevo
0.06%
c Cascaras de
Pasta, pany -‘:me (res, frutay
cereal pallo, cerdo.y vegetales
0.5% pescado) 31.80%
huesos, grasa y
piel

3.71%

Figura 4. Caracterizacion promedio de los residuos organicos del Distrito Federal
(Duran et al, 2013).

4.1.7 Ejemplos de aprovechamiento de residuos alimenticios en
México

En México existen pocos casos relacionados con el aprovechamiento de residuos
alimenticios. Un ejemplo del aprovechamiento de residuos de frutas y vegetales es
el estudio del contenido de azucares totales y cuantificacién de nitrégeno libre en
extractos de la pulpa y bagazo de semillas del mango (Solis Fuentes, 2003). Otro
caso esta relacionado con la produccion de bioetanol de residuos de agave
provenientes de la produccion de tequila (Alvarado et al, 2010).

14
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4.1.8 Residuos de guanabana como materia prima

Los residuos provenientes de Annona muricata (hojas, cascara y semillas)
contiene componentes con actividad biolégica importante, los cuales pueden ser
extraidos y aprovechados (Claveron, 1999). Estos residuos generados en su
mayoria por la industria como parte de la obtencién de pulpa y jugo a partir de los
procesos con el fruto, los cuales pueden ser aprovechados, evitando asi una
fuente de contaminacion y siendo una forma de generar nuevos productos a partir
de ellos (Kim et al, 2003).

Tabla 3. Produccién de Annona muricata afo 2013

Campeche T1.7 4 94 496 65
Colima 1.630.00 827 T.666.10
Suerrero 1.039.55 5_41 4 02625
Jalisco 51 567 163 2
Michoacan 9031 598 5.500_40
Morelos 474 T 12.49 3.047 .65
Mawarit 14 _ 254 60 3.45 54 795 98
FPuebla g90.9 5 68 234
Tabasco 524 3 11.92 9.099. 53
Weracruz 475 2 15.33 2122 98
Yucatan 12 4.8 866

En la Tabla 3 se observa la produccién del fruto en el afio 2013, teniendo un total
de 19.527.05 toneladas anuales en toda la Republica Mexicana. La cual tuvo un
impacto en la produccion de 88.239.38 anuales en el afio 2013, lo que nos indica
que la produccion del fruto es altamente remunerado (Kim et al, 2003). Los
estados de Nayarit y Yucatan son los que tienen mayor produccién. La industria
jugos y néctares tiene una mayor contribuciéon en la producciéon de residuos de
Annona muricata.

15
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4.2. Anonaceas

Las anonaceas son una familia que pertenece a las plantas tropicales,
originaria del Hemisferio Occidental (Diaz, 2004). Familia con aproximadamente
130 géneros y 3200 especies. En México se encuentran 8 géneros y alrededor
de 20 especies (Kelly, 2000). Esta familia se caracteriza por ser una gran
productora de frutos comestibles y de aceites esenciales asi como de contener
compuestos bioactivos Unicos para cada uno de sus géneros (Ledn, 1969).Las
especies mas representativas de este género comprenden la Annona cherimolla

(chirimoya) Annona muricata (guanabana) y Annona diversifolia (ilama).

El uso de los arboles como productores de madera, sélo tiene importancia a
nivel local ya que cada parte de la planta como las hojas, raices, semillas son
utilizadas para la medicina natural. Esta familia de plantas, también es popular
porque se utilizan en remedios tradicionales, como para el tratamientos de
infecciones sépticas, tos, hepatomegalia, diarrea y canceres (Reen-Yen et al,
2002). Por lo que el aislamiento de ciertos compuestos se han estudiado para

el desarrollo de farmacos.

4.2.1 Annona muricata

La Annona muricata (guanabana) es una planta originaria de Sudameérica,
América del Centro y del Sur, Asia y Africa. Actualmente se encuentra
ampliamente distribuida, las diferentes partes de la planta son usadas en la
medicina natural, incluyendo cortezas, hojas, raices, semillas, su creciente
industrializacion e importancia desde el punto de vista alimentario y

farmacoldgico ha crecido en los ultimos afios (Kelly, 2000).
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El nombre de Annona muricata proviene de su especie, la cual pertenece al
reino de las plantas, de la Familia Annonaceacoso y Género Annona, de un arbol

de hoja perenne.

Su fruto es delicado, de color verde oscuro cubierto de espinas en forma de
huevo, llega a medir hasta 30 centimetros de largo es relativamente grande, es
de cascara muy delgada de textura firme, su pulpa es jugosa de color
blanquecino de sabor &cido-dulce y esta4 estrechamente relacionada con otras
Annonas por los diferentes componentes que se encuentran en ellas (Li Chao-
Ming, 1997).

Reino: Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Magnoliales
Familia : Annonaceae
Subfamilia : Annonoideae
Genero : Annona
Especie: Annona muricata

Figura 6. Clasificacion cientifica de Annona muricata
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4.2.2 Distribucion de Annona muricata en Latinoamérica

Se encuentra ampliamente cultivada en suelos de elevaciones bajas de
Latinoamérica, con climas humedos y calientes. Las elevaciones son entre 0 m a
700 m por lo cual se encuentra principalmente en Sudéafrica, América del Centro,
America del Sur, Asia y Africa en la Figura 7 se muestra la distribucion de los

paises en donde se encuentra distribuido el fruto (Li Chao-Ming et al,1997).

Paises con

registro de
Annona muricata

Bolivia
Brasil
Colombia
Costa Rica
Ecuador

El Salvador
Guatemala
Honduras
Jamaica

México

Nicaragua

Panama

Pert

Puerto Rico

Repiblica Dominicana

Venezuela

Figura 7. Distribucién de Annona muricata en Latinoamérica
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4.2.3 Distribucion de Annona muricata en la Republica Mexicana

En la Republica Mexicana la Annona muricata se encuentra distribuida
principalmente en los estados que tienen suelos y elevaciones bajas. Sus climas
son principalmente humedos o calientes. En la actualidad este fruto ha sido

cultivado en mas estados por sus propiedades y cualidades (Li Chao-Ming, 1997).

Estado

Campeche

Colima

Guerrero

Jalisco

Michoacan

Morelos

Nayarit

Tabasco

Veracruz

Yucatan

Figura 8. Distribucion de Annona muricata en la Republica Mexicana

En México se comercializa la pulpa de guanabana natural o congelada, en
mermelada, nectar, jaleas y pure entre las mas importantes, la fruta es apreciada
para diferentes bebidas, es utilizado en alimentos de la gastronomia, sus hojas y
semillas han sido utilizadas para aliviar distintos tipos de padecimientos.
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4.3 Semilla de Annona muricata

Las semillas se encuentran dentro del fruto de la Annona muricata son ovoides y
aplanadas, tienen de 15 a 20 mm de largo dependiendo cada semilla. Su textura
es lisa y de color café o verde olivo dependiendo del estado en que se encuentre
la semilla.

La calidad de la semilla es el conjunto de atributos que identifican una muestra de
semilla, el cual se destinara para diferentes procesos y usos, en funcién a sus
caracteristicas particulares, por lo que se determinan las siguientes pruebas:

temperatura y humedad.

Se obtienen las condiciones en la que se encuentra la semilla, con lo que se
puede brindar las condiciones adecuadas para su conservacion 'y
almacenamiento, como la reduccion de las pérdidas de la muestra de semilla
(Stunbsgaard-Poulsen, 2000). La preservacion de la semilla es importante ya que
se previene lesiones y alteraciones que descarten a la semilla para la extraccion
de sus diferentes componentes, como la adecuada conservacion y

almacenamiento.

4.3.1 Almacenamiento de la semilla

Las condiciones adecuadas durante el almacenamiento de las semillas toman
gran importancia. Existen distintos tipos de insectos tales como las moscas de la
fruta, Anastrepha suspensa y A. striata (Kim et al, 2003) que pueden estar
presentes y anular la posterior utilizacion de semilla, entre las mas perjudiciales se

encuentran las siguientes:

+ La avispa Bephratelloides (Bephrata) maculicollis, sus larvas viven en las
semillas y al salir perforan agujeros, engullendo la almendra.

+ La polilla Cerconota (Stenoma ) anonella, que establece sus huevos en los
frutos pequenos impidiendo el crecimiento del fruto y el desarrollo de la

semilla.
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% Corythuchagossipii, que ataca las hojas, semillas y fruto.

« Cratosomusinaequalis, que afecta a la fruto, las ramas, semillas y el tronco.

Estas plagas son ocasionadas por factores internos y externos en que crece y se
desarrolla el fruto como en la obtencion de las semillas. La prevencion se logra al
controlar los factores que intervienen, obteniendo materia prima de mejor calidad y

en mejores condiciones.

s Temperatura

La temperatura es un indicador de la estabilidad de la semilla durante el
almacenamiento se identifica la temperatura mas elevada que contiene la muestra.
Para llevar a cabo su conservacion aumentando la vida util de la semilla
(Stunbsgaard-Poulsen, 2000). La elevacion de la temperatura en la semilla durante

su almacenamiento es sintoma de:

+ Falta de regulacién de rehidratacion de la semilla por alta humedad.
+ Desarrollo de hongos favorecidos por la alta temperatura intergranular.

++ Desarrollo de insectos dentro de la semilla.

Al exponer la semilla a temperaturas extremas podemos ocasionar factores que
produzcan lesiones o que destruyan los componentes bioactivos que contiene la

almendra y asi inhibir la extraccion de los mismos.

+» Humedad

La humedad es un factor primordial para el almacenamiento ya que todas las
semillas contienen humedad, esta cantidad de humedad varia dependiendo de los

factores y condiciones en el cual se encuentra la semilla (Hiroshi et al, 2000).

Las moléculas de agua estan en permanente en estado de vibracidn, si estan
localizadas cerca de la superficie de la semilla, podran evadirse ocasionalmente
en el aire, esto es por evaporacion, de forma similar las moléculas de agua en el

aire se encuentran vibrando algunas de ellas entran en contacto con la semilla por
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absorcion. Estos dos procesos evaporacion (desorcién) y absorcion funcionan
continuamente, cuando la absorcion supera la evaporacion, la semilla adquiere

humedad la cual puede afectar su calidad y conservacion de la semilla.

4.3.2 Bagazo de Annona muricata

El bagazo proveniente de la almendra de la semilla de Annona muricata esta
constituido por una gran cantidad de componentes tales como son: lipidos (aceite),
hidratos de carbono, fibra, péptidos y los ciclopéptidos, sus propiedades
fisicoquimicas que lo componen hacen que estos puedan ser extraidos y estudiar
sus diferentes funciones y actividades. (Li Chao-Ming, 1997).

4.3.2.1 Propiedades fisicoquimicas del bagazo

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas de la semilla se ha logrado el
aislamiento y cuantificacion de sus diferentes componentes los cuales tienen
actividades bioogicas importantes como son: antitumorales, citotoxicas,

anticancerigenas entre otras (Hiroshi et al, 2000).

El estudio de ciclopéptidos se debe a sus caracteristicas estructuras y a la
estabilidad que presentan, asi como a su actividad biolégica anticancerigena,
(We’le et al, 2004a, 2004b, 2005). En la Tabla 4 se muestran el analisis
fisicoquimico de cada uno de los componentes que lo constituye el bagazo de la
almendra (Solis-Fuentes, 2010).

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del bagazo de Annona muricata

Componente Porcentaje en 100 g de bagazo de

almendra de Annona muricata

Cenizas 25 %
Fibra cruda 17.9%
Proteina 15.7%
Hidratos de carbono 26.7%
Aceite 37.7%
Acetogeninas 45.6%
Ciclopéptidos 25.3%
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.4.3.2.2 Contenido de fibra en el bagazo

La Fibra es un componente de los carbohidratos el cual esta presente en las
plantas como en las semillas de los frutos, tiene como objetivo principal constituir

parte de la estructura fibrosa de la semilla.

La Fibra cruda presente en el bagazo refiere al residuo de esqueleto fibroso, que
puede ser disuelto con disolventes quimicos como son el &cido sulfurico e
hidréxido de sodio para obtener el porcentaje de fibra cruda en el bagazo el cual

constituye el 17.9 % del porcentaje de la almendra (Solis-Fuentes, 2010).

El contenido de fibra cruda presente en el bagazo es un dato primordial ya que
refiere a uno de los principales componentes de la almendra de la semilla de

Annona muricata.

4.3.3 Aceite de la semilla

Es uno de los subproductos importantes que se obtienen de la utilizacion del

bagazo es la extraccion del aceite.

El aceite proveniente de las almendras de Annona muricata contiene un
porcentaje de aceite del 37.7 % en base seca (Tabla 4. propiedades fisicoquimicas
del bagazo de Annona muricata), su composicion se basa en aceites grasos no
saturados, principalmente oleico, palmitico y linoleico. Estos se encuentran en
cantidades importantes que son representativas respecto a otro tipo de aceites

provenientes de las oleginosas (Solis-Fuentes, 2010).

4.4. Acetogeninas presentes en Annonaceas
Las acetogeninas son caracteristicas de la familia Annonaceae, la presencia de
estos metabolitos hacen que el aceite de las semillas no sea apto para el
consumo humano, debido a su toxicidad. Se conoce que estos compuestos

también presentan actividad biolégica como: antiparasitaria, insecticida,
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antimicrobiana, antifungica, antitumoral y la mas importante anticancerigena.
Representan una oportunidad para encontrar un tratamiento menos agresivo
para combatir el cancer, ejercen un efecto citotoxico y antitumoral mediante la
inhibicion del proceso de fosforilacion oxidativa a nivel mitocondrial. Reducen el
abasto de energia necesario para el crecimiento y desarrollo celular, también
inhiben la NADH-ubiquinona reductasa de las membranas plasmaticas de las

células cancerosas (Chavez, 2000).

La estructura de las acetogeninas aisladas de Annonaceae, consisten una
cadena alifatica de 32 6 hasta 34 atomos de carbono con una y-lactona
insaturada o saturada, como es mostrada en la Figura 9, También pueden tener
anillos de tetrahidrofurano (THF), odetrahidropirano (THP), como dobles o
triples enlaces (Luna, 2009). Son solubles en disolventes organicos. Se
identifican utilizado técnicas como Resonancia Magnética Nuclear (RMN),

Infrarrojo (IR) y Espectrometria de Masas (EM).

anillos de THF 0= 10

2

w0

o

Muncina H
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Figura 9. Estructura de acetogeninas de Annonaceae.

4.4.1Acetogeninas en Annona muricata

La Annona muricata ha sido ampliamente estudiada por lo que conocemos
diferentes cualidades de los compuestos que contiene cada una de las partes que
conforma al fruto como son la corteza, semillas, tallos y hojas, cada uno contiene
compuestos funcionales como son: alcaloides, acetogeninas, acidos grasos, entre

algunos de los compuestos aislados de esta especie ( Ragasa Consolacion, 2012)

Tabla 5. Acetogeninas presentes en Annona muricata

Nombre del Tipo del Fuente de donde Actividad
compuesto compuesto Proviene Bioldgica
Cis-annonacia Acetogenina Semillas Citotoxica
Annomuricin E Acetogenina Hoja Citotoxica
Cohibina Acetogenina Semilla Citotoxica
Javoricina Acetogenina Semilla Citotoxica
Cis-solamin Acetogenina Raiz Citotoxica
Aceogenica Acetogenina Semilla Citotoxica

Las acetogeninas son derivados de las largas cadenas de &cidos grasos que
tienen accion directa sobre las mitocondrias, el ATP, el Aparato de Golgi, las
membranas y el plasma celular de las células cancerosas, destruyéndolas
selectivamente sin dafiar a las células y tejidos sanos en el organismo (Ragasa
Consolacion, 2012), siendo esta la propiedad mas importantes de las

acetogeninas.

Las acetogenina encontrada Annoreticuin-9-ona mostro actividad biolégica y

citotoxica en la linea tumoral pancreatica humana (PACA-2), adenocarcinoma de

préstata humano (PC-3) y carcinoma de pulmén humano (A-549) (Consolacion,
2012) mostrando su efecto inhibidor y eficacia en estas lineas de cancer y la
posibilidad de que surtan el mismo efecto anticancerigeno en otras lineas de

cancer como son de prostata, colon y mama.
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4.4.2 Ciclopéptidos de Annona muricata

Una gran cantidad de ciclopéptidos de origen natural han sido aislados de diversas
fuentes, tales como plantas, semillas y raices de diferentes frutos. La estructura
caracteristica de ciclopéptidos y su estabilidad molecular hacen notable su
actividad biologica, tales como anti-tumoral, antifingico, antivirus vy

anticancerigena, entre las mas destacadas.

Los ciclopéptidos son moléculas compuestas de secuencias de aminoacidos,
estos se encuentran principalmente en el bagazo de la almendra de la semilla de
A.muricata, el cual tiene un alto contenido y calidad de aminoéacidos libres,
péptidos, ciclopéptidos y proteinas, los cuales pueden ser obtenidos para realizar
el analisis de la actividad bioldgica (Alassame Wele, 2004).

Previas investigaciones sobre la presencia de ciclopéptidos en la familia de las
Annonas, reportan la presencia de Annomuricatin A, hexapeptido ciclico que fue
aislado de las semillas de Annonamuricata, asi como la presencia de nuevos
ciclopéptidos provenientes Annonacin, Annonacin A y Annomuricin de la almendra
de la semilla (Li Wu-Ming, 1997). Se ha estudiado la posibilidad de la extraccién
de compuestos bioactivos como son los ciclopéptidos de las almendras de Annona

muricata como la posibilidad del tratamiento de distintas enfermedades.

El extracto de acetato de etilo ha sido estudiado con anterioridad y se determin6
la presencia de acetogeninas y ciclopéptidos como Annomuricatin A (Li Wu, 2007),
el cual ha demostrado ser el extracto con mayor actividad respecto que los otros

extractos obtenidos provenientes del bagazo de la almendra de Annona muricata.

En los ultimos afios se ha encontrado ciclopéptidos que han cobrado importancia
por su actividad biolégica, tal es el caso de Annomuricatin C el cual se encontré
gue es citotoxico frente a las células tumorales KB CLgy (1.0 mM), sin dafar

células sanas en el organismo (Alassame, 2004).
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4.4.2.1 Estructura de ciclopéptidos aislados de Annona muricata

Los ciclopéptidos son compuestos de cadenas de varios aminoacidos se
encuentran conformados por enlaces peptidicos que se forma entre el grupo
amino (-NH) y un grupo carboxilico (-COOH) dentro de su estructura que los hace
difuncionales ( Li Wu, 2007).

Contienen carbonos-a donde se encuentran posicionados los a-aminoacidos, que
le dan quiralidad de la molécula del ciclopéptido y su reactividad segun en el
medio en el que se encuentren estos, los grupos funcionales que conforman la
estructura del ciclopéptido son:

Un grupo amino, -NH,, que aparece como su forma protonada -NHs"

e Un grupo carboxilo, -COOH, que aparece como su forma disociada -COO"
e Un hidrégeno, -H

¢ Una cadena lateral, que es la que distingue a cada uno de los diferentes
aminoéacidos de los cuales esta constituido el ciclopéptido

e Aminoécidos L

Cabe mencionar que la estructura de cada ciclopéptido varia dependiendo a los
aminoécidos que se encuentren ligados a su estructura, asi como de la rotacion
de los enlaces (Li Wu-Yang Lu, 2004).

Figura 10. Estructura de Annomuricatin C de Annona muricata
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Los enlaces que conforman a los ciclopéptidos son cruciales para determinar la

bioactividad de cada una de las secuencias de aminoacidos en la molécula.
Existen dos tipos de enlaces intramoléculares:

Los enlaces de hidrégeno que se estabilizan en la columna vertebral del

macrociclico de la molécula formado por aminoécidos.

Asi como la distancia entre el oxigeno y el nitrdgeno involucrado en los dos
enlaces de hidrégeno intermoleculares entre los aminoacidos como es el caso de
Phe-NH, Ala-CO, teniendo en cuenta que la distancia cambia entre los enlaces
con cada aminoécido, asi como también la distancia entre los enlaces N-O, N-H
dentro de la estructura (Li Wu-Yang Lu, 2004).

La estructura caracteristica de los ciclopéptidos de la familia de las Annonas, asi
como su estabilidad con diferentes factores, proporcionan importantes actividades
bioldgicas que desempefian como son: anticancerigenas, antitumoral, antifungicas

y antiviral.

Estas actividades biologicas han sido previamente analizadas, se ha reportado
que estan estrechamente relacionadas con la conformacion estructural del
ciclopéptido, asi como el tipo y procedencia de la Annona que es estudiada. Se
tiene informacion sobre los ciclopéptidos que han sido aislados de la Annona
muricata previa de otras investigaciones (Li Wu a Yang Lu, 2006; Li chao-ming et
al, 1997).
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4.5 Actividad anticancerigena de ciclopéptidos bioactivos de
Annona muricata

El aislamiento de los distintos compuestos extraidos de la almendra de Annona
muricata, como son las acetogeninas y recientemente los ciclopéptidos, han sido
evaluados en estudios de lineas celulares para determinar su actividad citotoxica
selectiva contra el cancer, mostrando que tiene actividad anticancerigena como

antitumoral (Sulaiman, 2005)

Actualmente el cancer es considerado como la segunda causa de muerte a nivel
mundial y en el caso particular de México de acuerdo con los datos reportados por
el INEGI en relacién al indice de mortalidad, la incidencia de tumores malignos es

la tercera causa de muerte.

El cancer es uno de los padecimientos multifactoriales que ha llamado la atencion
del medio cientifico debido a la diversidad que éste presenta y al hecho de que no
se conoce un sistema que lo controle por completo de forma eficiente. Por tal
motivo se han desarrollado un sin fin de investigaciones con el propdésito de
encontrar alternativas para su tratamiento y prevenciéon, dichas alternativas
involucran el estudio y empleo de los productos naturales como posible agentes
quimioterapéuticos (Kosuge Yokota, 1985). Las investigaciones previas sobre la
familia de las Annonas es una fuente potencial para el desarrollo de productos

naturales con un alto benéficio para la salud del ser humano.

En los ultimos afios se ha reportado que las Annonaceas es la fuente potencial de
Annonaceusacetogenin que es proveniente de la Annona muricata. Este es un tipo
de producto natural con actividad biolégica anti-tumoral, convirtiéndose en un
producto eficaz y sin consecuencias secundarias (Li Wu-Yang, 2004). Por lo que la
obtencion de nuevos ciclopéptidos de esta Annona es una promesa para el

mejoramiento de la medicina natural.
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Uno de los mayores problemas en la quimioterapia moderna ha sido el surgimiento
de lineas celulares que han desarrollado resistencia a los agentes terapéuticos
convencionales, como la adriamicina, vincristina, taxol entre otros. Considerando
el mecanismo de accion de las acetogeninas se han encontrado que estos
compuestos producen un efecto citostatico o citotoxico en lineas celulares

resistentes a farmacos (Scudiero, 2001).

Se ha evaluado la actividad citotoxica in Vitro de los extractos de la Annona
muricata contra diversas lineas celulares tumorales como el carcinoma
pancredatico linea PAKA-2 12, cancer prostético linea PC-3 13, carcinoma
pulmonar (A-549), adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de mama (MCF-
7), carcinoma epidermoide (KB), células HepG2 o células de hepatoma humano
14. Su actividad citotoxica se podria explicar por la presencia de la uvaricina, que
es una acetogenina que estaria inhibiendo la enzima NADH, ubiquinona
oxidoreductasa o complejo de la cadena respiratoria mitocondrial (Chang-Liaw,
2003).

La actividad citotoxica fue determinada de acuerdo con el método de Monks. El
cual evalla la citotoxidad de las muestras en tres lineas celulares: cancer de
glandula mamaria (MCF-7), cancer de pulmoén (H-460) y cancer del sistema
nervioso central (SF268), proporcionadas por el Instituto Nacional del
Céncer (Sulaiman, 2005).
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4.6. Identificacidén de Ciclopéptidos por Resonancia Magnética
Nuclear RMN

Los métodos espectroscopicos son técnicas para la identificacion y analisis de
distintos tipos de compuestos organicos. Con ella podemos encontrar sefiales de
los fragmentos de la secuencia de la estructura de la muestra de interés (Polfer,
2009).

La determinacion de la secuencia o desplazamiento quimico de cada residuo
especifico de la cadena, principalmente de los aminoacidos L residuales en el
ciclopéptido es determinado por RMN (Resonancia Magnética Nuclear), la cual es
una técnica basada en un fenédmeno fisico basado en las propiedades mecéanico-

cuanticas de los nucleos atomicos. (Bythell, 2010).

Esta técnica es de gran utilidad por su practica aplicacion en la identificacion de
las moléculas y fragmentos reactivos que conforman la muestra, asi como la
asignacion secuencial y la determinacién de la estructura tridimensional de la

misma (Josipa Grzeting, 2012).

El estudio de la conformacion de macrociclos como de su estructura, depende de
la identificacion de la linea de secuencia de los fragmentos que son identificados
en los ciclopéptidos. A continuacion se presentan las tablas y las estructuras de
los ciclopéptidos de Annona muricata que han sido aislados en investigaciones
anteriores, los cuales sirvieron como referencia para su identificacion de los

ciclopéptidos encontrados.
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Annomuricatin B

Datos espectroscépicos de RMN 'H y *3C y estructura de Annomurictain B (Li
Chao Ming, 2006)

H C
1
2 44208 8.0) 62.0
3 2.04 (m), 1.94 (m) 297
4 180 {m), 1.35 {m) 25.0
5 31.89 (m), 3.68 (m) 488
6 172.6
7 9.17 (d, 5.2)
8 5.04 {m) 51.3
9 .89 (m), 3.68 (m1) 36.2
10 174.8
1 9.44 (5), B.57 (s)
12 172.1
13 9.29 (d, 3.2)
14 4.50 (m) 53.1
15 112 {d, 7.2} 16.8
14 172.7
17 875(d. 84)
18 5,75 () 55.7
19 389 (m) 29.5
20 123.0%
21 7.25(1,7.4) 121.6
22 11.79 (5}
23 137.5
24 T8 (1, T.4% 19.2
25 7.54 (dd, 2.6, 17.0) 112.2%
2 7.54 (dd, 2.6, 17.0) 112.0t
27 T.83(d, 768 119.2
28 1292+
9 173.00
30 B.A6(d, 9.6)
31 5.44 () 57.9
32 1.94 (m), 1.80 (m) 44,7
33 1.94 (m) 25.1
34 0.90 () 22.6
35 172.82
36 10.42 (dd, 4.4, 8.0)
7 482 (e, 8.2, 17.0), 3.89 (m) 440
3H 169.7
39 B.T5(d, E.]'z}
40 5.44 () 54.5
41 450 (rm) 69.1
42 1.65(d, 5.2) 20.3
43 17023
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Annomuricatin A

Datos espectroscépicos de RMN *H y *3C estructura y datos de Annomurictain A
( Li Wu-Yang Lu, 2006)

ENLACES DE HDROGENOD DISTANCIA ( A) SINETRIA

N-61 ... 0-3] 2836 X)\2

N-31 ...0-61 4054 X2
O-M---0-2] 2.770 1-x,—12+y.12-2

Componente Annomuricatin A
Dimension del cristal (mm?) 0.08 x 0.10 x0.50
Formula Quimica CyoH N O,CH,0H
Peso molecular 590.68
Temperatura (K) 296 (2)
Sistema de cristalizacion Orthorhombic
Volumen (A%) 3079.4 (11)
Z 4
Densidad (mg/m®) 1.274

— P -1 0.094
C?eflc.u'ente de Adsorcion (mm’) Mac DIP-2030K /e
Difraciometro
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5. METODOLOGIA
5.1 Parte Experimental

La parte experimental se dividio en cinco etapas principales:

% Andlisis selectivo y de calidad de la semilla

“ Extraccién del aceite de la almendra de la semilla

% Pruebas de calidad del aceite

< Extraccion e identificacion de ciclopéptidos del bagazo de la almendra

*

% Determinacion de actividad anticancerigena de extractos bioactivos

5.2 Materia vegetal

Se trabajo con 5 kg de semillas de Annona muricata procedentes de residuos de la
empresa de Extractos y Aromaticos Botanicos S.A. de C.V. Ubicada en Calle
Matlame No0.48, Col. Zapata Vela, Delegacién Iztacalco, México D.F.

5.3 Equipo y Reactivos

EQUIPO

Balanza analitica Galaxy 160 OHAUS  Viscosimetro Stabinger marca Anton
Paar modelo SVM 3000

Termometro digital Equipar ERTCOHART Espectrometro Varian modelo Unity

Modelo 850 Inova 300 Autosuitable
Pantone modelo 3478FRG Camara de UV modelo 74RET
Waterbath B-480 BUCHI Parrilla eléctrica CORNING 6795-220

Rotavapor R-124 BUCHI
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REACTIVOS

Hexano Aminoacidos : I-glicina, I-valina, |-
metionina, l-isoleucina, I-fenil-alanina

Metanol Etilenglicol

Diclorometano
Acetato de Etilo

n-butanol
Fenolftaleina

Tiosulfato de sodio
Almidén soluble

Yoduro de potasio

Sulfato de sodio anhidro

Agua destilada
Alcohol etilico

Hidroxido de potasio
Reactivo de wijs

Disolucion de ninihidrina
Disolucion o-tolidina/KI

Acido acético glacial

Hipoclorito de sodio

PLC Silica gel 60 F2s4, 2mm Merck
KGaA

Silica gel S10, de Barker-flex 60 1B2

5.4 Limpieza de semillas

A las semillas se les retir6 la mayor cantidad de pulpa proveniente del fruto,
después se lavaron con agua y posteriormente fueron colocadas sobre papel
absorbente, donde se dejaron secar a la sombra durante 3 dias. Una vez secas
las semillas, se realizO su analisis selectivo y caracterizacion fisica para
posteriormente separar fisicamente la cascara de la almendra y hacer la molienda

de esta Ultima para obtener el bagazo.
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5.5 Analisis selectivo de semillas

El andlisis selectivo de las semillas consistié en seleccionar las que estaban en
Optimas condiciones para continuar con la extraccion de los compuestos
bioactivos. En este analisis se realizo la determinacion de impurezas y sanidad,

en la cual se separaron las semillas con defectos evidentes, tales como:

7
A X4

Semilla rota

X/
°e

Semilla seca

%

% Daflo por insectos

R/

% Semilla traza de carbon
% Materia extrafia

Las semillas seleccionadas fueron pesadas y se les determiné el porcentaje de
cada semilla, tomando en cuenta el total de las semillas empleadas (5 Kg), se
realizé esta separacion con el objetivo de una seleccion adecuada de las semillas,

asi como aportar los atributos que identifican a la muestra.

5.6 Caracterizacion de semilla

Se tomé al azar una muestra de 30 semillas de A. muricata, a las cuales se les
determiné las medidas con un Vernier (largo, ancho y grosor), tanto de la
almendra como de la semilla completa. Se determiné el pesé la semilla completa y
su almendra por separado. Después se utilizé una pinza mecanica para separar la
cascara de la semilla, la almendra obtenida se moli6é en la licuadora para obtener

el bagazo correspondiente.

5.7 Vida de anaquel de la semilla

Para la determinacion de la vida de anaquel de la semilla se realizaron las
siguientes determinaciones: temperatura, color y aspecto fisico, densidad, dureza

y humedad.

36



i mﬁ:ﬁ
METODOLOGIA | &%

5.7.1 Temperatura

Se tom6 una muestra de 5 Kg de semilla y se colocd en una bolsa de platico, la
bolsa cerrada se agitdé vigorosamente e inmediatamente se introdujo un
termometro de mercurio en 5 zonas diferentes de esta bolsa. Se anotaron las
temperaturas registradas por el termémetro y se determiné su promedio, el cual

se comparo con la temperatura ambiente.
5.7.2 Colory Aspecto

Para examinar el color de la semilla se tom6 una muestra representativa del total
de la semilla, se comparo el color de ésta con la escala de color pantone (amarillo
a café) y se le asigné el numero correspondiente al color que porta, con el cual se

comparo con el registrado en la literatura (Gajalakshmi et al, 2007).
5.7.3 Densidad

Para la determinacion de la densidad se utilizo el indice de Flotacion. Se colocaron
100 semillas de la muestra en un vaso de precipitados de 250 mL y se agregd una
cantidad de agua destilada equivalente a 3 veces el volumen de las semillas. La
densidad se determin6 considerando el numero de semillas que flotaron después

de dejar reposar la mezcla durante dos intervalos de tiempo: 15 min y 6 horas.
5.7.4 Dureza

La dureza se determind mediante la técnica: Resistencia al Impacto y Resistencia
de Abrasion. Se tomaron 20 g de semilla y se colocaron en una probeta de
plastico de 1 L y desde el borde del recipiente se dejé caer una pesa de metal de
100 g sujeta con un cordon y se repitio el procedimiento 10 veces. Al término se
recolectaron las fracciones de las semillas: semilla entera, semilla quebrada y
polvo desprendido de la semilla. Estas fracciones se pesaron en una balanza
analitica y se reporté el porcentaje de cada una de las fracciones, tomando en

cuenta los 20 g como el cien por ciento.
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Para la determinacion de Resistencia a la Abrasién se tomaron y pesaron 10
semillas de la muestra, éstas se tallaron con una lija de agua del numero 2,
recorriendo toda la longitud de cada semilla. Al finalizar este proceso, se
recolectaron los residuos desgastados y los no desgastados de la semilla y se
pesaron en una balanza analitica, Se registro el porcentaje de las dos fracciones

tomando en cuenta el peso de las 10 semillas como el 100 %.

5.7.5 Humedad

La humedad se determiné empleando una muestra de 10 g de semilla, la cual se
sometié a secado en la estufa, calculandose el porcentaje de humedad a través
del peso que se pierde durante el secado. Para obtener el porcentaje de humedad
se divide la pérdida de peso de la muestra entre el peso original de ella y el

resultado se multiplica por 100:

P -P

Contenido de humedad (en %) = P
f

x 100

5.8 Extraccion del aceite de la semilla

5.8.1 Método de Soxhlet

Se utilizé6 una muestra de 50 g de almendra molida, la cual se colocé en un
cartucho de papel filtro que posteriormente se introdujo en la camara del soxhlet.
En un matraz de bola de 500 mL se colocaron 300 ml de hexano, perlas de
ebullicion y se calentd a reflujo a temperatura constante de 60 °C durante un
periodo de 18 horas (tiempo éptimo para una extraccion completa de aceite).
Después de la extraccién del aceite, la mezcla se sometid a un tratamiento de
secado con sulfato de sodio anhidro, se filtr0 y concentré6 en un evaporador
rotatorio Obtenido el aceite se conserva la molienda de los cartuchos para

posteriores determinaciones.
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5.8.2 Método de Extraccion por Maceracion

Para la extraccion por maceracion se utilizaron 5 kg de almendra previamente
molida, la cual se colocd en un recipiente de vidrio con 5 L de hexano y se dej6
reposar durante un periodo de 3 dias. Transcurrido este tiempo, el extracto
hexanico se decantd y se filtr6 con papel filtro mediano para separar el bagazo.
Una vez realizado este proceso, se evaporo el hexano en un evaporador rotatorio
para concentrar el aceite. Este proceso se realiz6 2 veces mas con las mismas
condiciones para hacer un total de 3 extracciones en 9 dias, una vez terminado el

proceso se recolectaron las extracciones para obtener el aceite.

< Rendimiento de aceite

El porcentaje de rendimiento del aceite obtenido de la almendra, se obtuvo por
medio de una relacidn entre el peso del extracto y la cantidad de materia utilizada

por 100, empleando la ecuacion siguiente:

peso extracto (g)x 100

% rendimiento = - -
peso materia prima (g)
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Figura 11. Extraccion de aceite de la almendra de la semilla de Annona muricata

40



e

yli

T

e AT
METODOLOGIA | ¥%#%

5.9 Pruebas de calidad del aceite

5.9.1 Determinacién de indice de Acidez (IA)

Se pesd 1 g de muestra de aceite en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se le
adicionaron 10 mL de alcohol etilico y 2 gotas de fenolftaleina. La mezcla se
mantuvo en agitacion vigorosa a 60°C y se titul6 con una disolucion previamente
valorada de KOH 0.0839 N, hasta ver el vire (se sustituyd la mezcla de etanol-éter
de petroleo (1:1) que sefiala la MGA 0001 por el uso de etanol). Se realizaron 3
repeticiones para cada muestra de aceite: soxhlet y maceracion. Se registro el
volumen gastado de la disolucién de KOH y se realizaron los calculos utilizando la

ecuacion:

_ (mLgon) (Nkon) (56.1mgkon)

gmuestra

IA

IA= indice de Acidez
ML kon = mililitros de KOH utiizados
Nkon= Normalidad de KOH

J muestra = gramos de muestra utilizados

5.9.2 Determinacion de indice de yodo (1Y)

Se pesaron de 0.1 g a 0.2 g de aceite en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se
cubrié con papel aluminio para evitar el paso de luz al matraz, dejando la boquilla
destapada, se afiadieron 10 mL de diclorometano y 10 mL del reactivo de Wijs, se
le coloco un tapon, agitandose fuertemente y se guardd en un lugar oscuro
durante 30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se sacO el matraz y se le
adicioné 10 mL de una disolucién de yoduro de potasio al 10% en 100 mL de agua
destilada previamente hervida y enfriada. Después se titulé con una disolucion de

tiosulfato de sodio 0.16 N previamente valorada, hasta obtener un un color
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amarillo paja. Una vez obtenida esta coloracién, se le adicioné 1 mL de disolucion
de almidon, se continué titulando hasta que desaparecidé la coloracién azul.
Finalmente se anoté el volumen de tiosulfato de sodio utilizado y calculandose el
indice de yodo con la siguiente ecuacion:

(TZ - Tl) X 127 glz X N Na25204 X 100

1Y
peso del aceite (g)

Donde T; es volumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulacién de la muestra
y T2 es el volumen de tiosulfato de sodio gastado por el blanco, Na,S,0, es la
normalidad a la cual se realiz6 el experimento, peso del aceite (g) es el peso de la

muestra utilizada
5.9.3 Viscosidad cinematica

La determinacion se realiz6 en un viscosimetro Stabinger marca Anton Paar,
modelo SVM 3000, se inyectdé una muestra de 4 mL de aceite, el equipo empezé a
realizar la medicién cuando el tubo en U quedé lleno con la muestra, permitiendo
que el rotor de medicion (con el iman integrado) flote en la muestra permitiendo
eliminar la influencia de friccion externa. El rotor magnético gira a velocidad
constante y queda centrado por las fuerzas centrifugas. Por otra parte, la
regulacion en los cambios de temperatura es por accion del sistema integrado al
equipo, lo que permitid que con la misma muestra inyectada al equipo se hicieran

mediciones a diferentes temperaturas.
5.9.4 Densidad

La determinacion de densidad se basa en la relacion existente entre el peso de un
determinado volumen de muestra. Comunmente la prueba se realiza empleando el
meétodo oficial MGA 0251 que se describe en la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos. En este caso particular, la determinacién se realizo con el
mismo equipo empleado para la prueba de viscosidad, un tubo en forma de “U”

oscilante que permitid6 una determinacién simultanea de densidad, viscosidad
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cinematica y dinamica.
5.9.5 Espectro de RMN *H de Aceite

Para el analisis de Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno se pesaron
0.0050 g de la muestra de aceite, el analisis se llevd a cabo en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.
Se utilizd6 un espectrometro Varian modelo Unity Inova 300 Autosuitable con
frecuencia de 300 MHz. Se empleé tetrametilsilano (TMS) como referencia interna

y como disolvente cloroformo deuterado (CDCls).

5.10 Obtencion del extracto metanoélico

Realizada la extraccién del aceite se obtuvo el bagazo desengrasado, el cual se
colocdé en una superficie limpia con adecuada ventilacion, donde se dejaron
evaporar los residuos de hexano. Se colocaron 5 kg de este bagazo en un
recipiente de vidrio con tapa y se adicionaron 5 L de metanol para su extraccion.
La mezcla se dejé reposar durante un periodo de 3 dias, agitando de manera
ocasional, transcurrido este tiempo se decant6 el disolvente, se filtré con papel
filtro mediano para separar el bagazo del extracto y se recuper6 el metanol en un
evaporador rotatorio El procedimiento anterior se realiz6 2 veces mas para hacer
un total de 3 extracciones en 9 dias, las cuales se juntaron para constituir una sola

muestra de extracto metandlico.

5.11 Obtencion de particiones a partir del extracto metandlico

Partiendo del extracto metandlico obtenido del bagazo de la almendra de la
semilla de A.muricata, se obtuvieron las particiones siguientes: particion de
hexano, diclorometano, acetato de etilo y n-butanol.

5.11. 1 Particién de hexano

En un vaso de precipitados de 250 mL se pesaron 30.53 g del extracto metandlico,

adiciondndose 50 mL de agua destilada y 70 mL de hexano. La mezcla se
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transfirid6 a un embudo de separacion de 250 mL, se agitd fuertemente y se dejo
reposar para llevar a cabo la separacion de la fase hexanica de la fase acuosa. Se
realizaron 2 lavados mas con hexano, se recolectaron los tres lavados obtenidos y
fueron secados con sulfato de sodio anhidro y el disolvente fue evaporado en un

evaporador rotario.
5.11.2 Particion de diclorometano

De la particion anterior (particion de hexano) se tomo la fase acuosa y se le
realizaron 3 lavados con 100 mL de diclorometano, entre cada lavado se separé la
fase correspondiente a la porcidén de diclorometano, al finalizar se incorporaron las
3 fases de diclorometano extraidas, a las cuales se les evaporé el disolvente y

concentrd en un evaporador rotatorio.
5.11.3 Particion de acetato de etilo

De la particion anterior (particion de diclorometano) se tomo la fase acuosa
resultante, se le realizaron 3 lavados con 100 mL de acetato de etilo, entre cada
lavado se separd la fase correspondiente a la porcion de acetato de etilo, al
finalizar se juntan las 3 fases obtenidas las cuales se les evapora el disolvente y

concentran en un evaporador rotario.
5.11.4 Particion de n-butanol

De la particion anterior (particion de acetato de etilo) se tomé la fase acuosa
resultante, se le realizan 3 lavados con 100 mL de n-butanol, entre cada lavado se
separa la fase correspondiente al porciéon de n-butanol, al finalizar se juntan las 3
fases obtenidas las cuales se les evapord el disolvente y se concentran en un

evaporador rotario para asi obtener la particion de n-butanol.
5.11.5 Fase acuosa

A la fase acuosa final resultante de las particiones anteriores, se le evaporé el

agua para la formacion de cristales y se recupero el residuo solido.
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Figura 12. Extraccion de extracto metandlico del bagazo de la almendra de A.
murlcata y sus particiones.
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5.12 Deteccion de ciclopéptidos

La deteccidon de aminoacidos y péptidos se llevo a cabo por cromatografia en capa
delgada, utilizando cromatoplacas de silica gel como fase estacionaria y como
fase movil se empled una mezcla de metanol, diclorometano y agua (5:4:1). Como
referencia se emplearon los aminoacidos: I-Glicina, I|-Valina, |-Metionina, |-
Isoleucina, I-fenil-alanina y el ciclopéptido 2,5-piperazona, el cual fue sintetizado.
También se prepararon los reveladores necesarios para la deteccion de los
ciclopéptidos presentes en los extractos analizados (disolucion de ninidrina y
disolucion de o-tolidina).

5.12.1 Sintesis de 2,5-piperazona

Para la detectar la posible presencia de ciclopéptidos en el extracto metandlico y
sus particiones, se realizd la sintesis del ciclopéptido 2,5-piperazona para tener
una base para realizar las pruebas de deteccion e identificacion de ciclopéptidos

en cada uno de los extractos.

El ciclopéptido se obtiene de la reaccién de la glicina sometida al calentamiento
constante a 175 °C por una hora en presencia de etilenglicol seguido de un
tratamiento de recristalizacién, la reaccion de la formacién de la 2,5-piperazona se

muestra en la Figura 13.

|
(@) N
o (@) HoN
\H
+ HO OH
T
H >
NH, o O 1 hora T o
H
2 moles de glicina 2 ,5-plperazindiona

Figura 13. Reaccion de la obtencion del ciclopéptido 2,5-piperazindiona
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5.12.2 Disolucién de ninhidrina (Deteccién de aminoacidos y péptidos)

Se disolvieron 0.0868 mg de ninhidrina en 15 mL de n-butanol y 0.45 mL de acido
acético, la mezcla se coloc6 en un aspersor de vidrio con el cual se rociaron las
cromatoplacas y se expusieron a calentamiento 95 °C para su revelado. La
solucién de ninhidrina revela el grupo amino y los a-aminoacidos terminales y
residuales de la cadena peptidica, dando como resultado la presencia de manchas
de color rosa intenso, que indica una prueba positiva, esta prueba da negativa

para los ciclopéptidos.

5.12.3 Sistema de revelado disolucién de Cl,/o-tolidina (Deteccion de

ciclopéptidos)

Se disolvieron 40 mg de o-tolidina en 8 mL de acido acético glacial, y se aforo la
disolucién a 62.5 mL con agua destilada y finalmente se agregé 0.25 g de yoduro
de potasio a mezcla se coloc6 en un aspersor de vidrio con el cual se rociaron las
cromatoplacas para su revelado, las cuales previamente fueron expuestas a una
camara de hipoclorito de sodio durante 20 minutos y después se dejé evaporar el
cloro que estaba en exceso a temperatura ambiente por 5 horas. Este paso es
importante realizarlo antes de la aspersién con el revelador ya que de lo contrario

se tendran falso positivo como resultado.
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5.13 Separacion de ciclopéptidos por cromatografia en columna

Una vez detectados los ciclopéptidos por el analisis de RMN *H y **C en alguna de
las particiones, el extracto correspondiente se sometio a la separacion de los
ciclopéptidos empleando cromatografia en columna usando silica gel como fase
estacionaria. Previamente, se realizaron ensayos con diferentes mezclas de los
disolventes metanol y diclorometano para establecer la polaridad adecuada de la

fase mévil que seria empleada en la columna.

Se realiz6 el montaje de la columna y se introdujo en la parte superior 2 g de una
de las particiones obtenidas del extracto metandlico adsorbida previamente en 2 g
de silica gel, se partié6 de una mezcla de metanol/diclorometano 5:95, terminando

la eluciéon de la columna con una mezcla 50:50.

A medida que se fue eluyendo la columna se formaron una serie de bandas
coloridas, lo cual nos indicé que la separacion de los componentes de la muestra.
Se colectaron fracciones de 20 ml en matraces Erlenmeyer, obteniéndose un total
de 30 fracciones.

Recolectadas las fracciones se detectd la presencia de los ciclopéptidos que se
encontraban en ellas por medio de cromatografias de capa delgada, empleando
los reveladores correspondientes: disolucion de ninhidrina y sistema de revelado

disoluciéon de Cl,/o-tolidina.
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Figura 14. Cromatografia en columna de la particion de acetato de etilo
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5.13.1 Purificacion de ciclopéptidos por cromatoplaca preparativa

Identificadas los ciclopéptidos aislados por RMN 'H y *C se purificaron por
cromatografia de capa delgada en placa preparativa de Silica gel 60 Fzs4, €n la
cual fue impregnada con 200 mg de la mezcla de ciclopéptidos, se us6é como fase
movil diclorometano, metanol (9:1), se eluyo 10 veces consecutivas, dejando
evaporar los disolventes de la placa entre cada elucion y revelando con camara de

UV para seguir su separacion de los ciclopéptidos.

La purificacion se llevé acabo por con filtracion a vacio para retirar la silica gel de

la muestra y obtener los compuestos puros.

Los compuestos puros fueron analizados por Resonancia Magnética Nuclear *H y
13C para lo cual se pesaron 0.0030 g de cada uno, el andlisis se llevé a cabo en el
Laboratorio de Productos Naturales, Area de Quimica, Departamento de
Preparatoria Agricola, Universidad Auténoma de Chapingo, en donde se
obtuvieron los espectros 2, 4 y 6 en donde se analiz6 los fragmentos presentes en

los ciclopéptidos aislados para posteriormente determinar su posible estructura.

5.14 Identificacién de ciclopéptidos por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Se realizé la identificacion de los ciclopéptidos contenidos en el bagazo de la
almendra de A.muricata por medio de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) *H y
13C.

El andlisis de Resonancia Magnética Nuclear *H y *C se realizé para cada de
una de las particiones obtenidas del extracto metandlico. Para lo cual se peso6
0.0050 g de cada una, el analisis se llevo acabo en la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM, de donde se
obtuvo el espectro 7.
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Se utiliz6 un espectrémetro Varian modelo Unity Inova 300 Autosuitable con
frecuencia de 300 MHz. Se empled tetrametilsilano (TMS) como referencia interna

y como disolvente cloroformo deuterado (CDCls3).

5.15 Determinacion de actividad anticancerigena de

ciclopéptidos aislados de la particion de acetato de etilo

Los ciclopeptidos aislados de la semilla de Annona muricata presentan distintos
tipos actividad biolégica como son: antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana,
antifangica, antitumoral y la mas importante anticancerigena (Wu Lu Y et al, 2007).
Por lo cual representan una oportunidad para encontrar un tratamiento menos

agresivo para combatir el cancer.

Se realiz0 el estudio de lineas celulares a os extractos obtenidos de la
separacién de ciclopéptidos. El cual se llevé a cabo en el Instituto de Quimica,
UNAM. Tomando las cuatro lineas celulares cancerosas humanas, de los
principales tipos de cancer que afectan a la poblacién que fueron: PC-3=
préstata, HCT15= col6n, MCF-7=mama; SKLU-pulmon.

Para el andlisis se pesaron 0.0050 g de cada compuesto bioactivo se realiz6 un

ensayo MTT con 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

solucion stock 5mg/ml. El ensayo realizado fue el MTT en el cual cuantifica la
viabilidad celular. Las células se expusieron por 48 hrs, después de este periodo,
se agreg6 a los pozos una solucion de MTT en una razén de 10u/100ul y se dejo
por un periodo de 4 hrs. Se solubilizo el formazano con DMSO (100 pl) y se leyo
en un lector de Elisa a 570 nM. Se reporta el promedio de 3 experimentos

independientes * error estandar de la media.
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Figura 15. Aislamiento y Caracterizacion de ciclopéptidos
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5.16 Deteccion de acetogeninas

5.16.1 Identificacion de acetogeninas en la particion de diclorometano

Se realizo el reconocimiento de la presencia de acetogeninas en la particion de
diclorometano por medio del andlisis de Resonancia Magnética Nuclear *H y *C

para el cual se pesaron 0.0050 g.

Después fueron purificados por filtracion a vacio para retirar la silica gel de ellos y

obtener las acetogeninas puras.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Materia prima

A la semilla se le elimind la pulpa proveniente del fruto, se lavd con jabon y se
colocaron sobre una superficie limpia con ventilacion, donde se dejar6 secar

durante tres dias.

Ya secas la semillas se realizd el analisis selectivo de éstas para extraer
compuestos de buena calidad sin ningun tipo de contaminante que pudiera

interferir en el estudio.
6.2 Analisis Selectivo de la semilla

En el andlisis selectivo se procedi6 a la seleccion de las semillas que consistié en
eliminar aquellas que presentan dafios fisicos como: semilla réta, seca, dafio por

insecto, semilla traza de carbén, materia extrara.

Tabla 6. Analisis selectivo de la semilla de Annona muricata en 5 Kg

29.9476 2.99
18.0786 1.80
1.4968 0.14
11.6809 1.16
1.8721 0.18

La semilla present6 diferentes tipos de defectos que son evidentes mas la
proporcién en la que se encuentran no resultaron significativas para evitar llevar
acabo la extraccion de sus diferentes componentes, el porcentaje aproximado del
total de las semillas con defectos corresponde al 10 % del total de la semilla
utilizada (5 Kg), los datos correspondientes a cada una de las fracciones se
encuentran en la Tabla 6 Andlisis selectivo de la semilla de Annona muricata.
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Es importante el estado en que se encuentra la semilla ya que al provenir de un
residuo organico podemos encontrar la presencia de otros factores como son
rancidez, hongos, entre otros. Con la realizacién del analisis selectivo se evitd

contaminaciones en la realizacion de los procesos consecutivos.

Semilla Almendra Semilla seca

4
. .

Semilla rota Semilla raspada Dario por insecto

s

Traza de carbon

Figura 16. Analisis selectivo de la semilla de Annona muricata
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En la Figura 17 se muestran algunos de los diferentes defectos que puede
presentar la semilla, es de suma importancia retirar las fracciones que
correspondan a estos tipos de semilla, ya que como se puede observar al abrir la
semilla no se encuentra la almendra solo se encuentra la cascara ya que los

insectos se la han engullido.

Figura 17. Semilla con dafio por insecto
6.3 Caracterizacion de la semilla

Para la determinacién de las caracteristicas fisicas se utilizaron semillas en buen
estado resultado del andlisis selectivo realizado, en la Figura 18 se observa como
debe de encontrarse la semilla por dentro y por fuera para realizar su

caracterizacion.

Figura 18. Semilla y almendra de Annona muricata
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De estas semillas se tom¢ al azar una muestra de 30 semillas, a las cuales se les
determiné las medidas de largo, ancho y grosor con un Vernier, tanto de la
cascara como de la almendra de la semilla, asi como el peso de ambas partes de
la semilla por separado en Tabla 7 se muestran los valores obtenidos para cada

una de las determinaciones que fueron realizadas.

Tabla 7. Determinacion de las caracteristicas fisicas de la semilla de Annona

muricata
CARCATERISTICAS SEMILLA ALMENDRA
LARGO(mm) 16.741+1.1643 12.3162+1.9012
ANCHO(mm) 09.220+1.1510 07.8622+1.2160
GROSOR(mm) 06.1350+0.06120 04.251+0.05620
PESO(Q) 0.3712+0.0530 0.818+0.03540

Las medidas de largo, ancho, grosor y el peso no muestran una variacion
significativa, se encontraron dentro del estandar de las medidas reportadas en los
distintos articulos e investigaciones previamente realizadas (Jun zhou - Ninghua
tan, 2000).

Figura 19. Almendra y cascara de la semilla de Annona muricata
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6.4 Vida de anaquel de lasemilla

6.11.3 Temperatura

La semilla presenta una temperatura de almacenaje de 24.8°C, por lo cual no
debe rebasar los 25 °C para la conservacion de los diferentes componentes que la
constituyen. Se debe considerar la temperatura ambiente en que se realizé la
determinacién para dar un parametro de almacenamiento y mejorar de su

conservacion.

Tabla 8.Determinacién de temperatura
ZONA TEMPERATURA(°C) T.AMBIENTE(°C)
24.5 24-25
24.5
25
25
25

a s wbN PR

6.4.2 Colory aspecto

Las semillas se encuentran dentro de la escala de color (amarillo-café) que
representa el nimero 4 en la escala del Pantone, se observaron distintas
coloraciones como son: verde olivo, café marrén y algunas pintas entre naranjas y
amarillo comparando con investigaciones previas (Gajalakshmi et al, 2007), la
semilla porta un color natural propio de la semilla y que nos indica que no se
encuentra en descomposicién, por lo cual puede contener los componentes
bioactivos que se buscan, en la Figura 20 se observa la coloracién que presento la

semilla.

Figura 20. Determinacion de color de Annona muricata
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6.4.3 Densidad

La densidad fue determinada con la prueba de indice de flotacion, la cual se llevo
acabo durante 15 min y 5 hr. Obteniendo los siguientes resultados, aportando

atributos para la caracterizacién de la muestra de la semilla.

En el indice de flotacién se tomaron las siguientes medidas: el peso en volumen
de 100 semillas = 50 mL, el peso en volumen de agua agregada = 150 mL y se

realizé en agua destilada.

Transcurrido el tiempo (15 minutos) se observo que las semillas en su totalidad
flotaron y cuando se realiz6 el mismo experimento pero con un intervalo mayor
tiempo 5 horas, suben a la superficie = 20 semillas. Esto se debe a que la cascara
visualmente se infla por la adsorcién de agua, teniendo un cambio de coloracion a
rojo intenso en el centro y trazas negras en las orillas de la semilla, con

ablandamiento parcial de la cascara como se muestra en la Figura 21.

En ambos casos la semilla presenta un cambio de coloracion de verde oliva o rojo
intenso, a mayor tiempo que transcurre las semillas descienden al fondo del vaso
presentando una coloracion negra y ablandamiento total de la cascara lo que
indica que la semilla a saturado la adsorcién de agua en su pericarpio lo cual nos

dice gque es totalmente permeable la membrana de la cascara.

indice de flotacion (15 min} Indice deflotacion (=5hrs)  -Desensodelas semillas

Figura 21. indice de flotacion
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6.4.4 Dureza

En la determinacion de resistencia al impacto se obtuvieron los siguientes
resultados : semilla entera 19.892 g, semilla quebrada 0.098 g, polvo de semilla
0.01 g y en la determinacion de resistencia de abrasion se obtuvieron residuos no
desgastados 1.8005 g, 0.08 % de pérdida de 1.8792 g de muestra utilizada.

La semilla presentd un alto indice de dureza por lo cual es resistente al impacto y
a la abrasion, éste es un factor importante para su almacenamiento ya que
mientras mas alta es la dureza que presente la semilla mejor sera el

almacenamiento de la almendra para la posterior extraccién de sus componentes.

6.4.5 Humedad

En la determinacion de humedad se obtuvieron los siguientes resultados: peso de
la semilla sin secar 10.09 g, peso de la semilla seca 8.67 g, el porcentaje de
humedad obtenido fue de 16.38 % por lo que si no se tiene un buen

almacenamiento de la semilla esta es propensa al desarrollo fungico.

Esta determinacion se realizO para prevenir el crecimiento de hongos y el
temprano deterioro de la semilla en el transcurso de su almacenamiento, ya que
es el factor de mayor importancia para almacenamiento seguro de la semilla y la

prolongacion de los compuestos bioactivos de la almendra.
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6.5 Extraccion del aceite de la semilla

La extraccion del aceite se llevo acabo como parte del aprovechamiento del
bagazo de la almendra teniendo como resultado la obtencion de un subproducto,
esta se llevd acabo por medio de dos métodos: soxhlet y maceracion, en los
cuales las condiciones de temperatura, cantidad de muestra y tiempo de
extraccion fueron diferentes, por lo que el rendimiento obtenido en cada extraccion
del aceite fue distinto, en la Tabla 9 se muestran las cantidades y rendimientos del

aceite extraido.
Tabla 9. Extraccion de aceite del bagazo de la almendra de Annona muricata

Propiedades/Extraccién Soxhlet Maceracién

de bagazo de almendra

150.125 5000

48.10 1653

46.47 1589

30 32

Se observa que se obtuvo un total de 48.10 mL de aceite proveniente de la
extraccion soxhlet proveniente de 150.125 g de bagazo de la almendra, teniendo
asi un rendimiento del 30 %, mientras que por el método de maceracién se obtuvo
un total de 1653 mL de aceite proveniente de 5000 g de bagazo de almendra,

teniendo un rendimiento del 32 %.
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Las diferencias de cada uno de los rendimientos se debi6 a la cantidad de muestra
utilizada y el tiempo de extraccién, en el método de maceracion es un mejor

método para la extraccion del aceite ya que se obtuvo un mayor rendimiento.

Los disolventes fueron recuperados y destilados para su posterior reuso.

6.6 Pruebas de calidad del aceite

Las pruebas de calidad del aceite fuerdn realizadas para determinar las
propiedades de los aceites extraidos por ambos métodos, se realizd las
determinaciones de indice de acidez, indice de yodo, densidad, viscosidad
cinematica y dinamica. En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para
cada determinacion realizada.

Tabla 10. Pruebas de calidad del aceite de Annona muricata

Determinacion/Extraccion de  Soxhlet Maceracion
bagazo de almendra
indice de Acidez 2.34+0.33 1.23+0.03

(mg KOH/1 g de aceite)

indice de Yodo 93.04+1.05 88.67+1.03
(g de 1/100 g de aceite)

Densidad 0.86 0.87
(g/cm?) 40°C
Viscosidad cinematica a 27.85 27.33

40 °C (mm?/s)

Viscosidad dindmica 25.73 25.21
A 40 °C (mPa.s)

Densidad relativa a 20 °C 0.9089+0.01 0.9190+0.01

62



RESULTADOS Y DISCUSION {fﬁ
1 By

En cada una de las determinaciones de calidad que se les realizaron a ambos
aceites extraidos, se observé que entre los valores no existe una variacion
significativa. Fueron comparados con datos previamente determinados (Juarez
Rico, 2012) en donde pudimos analizar que ambas muestras de aceite presentan

parametros similares en cada una de las pruebas realizadas.

En la determinacién de acidez es necesario que el aceite sea rico en triglicéridos
de acidos grasos insaturados con un contenido bajo de acidos grasos libres (< del
2%), para que sea usado en otro tipo de reacciones como es la transesterificacion
en donde se obtiene biodiesel el cual es un combustible alternativo al diésel pero

gue es amigable con el planeta (Juarez Rico, 2012).

La determinacion de indice de yodo indica la presencia de insaturaciones de los
acidos grasos, si el indice de yodo es alto significa que hay mayor cantidad de
acidos grasos insaturados Yy si es menor indica que hay mayor cantidad de acidos
grasos saturados y estos tienen un punto de fusion mayor, por lo cual se

encuentran en estado solido a temperatura ambiente.

La informacion que nos Indica que tan susceptible es el aceite a la oxidacion, al
presentar mayor porcentaje de insaturaciones esta mas expuesto a la oxidacién
ambas muestras de aceite se encuentran en intervalos de indice de yodo de 73-
100 lo que nos indica mayor contenido en &cidos grasos insaturados, estos
intervalos también se encuentran cerca de los intervalos de los aceites
comerciales que estan alrededor de 100g I,/ 100 g de muestra, el indice de yodo
no debe ser demasiado alto ya que el aceite se oxidaria muy rapido por contener
una gran cantidad de dobles y triples enlaces en la estructura del &cido graso.

La densidad es asociada con la energia térmica, entre mayor sea la densidad,
mayor sera la energia (Atabani et al, 2012), los intervalos de densidad de los

aceites comestibles abarcan de 0.81 a 0.92 y son muy similares, por lo que
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la energia térmica en teoria deberia de ser andloga, las determinaciones de
densidad a 20 °C y 40 °C son semejantes a las reportadas para los aceites
comerciales, en las determinaciones de viscosidad cinematica y dinamica se
encuentra que la viscosidad disminuye al aumentar la temperatura a 40 °C, por lo
cual la densidad a esta temperatura también puede ser ligeramente menor.

< Espectro de RMN *H de Aceite

El analisis de Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno se realizé con 0.0050 g
de muestra aceite. Se utilizé un espectrometro Varian modelo Unity Inova 300
Autosuitable con frecuencia de 300 MHz. Con el cual se obtuvo como resultado el
espectro en donde se encontré6 que presenta triglicéridos de cadena largas los
cuales pueden ser empleados para la reaccion de transesterificacion donde el

producto principal es el biodisel (Juarez Rico, 2012)

CH, CH = CH CH,

Espectro 1.Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN H*
CDCl3, 300 MHz) de aceite de la almendra de Annona muricata.
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6.7 Estudio del bagazo desengrasado de la semilla

La mayor parte de los residuos procedentes de la industria alimenticia son ricos en
fibra, contienen proteinas y péptidos de manera natural. Especialmente se han
detectado y aislado una serie de ciclopeptidos Utiles para ser empleados como

sustancias funcionales.

Estas biomoleculas se han obtenido principalmente de extractos preparados de
con disolventes organicos como son el metanol y etanol empleados en distintos

tipos de bagazos.

6.7.1 Obtencion del extracto metandlico

El extracto metandlico se realiza después de la extraccion del aceite del gabazo
de la almendra de Annona muricata. Se llevé por el método de extraccion de
maceracion con metanol, en el cual encontramos los diferentes compuestos

bioactivos como son los ciclopéptidos como acetogeninas.

Se obtuvo 556.15 g de extracto metandlico proveniente de 5000 g de bagazo de
almendra de Annona muricata, teniendo asi un rendimiento del 11.12 %. Al ser
concentrado en el rotavapor aumenta su viscosidad dandole mas espesor y
aumentando su coloracion, la evaporacion de todo el disolvente es fundamental

para poder concentrar los compuestos bioactivos que contiene la muestra.

6.8 Obtencidn de particiones a partir del extracto metandlico

A partir del extracto metandlico previamente obtenido del bagazo de la almendra
se realizaron las particiones siguientes: particion de hexano, diclorometano,

acetato de etilo y n-butanol.

Las particiones de se realizaron a parir de 30.53 g del extracto metandlico. En la
Tabla 11 se muestran la cantidad de particion obtenida como el porcentaje al que
corresponde a cada particién y la recuperacion de la fase acuosa la cual fue

cristalizada.
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Tabla 11. Particiones del extracto metandlico

Particion del extracto Cantidad (g) Porcentaje (%)

metanolico

1.66 5.51

8.86 29.42

9.98 33.14

7.33 24.33

2.29 7.60

Durante la realizacién de la particién de hexano fue complicada la separacién a la
mezcla de las dos fases (acuosa y organica) por lo que se le suministré
calentamiento 40 °C para aumentar la solubilidad y se separar las fases, cabe
mencionar que esta particion no se analiz6 para posteriores procesos. ya que se
tiene la referencia de que en ella no se encuentran los componentes bioactivos de
interés (Wu Lu et al, 2007).En esta particion se encuentra reportada la presencia
de lipidos residuales de la muestra, que no fueron extraidos durante el

desengrasado.

Cabe destacar que el bagazo de las semillas anteriormente habia sido tratado con
hexano para la extraccion de aceite, por lo que podemos suponer que el
porcentaje de lipidos solubles se encuentran en el aceite extraido.
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La particion de diclorometano fue de 29.42 % este porcentaje fue mucho mas alto
que el obtenido en la particion de hexano, mientras que en la particion de acetato
de etilo se obtuvo el 33.14 % y para la particion de n-butanol se obtuvo el 24.33 %,
cada una de estas particiones posteriormente fueron analizadas para saber su

contenido de componentes bioactivos.

La fase acuosa fue cristalizada ya que en ella existia la posibilidad de encontrar
suspendidas fracciones peptidicas ya que son solubles en agua, por lo cual se
realiz6 el mismo estudio que se le realiz6 a demas particiones y asi determinar si

contenia algin compuesto de interés.

Debido a los porcentajes obtenidos de cada una de las particiones anteriores se
pudo deducir que hay una variacion entre cada particion, dependiendo de la
composicién de cada una de ellas. La solubilidad de éstas no es la misma en los
disolventes empleados, debido a la polaridad de cada uno de los disolventes y la
solubilidad de los compuestos bioactivos presentes en cada particion.

6.9 Deteccion de aminoacidos, péptidos y ciclopéptidos

Para conocer la presencia de ciclopéptidos, se procedié a realizar dos tipos de
cromatoplacas (con los extractos a analizar y con las muestras de referencia) y
reveladas con disoluciéon de ninhidrina y con el sistema de revelado de Cl,/o-
toludina para descartar o aceptar la posible presencia de ciclopéptidos en cada
una de las particiones obtenidas.
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6.9.1 Sintesis de ciclopéptido

Se realiz6 la sintesis de 2,5 piperazindiona ya que se requirié de un ciclopéptido
que indicara en las cromatoplacas de capa delgada (CCD) de las diferentes
particiones extraidas la posible presencia de ciclopéptidos en ellas, cabe destacar
gue este ciclopéptido no se encuentra en las estructuras ya reportadas (Li Chao
Ming, 2006), este se sintetizé utilizando la glicina como reactivo, fue utilizado en la
prueba de Cl,/o-tolidina. El rendimiento que se encuentra reportado es del 45 % y
el obtenido fue de 6.78 %, el rendimiento bajo se pudo deber a la pérdida del

producto durante los lavados del producto durante su sintesis.

6.9.2 Extractos revelados con disoluciéon de ninhidrina

La deteccion de aminoé&cidos y péptidos se llevé a cabo con cromatoplacas de
silica gel las cuales contenian el extracto metandlico y las distintas particiones
realizadas y los aminoacidos: I|-glicina, I|-valina, I-metionina, l-isoleucina, I-fenil-

alanina, variando la aplicacion de estos.

El revelado de las cromatoplacas se realiz6 con la disolucion de ninhidrina y a una
temperatura de 150°C que al presentar compuestos con grupo amino y a-
aminoacidos terminales o residuales de la cadena peptidica, se observd un
compuesto con coloracién rosa intenso, lo cual indica la presencia de los
compuestos en la muestra. A continuacion se presentan las cromatoplacas que

fueron realizadas:
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Figura 22.Extracto metandlico

EM GU MET EM VAL SO M Gl rl

Extractos Aplicados:
Glicina (GLI), Metionina (MET),
Isoleucina (1SO),Glicina (GLI) y Fenil-alanina (FEN

Figura 23 Particion de diclorometano

PD  GU MET PO VAL 1SO PD GU! FRN

Extractos aplicados: Particién de Diclorometano
(PD), Glicina (GLI), Metionina (MET), Valina (VAL),
Isoleucina (1SO),Glicina (GLI) y Fenil-alanina (FEN)

Extracto metandlico (EM),
Valina (VAL),

Se observa que el extracto metandlico
(EM) de Annona muricata presenta los
aminoacidos aplicados en las
cromatoplacas, revelando manchas rosa
intenso y definidas a la misma altura de
cada uno de los aminoacidos como se

muestra en la Figura 22.

Se observa que la particibn de
diclorometano contiene los aminoacidos
qgue fueron aplicados, ya que revelo
manchas rosa intenso como se muestra
en la Figura 23, con lo que se concluy6
la deteccién de aminoacidos para esta

particion.
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Figura 24. Particion de acetato de etilo

PA GLI MET PA VAL ISO PA GLI FEN

Extractos aplicados:Particion de acetato de etilo
(PA), Glicina (GLI), Metionina (MET), Valina (VAL),

Se muestra que la particion de acetato
de etilo estan presentes los
aminoacidos que fueron aplicados en
las cromatoplacas, revelaron manchas
de color rosa intenso a la misma altura
de cada uno de los aminoacido como

se observa en la Figura 24,

Isoleucina (1SO),Glicina (GLI) y Fenil-alanina (FEN)

Figura 25.Particién de n-butanol

N8B GLI MET NB VALISO NB GLI FEN

Extractos aplicados: Particién de n-butanol
(NB), Glicina (GLI), Metionina (MET), Valina
(VAL), Isoleucina (ISO),Glicina (GLI) y Fenil-
alanina (FEN)

Se observé que la particion de n-butanol
se observo contiene los aminoacidos que
fueron aplicados, revelando manchas
definidas rosa intenso a la altura de cada
aminoacido aplicado como se observa en

la Figura 25.
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Figura 26. Fase acuosa

FA MET VAL ISO GLI FEN

Extractos aplicados: fase acuosa (FA),
Glicina (GLI), Metionina (MET), Valina
(VAL), Isoleucina (ISO),Glicina (GLI) y Fenil-
alanina (FEN)

Se observa que en la fase acuosa solo
presenta una mancha de color rosa
intenso que coincidid con el aminoacido
valina, los demas aminoé&cidos aplicados
no fueron detectados como se muestra en

la Figura 26.
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6.9.3Extractos revelados con el sistema de revelado Cl,,; o-tolidina

Las cromatoplacas para la deteccion de ciclopéptidos fueron reveladas con

camara de vapores de Cl,, o-tolidina, el cual detecta las ligaduras peptidicas que r

reacciona con el grupo amida con Cl, formando un N-halégeno que es revelado

por una solucién o-tolidina/Kl observdndose una coloracién azul oscuro purpura,

indicando la presencia de ciclopéptidos en cada una de las muestras (acetato de

etilo, n-butanol, fase acuosa). Para observar la presencia de la posible existencia

de ciclopéptidos se utilizé el ciclopéptido 2,5-piperazona el cual fue sintetizado con

el aminoacido I-glicina.

A continuacion se presentan las cromatoplacas realizadas para la deteccion de

ciclopéptidos.

Figura 27.Particiones de acetato de etilo, n-butanol, fase acuosa

25 PA 25 N8 FA 25

Extractos Aplicados: Particién de acetato de etilo
(PA), 2,5-piperazona (2-5), Particion de n-butanol
(NB), Fase acuosa (FA)

Se observa en las particiones de acetato
de etilo, n-butanol y la fase acuosa
revelaron cada una manchas de color
azul oscuro purpura, lo que indicé la
presencia de ciclopéptidos en las
mismas, como se muestra en la Figura
27, con este resultado se pudo proceder
a la separacion e identificacion de los

ciclopéptidos presentes.
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6.10 Separacion de ciclopéptidos por cromatografia en columna

particion de acetato de etilo

La particion de acetato de etilo obtenida previamente se sometio a una separacion
por cromatografia en columna, empleando silica gel como fase estacionaria y
como fase moévil mezclas de los disolventes diclorometano y metanol. Se inicio el
proceso de elucién partiendo de una mezcla de metanol/ diclorometano 5:95
incrementandose la polaridad hasta llegar a una mezcla 50:50 de los disolventes
mencionados en la Figura 28 se muestra como se van separando conforme se va

aumentando la polaridad de la mezcla de los disolventes.

I i ' Figura 28. Cromatoplacas de fase movil

PA  GLI PA GLI PA GLI PA GLI PA  GLI

PA= Particién de Acetato de etilo, GLI= L-Glicina

6.10.2 Cromatografia en columna

La separacion de los ciclopéptidos presentes en la muestra de particion de acetato
de etilo, se realizé tomando 2 g de muestra. Durante el proceso se observo la
separacion de los componentes observando las distintas bandas y la disminucion
de la intensidad coloracion de la muestra. Al final se recolectaron 30 fracciones de
20 ml cada una, las cuales posteriormente se analizaron por cromatografia de
capa delgada (CCD).

En las fracciones recolectadas se les llevd acabo la deteccién de ciclopéptidos por
medio de cromatografia de capa delgada (CCD), se comparé y confirmo la

presencia de los componentes bioactivos en cada una de las fraccion.
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Al finalizar se reunieron las fracciones que correspondian al mismo componente
de la muestra. Se obtuvieron componentes diferentes en los que se separo la
particion de acetato de etilo, en la Figura 29 se muestra la cromatoplaca, en donde

se observa los ciclopéptidos aislados de la muestra.

Figura 29. Ciclopéptidos aislados de la particion de acetato de etilo

Se confirm6 el aislamiento de los ciclopéptidos por medio de cromatografia de
capa delgada (CCD), que fueron reveladas con el sistema de CL, /o-Tolidina. Se
puede observar que las fracciones recolectadas corresponden al mismo
componente ya que se encuentran a la misma distancia, tomando en cuenta estos
resultados podemos decir, que la muestra se separ6 en tres distintos
componentes los cuales posiblemente pertenecen a los ciclopéptidos aislados de
la muestra.
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A estos compuestos aislados se les realizé6 un analisis de RMN *H y *3C, en
donde se obtuvieron los espectros correspondientes con los que se identificd
cada fragmento de cada uno de ellos.

6.10.1 Purificacion de ciclopéptidos aislados de la particion de acetato de
etilo

Los ciclopéptidos aislados fueron purificados por cromatrografia en capa delgada
en placa preparativa de Silica gel 60 Fzs4, usando como fase mdévil diclorometano,
metanol (9:1), y revelando con camara de UV. Al finalizar se separaron los
ciclopéptidos obtenidos y se retiro la silica gel de la muestra por medio de filtracién

a vacio obteniendo asi los compuestos.

6.11 Identificacion de ciclopéptidos por Resonancia

Magnética Nuclear RMN

Los ciclopéptidos fueron identificados por medio Resonancia Magnetica Nuclear
en donde se obtuvieron como resultado espectros de 'H a 300 MHz en DMSO-dg a
cada una de las fracciones obtenidas (F1 a F5) de la columna cromatografica de la
particion de acetato de etilo. En donde se encontré un conjunto de sefales dobles
que corresponden a los protones de los grupos N-H entre 6 y 9 ppm, por su
acoplamiento con los hidrégenos a- al grupo carbonilo del residuo de aminoacido,
dichos protones residuos de aminoacidos (N-CO-CH) a la vez se pueden observar
entre 3.8 y 5 ppm, asi como los protones a baja frecuencia entre 0.7 y 1.5 ppm
qgue corresponden a la cadena lateral R, de la parte alifatica de los aminoéacidos,
indicando la presencia de grupos metilo (CHz), metileno (CH,) y metinos (CH).
Algunas veces es posible como es este caso, la presencia de grupos fenilo como
sefales intensas en 7.3 ppm correspondientes a fenilalanina, tirosina y triptéfano,

como se muestra en el Espectro 2 de este ultimo aminoacido (Bhacca et al, 1962)
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Espectro 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN *H,

DMSO-ds 300 MHZz) de la separacion de ciclopéptidos por cromatografia de

columna de la particion de acetato de etilo.

Para efectos de comparacion, se ha insertado un espectro publicado (Espectro 3)
de un ciclopéptido aislado de la esponja marina Phakellia fusca (Hong-Jun et al,
2010), donde se puede corroborar la informacién proporcionada en el espectro 1

de la fraccion F2 procedente de las semillas de A. muricata.

Las sefales observadas en el espectro de RMN fueron comparadas con los
espectros obtenidos en las investigaciones reportadas por (Li-Wu et al. 2012), en
donde se muestran sefales caracteristicas de ciclopéptidos presentes en la
semilla de Annona muricata las cuales estan presentes en esta mezcla del
compuesto, por lo cual corroboramos la presencia de ciclopépetidos en la particdn
de acetato de etilo Para lograr la separacion de la mezcla de los ciclopéptidos de

las fracciones analizadas, se necesita de una purificacion mas selectiva y fina por
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cromatografia de liquidos de alto desarrollo (HPLC, por sus siglas en inglés)
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Espectro 3. Espectro de RMN de *H (60 MHz, D,O) del triptéfano mostrando
sefales para protones aromaticos entre 7y 8 ppm (Bhacca et al, 1962)

La integracion de las sefiales diagnésticas en el espectro de RMN *H (Espectro 2)
de grupos H-N-CH-C=0O del ciclopéptido en la mezcla que es rica en estas
biomoléculas, indica al menos 7 sefiales dobles entre 7 y 9 ppm, que sugieren al
menos un cicloheptapéptido que esta presente en mezcla, observandose ademas
una serie de sefales para protones aromaticos que permiten suponer la presencia
de los aminoacidos triptéfano y fenilalanina. Asi mismo, al integrar la zona entre
0.5y 1.5 ppm del mismo espectro de RMN *H, se contabilizaron 67 hidrégenos
distribuidos entre grupos metilo (CH3), metileno (CHy) y metino (CH) que
pertenecen a las cadenas laterales de los aminoacidos que conforman al

cicloheptapéptido.
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Espectro 4. Espectro integrado de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN

'H, DMSO-ds 300 MHz) de la separacion de ciclopéptidos por cromatografia de columna

de la particién de acetato de etilo.

Esta informacion permite deducir que en esta mezcla se encuentran al menos tres

ciloheptapéptidos del tipo de la annomuricatina (Figura 26) de la que se

contabilizan 22 Hidrogenos y al suponerse tres ciclopeptidos resultaran 66

hidrogenos.

Figura 30. Estructura de la Annomuricatina aislada de semillas de
muricata colectadas en China (Li Chao Ming, 2006)

Annona
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Espectro 5. Espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds) del ciclopéptido
phakellistanina aislada de una esponja marina.
6.11.1 Deteccion de otros metabolitos del extracto de particion de Acetato de

etilo de las semillas de A. muricata

En la fraccibn F1 obtenida de la cromatografia de columna de la particion de
acetato de etilo, fue sometida a un anélisis de RMN de *H a 300 MHz en CDClz
esperando encontrar otro ciclopéptido, el perfil de sefales del espectro (Espectro
5) indica que se trata de una mezcla de acetogeninas, ya que se observan sefales
caracteristicas entre 7.1y 7.3 ppm de una y-lactona y,B-insaturada, una sefial triple
e intensa en 0.8 ppm asignable a un grupo metilo terminal de la cadena de la
acetogenina ya sea de 35 o 37 atomos de carbono, otro conjunto de sefiales entre
3y 4 ppm corresponden a los protones base de oxigeno de una serie de anillos de
tetrahidrofurano (THF) de la mayoria de las acetogeninas aisladas de anonaceas

como se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Fragmentos caracteristicos deducidos del espectro de RMN de 'H a

300 MHz que ayudan a proponer la estructura de las acetogeninas.
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Espectro 6. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN *H,

CDCl3, 300 MHz) obtenida de la cromatografia de columna de la particion de

acetato de etilo.
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6.12 Determinacién de actividad anticancerigena de ciclopéptidos

aislados de la particion de acetato

Las ciclopéptidos aislados reportados en las referencias (Gianfranco La Manna,
2003) presentan distintos tipos actividad bioldégica como son: antiparasitaria,
insecticida, antimicrobiana, antifangica, antitumoral y la mas importante
anticancerigena por lo que representan una oportunidad para encontrar un

tratamiento menos agresivo para combatir el cancer.

Para determinar su actividad anticancerigena se realizé el estudio de lineas
celulares en el Instituto de Quimica, UNAM. Tomando las cuatro lineas celulares
cancerosas humanas de los principales tipos de cancer que afectan a la
poblacién, las cuales fueronPC-3= préstata, HCT15= colon, MCF-7=mama;
SKLU-pulmén, en el A-5 Resultados de lineas celulares de acetogeninas vy
ciclopeptidos Annona muricata se muestran los resultados obtenidos de este

estudio
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Figura 32. Resultados de lineas celulares de acetogeninas y ciclopéptidos

En estos resultados se muestran la actividad anticancerigena que demostraron las
acetogeninas y los ciclopéptidos aislados de la particién de acetato de etilo, en las
diferentes lineas celulares (PC-3= préstata, HCT15= col6n, MCF-7=mama; SKLU-
pulmén), la concentracién que se us6é en ambas muestras fue del lum y 10um ya

que presentaron alta actividad anticancerigena en el experimento.
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Las acetogeninas presentaron alta actividad anticancerigena a 1um en las lineas
celulares HCT15-colon y en SKLU-pulmén y a 10um en SKLU-pulmén y en MCF-
7=mama sin dejar de mencionar que la actividad en las otras dos lineas celulares

analizadas también presentan una buena actividad anticancerigena.

La actividad anticancerigena que presenta las acetogeninas aisladas de la
particion de acetato de etilo es alta, ya que entre mayor sea la concentracion de
acetogeninas mayor sera su actividad, estos compuestos actlan seleccionando

solo sobre las células cancerosas y sin dafiar las células sanas en el organismo.

Mientras que los ciclopéptidos aislados presentaron un alta actividad
anticancerigena a 1um en las lineas celulares SKLU-pulmén, PC-3= prostata y
HCT15= colén y 10um en las lineas celulares SKLU-pulmén, PC-3= prostata y
MCF-7=mama, en este caso los ciclopéptidos fueron aun mas activos durante el
experimento teniendo no sélo en dos lineas celulares actividad alta si no en tres,
en la linea celular faltante también tuvo una excelente actividad anticancerigena,
se observé que a menor cantidad del ciclopéptido se obtiene mayor actividad, o
gue nos dice que son mas activos que las acetogeninas, por lo cual pueden llegar
a ser aun mas especificos con el cancer que se quiera combatir, principalmente en

cancer de pulmon y prostata.
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6.13 Deteccidon de acetogeninas

6.13.1 Identificacion de acetogeninas en la particion de diclorometano

Se realizo el reconocimiento de la presencia de acetogeninas en la particion de

diclorometano, para el anélisis de Resonancia Magnética Nuclear H' y C*3

Por medio de este se obtuvo el Espectro 1. Espectro de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrogeno (RMN *H CDCl; 300 MHz) del extracto de particién de
diclorometano de las acetogeninas de la Almendra de la semilla de Annona
muricata compararon los espectros obtenidos con los reportados (Ragasa
Consolacion et al. 2012) previas con lo que se pudo observar las sefales
caracteristicas de dos tipos principales de acetogeninas en la particion de
diclorometano, por lo cual corroboramos la existencia de acetogeninas en la
particion de diclorometano proveniente del extracto metandlico del bagazo de la

almendra de Annona muricata.
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Espectro 7. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN

H>CDCj3, 300 MHz) del extracto de particién de diclorometano.
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7. CONCLUSIONES

La extraccion del aceite de la semilla de Annona muricata se considera
econdémicamente viable, por la cantidad de aceite que es extraido del bagazo de la
almendra que es el 32 % tomando en cuenta que estamos partiendo de un residuo
el cual no es aprovechado. Este es un subproducto del desengrasado en el

proceso de extraccién de compuestos bioactivos en el bagazo.

El método mas eficiente de extraccion de aceite fue el método de maceracion, con
el que se obtuvo una mayor cantidad de aceite de las almendras, utilizando
hexano como disolvente que presenta un menor costo y menor toxicidad que otros

disolventes.

Las pruebas de calidad caracterizaron y evaluaron el aceite obtenido por ambos
métodos de extraccidon, para comprobar que estuviera en los intervalos
establecidos. Al aceite de la almendra de Annona muricata no es necesario
realizarle un tratamiento previo para bajar el nivel de acidez lo que lo hace viable

para otro tipo de reacciones como lo es la transterificacién (Juarez Rico, 2012)

De las particiones realizadas del extracto metandlico obtenido del bagazo, se
extrajo un compuesto con un alto contenido de ciclopéptidos, el cual se encontrd

en la particion de acetato de etilo, al igual que en la particion de n-butanol.

En la particion de acetato de etilo también fue detectada la presencia de
acetogeninas las cuales se obtuvieron en el proceso de aislamiento de los

ciclopéptidos, al igual que fueron encontradas en la particién de diclorometano.
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El bagazo de la almendra de Annona muricata es viable para la extraccion de
compuestos bioactivos, como los ciclopéptidos y las acetogeninas. De los cuales
se demostr6 su importante actividad biologica contra células cancerosas, en
especifico presentan una alta actividad contra cancer de pulmon, préstata y colon.

Los ciclopéptidos son compuestos que pueden ser utilizados en ambito de la
industria de alimentos y farmacéutica para el desarrollo de nuevos productos, que

representen una mejora continua en la vida del ser humano.
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