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Abstract: Vegetable extracts have become important raw materials for food, pharmaceutical and 

cosmetic industries because of their biological potential. The objective of this study was to assess the 

biological activity of vegetable oils (VOs) extracted from Annona muricata and A. cherimola. 

Antibacterial activity was determined by plaque microdilution. The assessment of hemolytic inhibition 

and morphological alterations was performed in erythrocyte cultures by spectrophotometry and 

microscopy, respectively. Neutrophils were used to analyze both cytotoxicity by the trypan blue exclusion 

method and the effect on gelatinase granule release (MMP9) via zymography. Whereas VOs showed a 

mild antibacterial activity (900 µL/mL) on five ATCC bacterial strains, they had no effect on multi-

resistant bacteria. In addition, VOs inhibited hydrogen peroxide induced hemolysis and did not cause 

erythrocyte cell abnormalities. Cytotoxicity was not detected in neutrophils and VOs were able to 

stimulate MMP9 release. These results support their potential use by the food and cosmetic industries due 

to their antioxidant, non-cytotoxic, and slight antibacterial capacities 
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Resumen: Los extractos vegetales adquieren importancia en la industria alimentaria, farmacéutica y 

cosmética, por su potencial biológico. El objetivo de este estudio fue evaluar actividad biológica de los 

Aceites Vegetales (AV) de semillas de Annona muricata y A. cherimola. La actividad antibacteriana se 

determinó mediante microdilución en placa; en cultivo de eritrocitos se evaluó inhibición hemolítica por 

espectrofotometría y alteraciones morfológicas por recuento microscópico; en neutrófilos se evaluó 

citotoxicidad por método de exclusión con azul de tripán, y el efecto sobre liberación de gránulos de 

gelatinasa (MMP9) mediante zimografía. Los AV presentaron actividad antibacteriana leve (900 µL/mL) 

en cinco cepas ATCC, pero no en bacterias multirresistentes; inhibieron la hemolisis inducida por 

peróxido de hidrogeno; no generaron deformaciones eritrocitarias; no se evidenció citotoxicidad en 

neutrófilos y estimularon la liberación de MMP9. Los resultados podrían sustentar el uso potencial de 

estos AV en la industria alimenticia o cosmética, gracias a su capacidad antioxidante, no citotóxica y 

levemente antibacteriana. 
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INTRODUCCIÓN 
Las plantas son un recurso valioso en los sistemas de 

salud en los países en desarrollo, varias se han 

utilizado ancestralmente en diferentes culturas para 

tratar diversas enfermedades (Villarreal-Ibarra et al., 

2014). La población mundial utiliza rutinariamente la 

medicina tradicional para satisfacer sus necesidades 

de atención básica de salud y gran parte de los 

tratamientos caseros implican el uso de extractos de 

plantas o sus principios activos (de Mera et al., 

2019). Gran parte de la bioprospección se ha centrado 

en la búsqueda de compuestos con alguna actividad 

biológica (Torres y Velho, 2009), así el caso de la 

familia de las anonáceas, frutas exóticas cultivadas en 

las regiones tropicales, con aproximadamente 70 

especies entre las que se encuentran Annona muricata 

(guanábana) y A. cherimola (chirimoya), frutas 

utilizadas en la elaboración de jugos, mermeladas y 

dulces, entre otros, su uso genera una considerable 

cantidad de residuos como cascaras y semillas, las 

cuales normalmente son eliminadas en el relleno 

sanitario y en ocasiones utilizadas como abono 

orgánico (Ordoñez-Santos et al., 2014).  

Muchos de los análisis que se realizan con los 

extractos, están enfocados en determinar su 

capacidad antimicrobiana, antioxidante o 

antiinflamatoria, en busca de mitigar graves 

problemas de salud pública como la resistencia a 

antibióticos o la prevención de enfermedades 

crónicas (Shrestha y Dhillion, 2006). El uso de 

extractos vegetales se ve favorecida por su bajo costo 

y los escasos efectos colaterales comparados con los 

generados por el uso de antibióticos o medicamentos 

convencionales (Hyldgaard et al., 2012). En relación 

a la actividad antibacteriana la capacidad inhibitoria 

de extractos vegetales se evalúa tanto en especies 

Gram negativas como Gram Positivas, aun cuando las 

primeras presentan mayor resistencia a los 

antibióticos (Breijyeh et al., 2020). En cuanto a la 

actividad antinflamatoria varios estudios toman como 

modelo a los neutrófilos ya que son las primeras 

células de respuesta ante procesos infecciosos o 

inflamatorios y hacen parte de la inmunidad innata 

modulando la inmunidad adquirida (Mócsai, 2013; 

Soehnlein et al., 2017), los aspectos evaluados 

incluyen la liberación de sus gránulos terciarios como 

los de mieloperoxidasa, la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), la formación de trampas 

de ADN (NET`s), activación de vías de señalización 

y gelatinasas entre ellas la metaloproteinasa de matriz 

9 (MMP9), una enzima que puede estimular la 

angiogénesis en células tumorales, facilitando su 

proliferación y metástasis hacia otros órganos 

(Mayadas et al., 2014; Soehnlein et al., 2017). La 

disfunción del neutrófilo desencadena la inflamación 

crónica observada en varias enfermedades como la 

aterosclerosis, enfermedades autoinmunes, alergias y 

anafilaxia, adicionalmente, participa en la 

fisiopatología del asma, diabetes Mellitus tipo I, 

Lupus Eritematoso Sistémico, aterosclerosis, 

accidentes cerebrovasculares y cáncer (Carmona-

Rivera et al., 2015; Vandooren et al., 2017). 

Existen reportes del potencial antibacteriano 

de diferentes compuestos de extractos vegetales de A. 

muricata (León-Fernández et al., 2019), y de A. 

squamosa (Pinto et al., 2017). Estudios realizados en 

A. cherimola han demostrado que las semillas de esta 

planta posee acetogeninas responsables de actividad 

citotóxica, pesticida, antitumoral y antiparasitaria 

(Castro et al., 2010), se han encontrado efectos 

inhibitorios de la degranulación por parte de A. 

squamosa, (Yeh et al., 2005). Extractos de hojas, 

tallos, raíces y semillas de A. muricata y A. cherimola 

han presentado efectos prometedores sobre 

mediadores inflamatorios a través de la inhibición de 

la ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX), la 

reducción de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), 

interleuquina 1 y 6 (IL-1, IL-6) y óxido nítrico 

(ON) (Coria-Téllez et al., 2018; Quílez et al., 2018). 

Se ha determinado capacidad antioxidante de los 

aceites vegetales (AV) de las semillas de estas 

plantas, que se asocia a su contenido de vitamina E y 

compuestos fenólicos (Pantoja-Chamorro et al., 

2017). Sin embargo, actualmente, no se conocen 

estudios que evalúen los efectos estos (AV), sobre 

bacterias Gram positivas o negativas de interés, su 

potencial citotóxico, citoprotector o de regulación de 

algunas funciones del neutrófilo.  

El objetivo de este estudio fue evaluar el 

poder biológico relacionado con la actividad 

antibacteriana, citotóxica, inhibición hemolítica, 

determinación de anormalidades morfológicas de 

eritrocitos y liberación de gránulos de MMP9 de 

neutrófilos de los AV de semillas de Annona 

muricata (guanábana) y A. cherimola (chirimoya), 

con el fin de determinar su potencial uso en la 

industria alimentaria, farmacéutica y cosmetológica.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Estudio experimental cuantitativo. 

Selección y preparación del material vegetal  
Las semillas de A. muricata fueron suministradas por 

la empresa Industria de Productos Agroindustriales 

de Nariño (INPADENA) y las semillas de A. 

cherimola del proveedor “Más fruta” ubicados en la 

ciudad de San Juan de Pasto (Nariño - Colombia). Se 
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sometieron a un proceso de segregación, lavado y 

secado en un horno BINDER Modelo FD 23 Classic 

Line (USA), 60°C durante 8 horas (Cerón et al., 

2012). Posteriormente se redujo su tamaño de 

partícula en un molino de martillos (HSIAO LIN 

MACHINE modelo 61060), se determinó el tamaño 

promedio de partícula de acuerdo a los parámetros 

establecidos en la NTC 2441 de 1996 con ayuda de la 

tamizadora modelo (PS-35 serie 1182) y tamices (10-

80, A.S.T.M.E.) (Dorado et al., 2016). 

 

Extracción del Aceite de semillas 
La extracción del AV se realizó mediante la técnica 

de Fluidos Supercríticos (FSC) en un equipo SFE-

500 (Waters, EEUU), 200 g de cada semilla molida 

se sometieron a las condiciones óptimas de 

extracción: de presión 381 bar y temperatura 50°C, 

flujo de CO2 constante de 30 g/min y tiempo de 

extracción de 150 min. Se obtuvo una relación de 

22,5 g CO2/g semilla (Cerón et al., 2016). Los AV 

obtenidos se filtraron a través de membrana de 

fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,45 μm de 

poro, se envasó 1 mL en tubos ependorff estériles 

color ámbar y se conservaron a 4°C hasta la 

utilización. 

 

Caracterización de los AV 

El análisis de esteroles y tocoferoles se realizó en un 

cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro 

de masas (GC-MS), marca Shimadzu QP2010S 

(Shimadzu Scientific Corporation, Kyoto, Japón), 

equipado con una columna SHXRI-5MS (Shimadzu), 

detector selectivo de masas QP2010S (full scan) a 70 

eV y un inyector splitless a una temperatura de 

270°C, con fase móvil de Helio UAP a un flujo de 

1,0 mL/min. Para el análisis, se tomó 300 µL de cada 

AV, diluidos en diclorometano grado HPLC. Las 

soluciones resultantes se agitaron en vortex por 30 

segundos y se adicionó sulfato de sodio anhidro para 

su inyección en el GC-MS. La identificación tentativa 

de los compuestos de interés se realizó por 

comparación de los espectros de masas obtenidos con 

aquellos de las bases de datos NIST y WILEY. Por 

otra parte, la cuantificación se realizó mediante el 

método del estándar interno utilizando como patrón 

una solución de colesterol 50 ppm (Dorado et al., 

2016). 

El análisis de ácidos grasos se realizó en el 

mismo equipo GC-MS, equipado con una columna 

DB-WAX (JyW Scientific), con un detector selectivo 

de masas QP2010S (full scan) a 70 eV, y un inyector 

Split, temperatura de 280°C, con fase móvil de Helio 

UAP a un flujo de 1,0 mL/min. La preparación y 

análisis de los ácidos grasos presentes en los AV se 

realizó a partir de ésteres metílicos correspondientes. 

Para el análisis se tomaron 0,2 mL de AV, se 

sometieron a derivatización empleando como 

reactivo 5 mL de una solución de HCl/metanol al 5% 

v/v. Los ésteres metílicos de los ácidos grasos 

derivatizados fueron extraídos con 2 mL n-hexano 

grado HPLC. Finalmente se adicionó sulfato anhidro 

para la inyección de las muestras en el Cromatógrafo 

de Gases/Espectrómetro de Masas. La identificación 

de los compuestos de interés se realizó por 

comparación de los espectros de masas, empleando la 

base de datos NIST y WILEY, la cuantificación se 

realizó por porcentaje relativo de área (Dorado et al., 

2016).   

 

Determinación de actividad antibacteriana 

Se adquirieron cepas de referencia American Type 

Culture Collection (ATCC): Escherichia coli (ATCC 

25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212), se activaron, 

se realizaron pruebas bioquímicas, se cultivó en 

medios selectivos para la verificación de las cepas y 

se mantuvieron en agar infusión cerebro-corazón 

(BHI) a 4°C. De igual manera se analizaron bacterias 

multirresistentes donadas por la Clínica Profesionales 

de la Salud - Proinsalud S.A. (Pasto, Nariño) (Tabla 

No. 1). El inóculo de cada microrganismo se realizó 

una suspensión equivalente a 5 x 105 del patrón 0.5 de 

McFarland (1 x 107 UFC/mL), para su análisis se 

utilizó dentro de los 15 minutos siguientes a su 

preparación (CLSI, 2012). 

Tabla Nº 1 

Cepas bacterianas con multirresistencia 

Cepas bacterianas Antibióticos 

S. aureus Amoxicilina/ácido Clavulanato, Ampicilina/Sulbactam, Ampicilina, 

Cefazolina, Oxacilina y Penicilina 

P. aeruginosa Aztreonam, Cefepima, Imipenem, Meropenem y Piperaciclina/tazobactam 

E. coli Ácido Nalidixico, Ampicilina, Aztreonam y a las Cefalosporinas (productora 

de Betalactamasa de Amplio Espectro) 
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Determinación de la Concentración Mínima 

Inhibitoria (CMI)  
Se aplicó la técnica de microdilución en caldo en 

placa de microelisa en policubetas de 96 pocillos 

estériles y de fondo plano, con capacidad de 100 µL 

(CLSI, 2012), las diluciones realizadas directamente 

en cada pozo fueron equivalentes a 250, 500, 750 y 

900 µL/mL. Una vez preparadas las placas se taparon 

y agitaron a 350 rpm durante 1 min (Compact Digital 

Microplate Shaker, Thermo Scientific, EEUU) para 

permitir la homogenización, posteriormente se 

llevaron a incubar a 37°C durante 22 horas (Zampini 

et al., 2007). Se realizaron controles de inóculo, de 

medio de cultivo (Caldo Mueller Hilton- MH + 

Solvente), de los AV (A. muricata y A. cherimola), de 

solvente (Tween 20), incluyendo un control positivo 

con Gentamicina 1mg/mL (CLSI, 2012). La lectura 

de la prueba se realizó adicionando a cada pocillo 10 

µL del reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT) 1 mg/mL (Chem Cruz 

Biotechnology, Inc), el viraje a color purpura indicó 

viabilidad de los microorganismos bacterianos, 

mientras que el color amarillo intenso o tenue indicó 

inhibición bacteriana (Mojica et al., 2015). Las 

pruebas se realizaron por triplicado.  

 

Determinación de Concentración Mínima 

Bactericida (CMB)  
Esta prueba no hace parte de la rutina de la 

microbiología clínica, sin embargo, se utiliza en 

pruebas de investigación para identificar nuevos 

bactericidas (Cantón et al., 2000). Se realizó 

sembrando en superficie 10 µL de las diluciones de 

AV (A. muricata y A. cherimola) de los pocillos en 

agar MH, se incubaron a 37°C durante 22 horas. La 

interpretación de la CMB es la menor dilución de 

cada AV capaz de inhibir completamente el 

crecimiento bacteriano en placa de Petri (Ramírez y 

Castaño, 2009). 

 

Determinación de actividad hemolítica en eritrocitos 
La obtención de eritrocitos se realizó por el Método 

de Boyum (1968), acorde a las modificaciones 

sugeridas por Durán et al. (2013), mediante gradiente 

de densidades con Ficoll-Hypaque (Hystopaque-1077 

Sigma). Posterior a la centrifugación inicial se obtuvo 

la capa que contenía los eritrocitos, se manejó 

delicadamente y a temperatura ambiente para evitar 

la hemólisis. Se lavaron dos veces con HBSS pH 7,4, 

1 mL de la capa de eritrocitos se mantuvo en 

refrigeración a 4°C hasta el momento de su uso. 

Se evaluó la inhibición de la hemólisis 

inducida por peróxido de hidrógeno (H2O2), según el 

método de Durán et al. (2013). Se realizaron 

suspensiones que contenían 1 x 105 eritrocitos/mL, 

diluidos en tampón fosfato salino (PBS) pH 7,4 las 

cuales contenían 25, 50, 75 y 100 μL/mL de AV de 

A. muricata y A. cherimola, se dejó actuar los aceites 

por espacio de 5 min en agitación constante, 

posteriormente se adicionó H2O2 al 5% (v/v), se 

incubaron a 37°C en agitación constante por 30 min. 

Se llevó a centrifugar a 1200 g, durante 6 min a 

temperatura ambiente, se leyó la hemoglobina 

liberada en el sobrenadante de cada muestra en 

espectrofotómetro (Thermo Scientific Megafuge, 

Reino Unido) a 540 nm, frente al blanco de PBS pH 

7,4. 

 

Determinación de alteración morfológica 

eritrocitaria 
Se realizó de acuerdo al protocolo empleado por 

Durán et al., (2013), a una suspensión de eritrocitos 

en HBSS pH 7,4 equivalente a 1 x 105 células/mL, se 

adicionó cada AV la cantidad necesaria para lograr 

concentraciones finales de 25, 50, 75 y 100 μL/mL, 

se incubaron a 37°C durante 1 hora en agitación 

constante y preservados de la luz. Al cabo de este 

tiempo se recuperó 50 μL de eritrocitos en 

suspensión, se fijaron sobre un portaobjetos con 

glutaraldehído al 0,2% y se realizó el recuento 

verificando las anormalidades morfológicas 

relacionadas con equinocitosis y estomatocitosis en 

diferentes campos hasta completar 500 células. Como 

control positivo se utilizó una suspensión de 

eritrocitos con H2O2 al 30% y el control negativo 

únicamente contenía una suspensión de eritrocitos en 

HBSS pH 7,4. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

 

Aislamiento de neutrófilos  
Se consideraron donantes de ambos sexos, mayores 

de 18 años y menores de 40 años que no presentasen 

ninguna enfermedad que comprometa el sistema 

inmunológico, no fumadores y no tener antecedentes 

de procesos hemorrágicos (Hidalgo et al., 2015). Una 

vez firmado el consentimiento se procedió a extraer 5 

mL de sangre total en tubos con (agar citrato-

dextrosa) ADC (Corréa, 2019).  

La obtención de neutrófilos se realizó por el 

Método de Gradiente de Percoll según protocolo de 

Hidalgo et al. (2015), verificando en cada extracción 

que se presente un porcentaje superior a 95% de 

pureza y viabilidad, evaluadas con el método de 

tinción de Wright y coloración con azul de tripán 

respectivamente, mantenidos en Sales Equilibradas 

de Hans (HBSS).  
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Determinación de citotoxicidad en cultivo de 

neutrófilos 
Para cada ensayo se trabajó con 1 x 106 

neutrófilos/500 μL de HBSS + Ca+2 y se mantuvieron 

en cultivo a 37ºC. Como control positivo se utilizó 

H2O2 5%, y como control negativo se mantuvo los 

neutrófilos en HBSS + Ca+2. De cada aceite vegetal 

se evaluó las diluciones 25, 50, 75 y 100 μL/mL. Se 

mantuvieron en cultivo por 3 horas determinando el 

porcentaje de viabilidad absoluta mediante el método 

de exclusión por azul de tripán, realizando conteo en 

hematocitómetro cada hora durante 3 horas (Durán et 

al., 2013). Los resultados se calcularon y graficaron 

verificando su ajuste a la distribución lineal a lo largo 

del tiempo. 

 

 (Durán et al., 2013) 

 

Participación en la regulación de liberación de 

MMP9 de neutrófilos 
Se trabajó con 1x106 Polimorfonucleares (PMN) / 

500 μL de HBSS Ca2+ a 37ºC. Para el control 

negativo se incubaron en el medio base y para el 

control positivo con lipopolisacárido (LPS) 5μg/mL, 

por 15 min (Tang, 2016). Después de realizar un 

ensayo de curvas de tiempo y concentración se 

determinó que el tiempo óptimo de estímulo fue de 

15 minutos y se trabajó con diluciones de 10, 20, 30 y 

40 μL/mL de AV. Posterior al estímulo se sometió a 

centrifugación por 6 minutos a 600 g, se recuperó 300 

μL de sobrenadante y se conservó en tubos ependorff 

ámbar a -20ºC hasta su uso (Mena et al., 2016). 

Posteriormente se realizó un ensayo de zimografía en 

un gel de poliacrilamida al 7,5% en condiciones 

desnaturalizantes, con un contenido de gelatina del 

0.2% para determinar la liberación de MMP9, para 

cada ensayo se utilizaron 15 μL de sobrenadante. 

Después del proceso de lavado, activación enzimática 

y tinción, los geles se escanearon y la actividad 

gelatinolítica se determinó como Unidades 

Arbitrarias de Densitometría (UAD) con base en las 

bandas blancas observadas en el gel con el software 

ImageJ® (Mena et al., 2016). 

 

Análisis estadístico 
Para determinar CMI y CMB se usó un diseño 

experimental de tipo factorial 2 x 5, con tres replicas 

cada uno. Los factores fueron dos AV de semillas: A. 

muricata y A. cherimola y cinco cepas bacterianas: S. 

aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. 

aeruginosa. Las medidas de CMI de los extractos 

analizados se muestran como la media ± SEM. Las 

diferencias fueron evaluadas mediante el análisis de 

varianza (ANOVA) y prueba de Dunnett. Para todos 

los análisis el nivel de significancia establecido fue 

α<0,05. La CMB resulta de la observación de 

ausencia de crecimiento en la menor concentración 

de los AV.  

Los ensayos de actividad antihemolítica, 

alteración morfológica y citotoxicidad se realizaron 

con 4 diluciones de cada uno de los aceites por 

triplicado, la inhibición de hemólisis y citotoxicidad 

se determinaron en comparación con el control 

positivo (H2O2 al 5%) y las anormalidades 

eritrocitarias como el porcentaje de deformaciones 

observadas en los hematíes frente al control negativo. 

Los resultados se muestran en gráficos de barras 

(media ± SEM) de tres experimentos independientes 

analizados mediante ANOVA de dos vías, el nivel de 

significancia fue α<0,05.  

Para la evaluar la participación de los AV en 

la regulación de liberación de MMP9 se realizaron 

ensayos por triplicado, se verificó su desviación 

estándar y de acuerdo a ello se determinó la 

variabilidad de ensayos con ANOVA y prueba de 

medias de Dunnett (α<0,05). 

Todos los análisis se realizaron con 

GraphPad 8.0 licenciado.  

 

Consideraciones éticas 
El estudio contó con aprobación del comité de ética 

de investigación de la Universidad de Nariño. Dentro 

del macroproyecto “Actividad antibacterial y 

citotóxica in vitro de aceites vegetales de semillas de 

frutas tropicales y andinas” de la convocatoria 

docente 2018. Todos los cultivos, ensayos de 

actividad antibacteriana, muestras de sangre y todas 

las pruebas de laboratorio realizadas con estas se 

descartaron de acuerdo a los protocolos de 

bioseguridad (OMS, 2005). 

 

RESULTADOS 

Caracterización de los aceites de semillas 
En la tabla 2 se muestran los resultados del análisis 

de componentes de los AV. El escualeno, γ-Tocoferol 

y el campesterol se encuentran en bajas 

concentraciones en el AV de A. cherimola y están 

ausentes en el AV de A. muricata. Con relación a los 
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tocoferoles únicamente en el aceite de A. cherimola 

se encuentra γ-Tocoferol en muy baja concentración 

(0,21 mg/mL) al igual que el campesterol (0,26 

mg/mL). Los fitosteroles como estigmasterol y β-

sitosterol, se encuentran en mayor cantidad, este 

último supera aproximadamente 1 mg/mL. En cuanto 

a los ácidos grasos, el principal ácido graso 

monoinsaturado encontrado en los AV de las semillas 

fue el ácido oleico con porcentajes relativos de 34,36 

y 39,45% en A. muricata y A. cherimola 

respectivamente. El ácido graso linoleico se encontró 

también en alto porcentaje con valores de 30,70% en 

A. muricata y 30,18% en A. cherimola. Entre los 

ácidos saturados el palmítico presentó 

concentraciones significativas en los dos AV de 

26,80 y 20,82% a diferencia de la concentración del 

ácido esteárico 4,23 y 7,82% para A. muricata y A. 

cherimola, en su orden. Otros ácidos grasos 

identificados fueron: ácido palmitoleico, el ácido 

linolénico y el eicosenoico en concentraciones 

inferiores al 1% (A. muricata 0,45 y A. cherimola 

0,49%).  

 

Tabla Nº 2 

Caracterización de aceites de semillas de Anonáceas 

Compuesto A. muricata A. cherimola 

Esteroles y 

tocoferoles 

(mg/mL) (mg/mL) 

Escualeno -  0,21 

γ- Tocoferol -  0,21 

Campesterol -  0,26 

Estigmasterol 0,72 0,59 

 β Sitosterol 0,66 1,08 

Ácidos grasos % Relativo % Relativo 

Palmítico 26,80 20,82 

Esteárico 4,23 7,82 

Oleico 34,36 39,45 

Linoleico 30,70 30,18 

Linolénico 1,30 1,02 

Eicosenoico 0,45 0,49 

Palmitoleico 2,17 0,17 

Análisis de muestras por Cromatografía de Gases/Espectrometría de Masas (GC-MS).  

Laboratorio de Cromatografía de la Universidad de Nariño 

 

 

Determinación de la CMI y CMB 
La CMI es la concentración del AV de semillas capaz 

de inhibir el crecimiento visible de la cepa bacteriana 

(color amarillo pálido) en prueba MTT. En la tabla 3 

se observa que en la mayoría de los AV se requiere 

900 µL/mL para inhibir el crecimiento de las cinco 

bacterias analizadas, únicamente el AV de semilla de 

A. cherimola presenta para E. faecalis una CMI de 

250 µL/mL.  

Después de 22 horas de incubación de la 

micro placa de Elisa se sembró en placa 10 μL de 

aquellos pozos en los cuales no se evidenció turbidez 

(Ramírez y Castaño, 2009), una vez incubadas 

durante 24 horas se identificó las cajas en las cuales 

no se presentó crecimiento bacteriano determinando 

que la CMB para los AV de A. muricata y A. 

cherimola fue de 900 µl/mL, incluyendo el AV de 

semilla de A. cherimola frente E. faecalis mientras 

que el AV de A. Muricata no produjo inhibición 

(Tabla Nº 3).  

En las pruebas realizadas con las cepas 

bacterianas de origen hospitalario, multirresistentes a 

antibióticos convencionales, no se presentó actividad 

antibacteriana de los AV de semillas de A. muricata y 

A. cherimola 

 

Inhibición hemolítica 
En la Figura Nº 1 se observa que los AV de A. 

muricata y A. cherimola mostraron inhibición de 

hemólisis en los eritrocitos inducida por H2O2, 

observándose que para el caso de A. muricata 

inhibieron la inducción de hemolisis en 44,14%; 

38,96%; 44,74% y 48,81% en las concentraciones 25, 

50, 75 y 100 µL/mL respectivamente, con el AV de 

A. cherimola se obtuvieron resultados de inhibición 

de 45,57%; 46,45%; 51,7% y 48,98% 
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respectivamente en las mismas concentraciones. Es 

decir, el AV de A. cherimola presentó mayor 

inhibición hemolítica frente al AV de A. muricata. 

 

 

Tabla Nº 3 

Actividad antibacteriana de Anonáceas (CMI/CMB) 

 

E. coli                 

ATCC 

25922 

K. pneumoniae 

ATCC 13883 

P. 

aeruginosa 

ATCC 

27853 

S. aureus                 

ATCC 

25923 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

AV µL/mL 

A. muricata 900/900 900/900 900/900 900/900 900/NI 

A. cherimola 900/900 900/900 900/900 900/900 250/900 

CMI/CMB: Concentración mínima inhibitoria/concentración mínima bactericida de AV de semilla de A. 

muricata y A. cherimola frente a cepas bacterianas analizadas. NI: no se observó inhibición. Los ensayos se 

realizaron por triplicado 
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Figura Nº 1 

Porcentaje de inhibición de hemolisis por AV de semillas de A. muricata y A. cherimola. Los porcentajes de 

disminución de hemolisis oscilan entre 38,96 – 48,81% (A. cherimola) y 45,57 – 51,69% (A. muricata). 

ANOVA de dos Vías y test de Dunnet en comparación con el control positivo (H2O2 al 5%) en todas las 

diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética ± SEM, n=3, *** p<0,001 
 

 

 

Alteración morfológica eritrocitaria  

Los resultados de la anormalidad morfológica de 

equinocitos en los eritrocitos frente a los AV de 

semillas de A. muricata y A. cherimola se observan 

en la Figura Nº 2A. Los porcentajes obtenidos con 

relación al control positivo fueron bajos con AV de 

A. muricata 1,89; 3,13; 3,06; 2,53% y con A. 

cherimola 1,89; 3,60; 25,02 y 42,33%, en las 
concentraciones de 25, 50, 75, 90 μL/mL (Figura Nº 

2B). El AV de semillas de A. cherimola en las 

diluciones 75 y 90 µL/mL (25,02 y 42,33% 

respectivamente), generaron una mayor equinocitosis 

en los eritrocitos tratados con este aceite.  

 

 



 

España et al. Actividad biológica de extractos de semillas de Annonaceae 

 

                                     Boletín Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromáticas/ 367 

2 5  
L /m

L

5 0  
L /m

L

7 5  
L /m

L

9 0  
L /m

L

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

3 5

4 0

4 5

5 0

7 5

1 0 0

%
 E

q
u

in
o

c
it

o
s

C o n tro l  N e g a tiv o

A V . A .  m u r ic a ta

C o n tr o l  P o s it iv o

A V . A .  c h e r im o la*** ***

***

***

A

B

 

Figura Nº 2 

Alteraciones morfológicas eritrocitarias evaluadas con el tratamiento de los dos AV. A. Observación 

microscópica (100X) se observan alteraciones morfológicas eritrocitarias inducidas por H2O2 vs. Normales. 

B. Porcentaje de equinocitos observados frente al control positivo. Las barras representan resultados de tres 

experimentos independientes (media ± SEM). Se presentaron diferencias estadísticas significativas con 

análisis de Dunnett entre las deformaciones presentadas en los eritrocitos el control positivo con respecto a 

los tratados con los AV de semillas de: A. muricata, A. cherimola ***p<0,0001 

 

 

Ausencia de citotoxicidad en neutrófilos 

Los resultados del análisis de toxicidad de los AV de 

semillas de A. muricata y A. cherimola sobre cultivo 

de PMN se observan en la Figura Nº 3. En los 

tratamientos con las diferentes concentraciones AV 

se mantuvo una viabilidad superior al 80%, similar a 

la del control positivo. En ambos casos se observaron 

diferencias estadísticas significativas (p<0,0001) con 
respecto al control con peróxido de hidrogeno (Figura 

Nº 3A y Figura Nº 3B).  

 

Participación en la regulación de la liberación de 

MMP9 en PMN 
En el panel superior de las gráficas de la Figura Nº 4 

se identifica el corte del gel representativo, donde se 

señala la banda correspondiente a pro-MMP9 que fue 

analizada. Para el caso del AV de A. cherimola, se 

observó un incremento significativo en la liberación 

de MMP9 con todas las diluciones de trabajo (Figura 

Nº 4A). Mientras que en el caso de A. muricata los 

resultados presentaron distribución normal y por ello 

el test de Friedman, si bien se aprecia un incremento 

en la liberación de MMP9 con respecto al control 

negativo este solo es significativo en el tratamiento 

con la dilución 20μL/mL (p=0,0227) (Figura Nº 4B).  
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Figura Nº 3 

Citotoxicidad encontrada con el tratamiento de los dos AV en cultivo de PMN humanos. A. Resultado de 

evaluación con diferentes concentraciones de AV de A. cherimola. B. Resultado de evaluación con diferentes 

concentraciones de AV de A. muricata. Cada punto del grafico representa tres experimentos independientes 

(media ± SEM). Se presentaron diferencias estadísticas significativas con análisis de Dunnett entre la 

viabilidad presentada por las PMN en el control positivo (H2O2) respecto a los tratados con los AV de 

semillas de: A. muricata, A. cherimola ***p<0,0001 
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Figura Nº 4 

Participación de AV de A. cherimola y A muricata en el incremento de la liberación de MMP9 en PMN 

humanos. A. Liberación de gránulos de gelatinasa inducida por diferentes diluciones de AV de A. cherimola 

después de 15 minutos de estímulo. Cada barra representa la media aritmética ± SEM resultado de 3 ensayos 

independientes obteniéndose un incremento de la liberación de gránulos de MMP9 con todas las diluciones, 

comparado con el control tratado con vehículo de acuerdo con el test de Dunnett, **p<0.01, ***p<0.001. B 

Liberación de gránulos de gelatinasa inducida por diferentes concentraciones de AV de A. muricata. Cada 

una representa la media aritmética ± SEM de 5 ensayos independientes se encontró diferencias significativas 

con respecto al control positivo (*p=0,0227) mediante test de Friedman.  

UAD= unidades arbitrarias de densitometría 
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DISCUSIÓN 
Los aceites vegetales son mezclas complejas de 

compuestos orgánicos fuente de energía, que se 

obtienen a partir de semillas u otras partes de las 

plantas, pertenecen a los macronutrientes de los 

lípidos, formados principalmente por triglicéridos, 

diglicéridos, ácidos grasos libres y otros 

constituyentes minoritarios como tocoferoles y 

esteroles (Bueno Ferrer, 2012; Pantoja-Chamorro et 

al., 2017). 

El rendimiento y la calidad de los extractos se 

ve afectada por la tecnica de extracción (Cerón et al., 

2012; Pantoja-Chamorro et al., 2017). La utilización 

de solventes orgánicos y/o cosolventes afectan la 

calidad del producto, su rendimiento o aceleran 

procesos oxidativos que pueden conllevar al deterioro 

de sus compuestos (Londoño et al., 2012). La 

extracción por FSC y CO2 es una tecnología 

emergente de extracción limpia, ofrece la ventaja de 

obtener aceites puros, libres de residuos de 

disolventes, amigable con el medio ambiente (Ceron 

et al., 2012). 

Los tocoferoles y esteroles se identificaron en 

bajas concentraciones. Solo en A. cherimola se 

identificó escualeno, γ- tocoferol y campesterol; el 

escualeno (0,21 mg/mL) el cual se ha considerado 

una barrera protectora para la piel como emoliente, 

hidratante y actividad antitumoral (de Frutos, 2008; 

Huang et al., 2009), γ-tocoferol (0,21 mg/mL), es un 

compuesto relacionado con actividad antioxidante, 

anticancerígeno, previene enfermedades cardiovascu-

lares, diabetes y obesidad (Tang y Tsao, 2017). Los 

fitosteroles como β-sitosterol, y el estigmasterol, se 

encuentran en ambos AV y en una concentración 

mayor (Tabla Nº 2), la importancia de estos radica en 

que no son sintetizados por el hombre por lo que 

deben ser ingeridos en la dieta, el β-sitosterol 

presenta beneficios como reductor del colesterol 

sérico y por consiguiente disminuye el riesgo de 

padecer enfermedades cardiovasculares, 

adicionalmente se le atribuyen funciones de 

inmunoregulación y actividad antiinflamatoria en 

pacientes con hiperplasia prostática benigna 

(Rodríguez et al., 2005).  

En los AV de A. muricata y A. cherimola se 

identificó la presencia de ácidos grasos insaturados y 

saturados como: el ácido oleico, un ácido omega 9 

(ω-9), al cual se atribuye gran variedad de 

propiedades benéficas para la salud, como 

antiinflamatorio, antibacteriano e inmunomodulador, 

disminuyendo el riesgo de desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares y cáncer (Medeiros et 

al., 2018). En segundo lugar, se encontró en alto 

porcentaje el ácido linoleico, un ácido graso esencial 

de la serie omega 6 (ω-6) que el organismo no puede 

sintetizar, aunque existen reportes de su efecto pro-

inflamatorio es considerado como antiobesogénico, 

anticancerígeno, antiaterosclerótico (den Hartigh, 

2019) y también se ha evidenciado su actividad 

antibacteriana (Njateng et al., 2017), principalmente 

sobre bacterias Gram positivas (Jang et al., 2016). En 

relación a ácidos saturados, en ambos AV el ácido 

palmítico presentó valores de concentración más altos 

en comparación con ácido esteárico. Ivanova et al. 

(2017), reportaron estos dos ácidos en la epicutícula 

de las alas de los insectos y determinaron que son los 

responsables de la actividad antibacteriana frente a 

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, 

sugiriendo su utilización como revestimientos 

bactericidas naturales. Los demás ácidos grasos se 

presentan concentraciones bajas, pero se han 

reportado para ellos diferentes beneficios como: el 

ácido palmitoleico omega-7 (ω-7), beneficioso para la 

hidratación de la piel y las mucosas, aumenta el 

colesterol de alta densidad (HDL) (Frigolet y 

Gutiérrez-Aguilar, 2017); el ácido linolénico omega-

3 (ω-3), presenta actividad antibacteriana y 

antifúngica (Jalalvand et al., 2019). La presencia de 

la diversidad de componentes y la variabilidad de sus 

concentraciones pueden explicar los efectos 

biológicos particulares determinados en este estudio 

para cada uno de los AV evaluados. 

 

Actividad biológica 

Los dos AV de estas Annonáceas estudiadas, 

presentan actividad antimicrobiana en las cinco cepas 

ATCC evaluadas (Tabla Nº 3), coincidiendo con 

estudios que han evaluado extractos de plantas de 

esta misma familia, por ejemplo el extracto 

metanólico de hojas de A. squamosa demostró una 

significativa actividad antibacteriana contra K. 

pneumoniae (Pinto et al., 2017); extractos obtenidos 

a partir de material vegetal seco de A. diversifolia y 
A. purpurea presentaron actividad inhibitoria contra 

Escherichia coli, Salmonella typhi, Klebsiella 

pneumoniae (Luna-Cazáres y González-Esquinca, 

2008), extractos hidro-fenólicos de pulpa de A. 

muricata presentaron actividad bacteriostática baja 

sobre E. faecalis (León-Fernández et al., 2019). Sin 

embargo, los AV de semillas de A. muricata y A. 

cherimola no presentaron actividad antibacteriana 

sobre las tres cepas multirresistentes utilizadas en 

este estudio coincidiendo con el estudio de Liya y 

Siddique (2018), en el cual, extractos etanólicos de 

Carica papaya reportaron actividad sobre cepas 

ATCC y no mostraron ninguna zona de inhibición 
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contra E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis y K. 

pneumoniae cepas donadas por un centro hospitalario 

en Bangladesh. Lo anterior se puede explicar porque 

la CMB para las cinco cepas ATCC analizadas fue de 

900 µL/mL para ambos AV, evidenciando que estos 

no son candidatos para ser utilizados a nivel 

farmacéutico como sustancias eficaces que permitan 

combatir procesos infecciosos ya que se deberían 

utilizar concentraciones muy altas para tal fin.  

En este trabajo se utilizaron los AV totales de 

cada semilla, cada uno de los cuales se representa 

como una mezcla compleja de diferentes compuestos, 

los ensayos realizados no permiten confirmar que la 

presencia de cualquiera de sus compuestos de manera 

individual sea el causante de la actividad 

antibacteriana. El efecto observado es producto de la 

acción sinérgica de todos los compuestos del AV 

(Merah et al., 2020). Con el fin de establecer el 

aporte de cada compuesto a la actividad evaluada, se 

pueden realizar pruebas complementarias como la 

técnica de bioautografía por cromatografía de capa, 

para identificar el compuesto implicado en el proceso 

inhibitorio (Álvarez-Sánchez et al., 2018). 

La incidencia de bacterias Gram negativas 

multidrogoresistentes (MDR) se ha incrementado 

especialmente en las unidades de cuidados intensivos 

(UCI), generando un aumento en la mortalidad de los 

pacientes por la resistencia a los antibióticos 

tradicionales, varios de estos casos asociados a un 

inapropiado tratamiento antimicrobiano 

(Paramythiotou y Routsi, 2016). Este tipo de 

bacterias para ser controladas, requieren la acción de 

fármacos cada vez más fuertes, una mayor 

concentración o la combinación entre ellos; la 

multirresistencia bacteriana genera que las 

infecciones sean cada vez más complicadas y las 

opciones de tratamiento más limitadas (Al-Gethamy 

et al., 2017). Sin embargo, los resultados de este 

estudio descartan la posibilidad de utilizar los AV de 

A. cherimola y A. muricata como potenciales 

antibacterianos en la industria farmacéutica; un uso 

alternativo de estos, gracias a su actividad 

antibacteriana y antioxidante es en la industria 

cosmética como emulsionantes, humectantes y 

conservadores de productos (Poljšak et al., 2020); de 

igual manera, se puede evaluar su uso en alimentos, 

bien sea como conservantes, emulsionantes o 

mejoradores de textura, aportando compuestos de alto 

valor nutricional (Nadeem y Imran, 2016). 

En relación a los resultados observados en 

células eucarióticas, Barreca et al. (2011), 

describieron un efecto citoprotector del AV de A. 

cherimola al estimular linfocitos humanos, y 

adicionalmente otros estudios describen un potencial 

efecto hepatoprotector ante modelos de 

hepatotoxicidad inducida por acetaminofén 

(Subramanya et al., 2018). En este estudio se 

encontró una viabilidad superior al 80% para ambos 

AV luego de 3 horas de incubación, sin observarse 

diferencias significativas respecto al control negativo, 

lo cual permite determinar que los AV no presentan 

efectos citotóxicos sobre los neutrófilos humanos.  

La presencia de los AV de semillas en las 

concentraciones utilizadas confirió resistencia a la 

actividad oxidante de peróxido de hidrógeno sobre 

eritrocitos, previniendo hasta en un 48% su hemolisis 

en las concentraciones más elevadas de AV, 

posiblemente al recubrirlos. Esto puede atribuirse a la 

afinidad de los compuestos de los AV con la 

membrana celular, lo que hace que sean menos 

sensibles a la acción lítica en soluciones de peróxido 

de hidrógeno (Durán et al., 2013). La evidencia de la 

actividad protectora de los AV de semillas de frutas, 

unido al potencial antioxidante reportado por Dorado 

et al. (2016), en aceites de semillas de A. muricata 

(método de captación del radical 2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo: DPPH), son un indicio de que estos 

aceites poseen la capacidad de contrarrestar in vitro 

los efectos de un oxidante fuerte como es el peróxido 

de hidrógeno sobre hematíes (Samet et al., 2019), los 

cuales presentan una importante capacidad 

antioxidante y son candidatos para uso en la industria 

alimentaria,  farmacéutica y cosmética.  

Los porcentajes de alteraciones morfológicas 

producidas por AV de A. muricata fueron bajos para 

las cuatro concentraciones, a diferencia del AV de A. 

cherimola con porcentajes de deformación 

eritrocitaria del 42,33% en la concentración de 90 

μL/mL, similar al reporte de Durán et al. (2013), 

quienes obtuvieron una equinocitosis entre el 50 y 

70% en concentraciones de 100 y 200 μg/mL 

respectivamente, con extractos de M. indica y P. 

guajava. Los cambios observados en la morfología de 

los glóbulos rojos pueden atribuirse a la integración 

en la membrana celular de los compuestos del AV, 

ácidos grasos principalmente, los que actúan sobre la 

permeabilidad o incrementando la relación 

superficie/volumen (de Isla et al., 2013). De igual 

manera, puede atribuirse este daño a la presencia de 

tocoferoles, los cuales se integran a la región 

hidrofílica de la membrana celular de los eritrocitos, 

induciendo a la equinocitosis (Suwalsky, 2008; 

Cyboran et al., 2012). La protección a las 

alteraciones morfológicas del AV de A. muricata 

puede ser atribuida a la presencia de ácido linoleico, 

oleico y esteárico, al igual que su actividad 
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antioxidante contribuye a reducir la acción de los 

radicales libres (Cyboran et al., 2012). 

Yeh et al. (2005), describieron un efecto 

inhibidor del ent-kaurano derivado del tallo de A. 

squamosa sobre algunas funciones inflamatorias del 

neutrófilo, entre ellas la liberación de gránulos de 

elastasa, correspondientes a los gránulos primarios 

que son los últimos en secretarse ante una reacción 

inflamatoria. Este efecto se pudo observar debido a 

una inhibición en la movilización del calcio del 

citoplasma, el cual es un factor esencial para el 

transporte y secreción de vesículas a nivel celular. 

Otros autores también mencionan efectos 

antiinflamatorios de los extractos de hojas, raíces, 

tallos y semillas de A. muricata evidenciados en una 

disminución de la actividad de la NADPH oxidasa, 

movilización del calcio, disminución de citocinas 

proinflamatorias y prostaglandinas (Coria-Téllez et 

al., 2018; Quílez et al., 2018). Sin embargo, en esta 

investigación se observó un aumento en la liberación 

de gránulos de MMP9 en los neutrófilos estimulados 

con todas las diluciones de trabajo de AV de A. 

cherimola y la dilución de AV de 0,02 (p=0,0441) de 

A. muricata sugiriendo su potencial pro inflamatorio, 

asociado probablemente a la presencia de ácido 

linoleico, esteárico y palmítico (Harvey et al., 2010, 

Mena et al., 2016, Sano et al. 2020), sin embargo, 

también podría asociarse a un posible efecto priming 

sobre estas células. El priming se considera un estado 

de pre-activación que permite a los neutrófilos 

responder de forma temprana ante los estímulos 

generados por patógenos, ocasionando cambios 

fenotípicos como la transmigración y quimiotaxis, 

NETosis, fagocitosis, liberación de gránulos, 

producción de EROs y apoptosis (Miralda et al., 

2017). Además, la liberación de gránulos en los 

neutrófilos preactivados se presenta principalmente 

para los gránulos cuaternarios y terciarios, evitando 

que se liberen los gránulos más citotóxicos 

encontrados en los primarios y secundarios (Miralda, 

2017). Para poder verificar si los AV están 

produciendo un efecto priming es necesario realizar 

estudios de verificación de producción de ERO`s y 

activación de vías de señalización entre otros 

(Mayadas et al., 2014; Soehnlein et al., 2017). 

Los resultados obtenidos aportan en el 

conocimiento del potencial biológico de estas 

semillas que normalmente son descartadas como 

desechos, contribuyendo así a su uso sustentable 

mediante la búsqueda de alternativas que permitan 

utilizarlas como materia prima para generación de 

nuevos productos y disminuya su impacto ambiental, 

acorde con los postulados de la economía circular que 

promueve la optimización de recursos, reducción de 

consumo de materia prima y aprovechamiento de 

residuos (Fidelis et al., 2019). 

 

CONCLUSIÓN 

Los AV de semillas A. muricata y A. cherimola 

presentan actividad bactericida leve sobre cepas 

ATCC de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. 

aureus y E. faecalis, sin embargo, no inhibieron 

cepas multirresistentes. No son citotóxicos en células 

blancas humanas ni causan hemólisis en hematíes 

humanos. El AV de A. muricata no induce la 

equinocitosis, pero el AV de A. cherimola lo hace en 

concentraciones superiores a 75 µL/mL. Los AV 

estudiados, podrían causar un efecto priming sobre 

los neutrófilos humanos, generando una respuesta 

temprana y eficaz ante una infección. Estos 

resultados contribuyen al conocimiento de las 

propiedades biológicas de estos AV, lo cual podría 

sustentar su uso potencial en la industria alimenticia o 

cosmética gracias a su capacidad antioxidante, no 

citotóxica y levemente antibacteriana. Identificar este 

valor biológico agregado para aceites vegetales 

extraídos de las semillas que generalmente son 

descartadas como residuo agroindustrial del 

procesamiento de frutas, contribuyen a disminuir el 

impacto ambiental. 
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