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RESUMEN

Hemos estudiado la histologia e histoquimica de la semilla de 4. cherimolia
Mill. y se han puesto a punto y aplicado las técnicas histologicas adecuadas para
determinar las condiciones idoneas de una posible extraccion mediante disolventes,
de principios que dan positivas las reacciones habituales de alcaloides y materias
grasas.

ABSTRACT

We have estudied the histology and histochemistry of A. cherimolia Mill.
seed. In order to determine the most suitable conditions to extract, by means of
solvents, substances Dragendorff positive and Sudan III positive, the appropiate
histologic techniques were studied and then applied.

RESUME

Nous avons étudié I’histologie et ’histochimie de la graine de 4. cherimolia
Mill. On a développé et appliqué les téchniques histologiques convenables pour
préciser les meilleures conditions pour la possible extraction par des dissolvants,
des principes donnant positives les réactions habituelles des alcalotdes et des ma-
tiéres graisses.
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INTRODUCCION

A. cherimolia Mill. es una Annonacea aclimatada y cultivada
en las costas andaluzas de Malaga y sobre todo Granada. Popular-
mente se han aplicado macerados y cocimientos hidroalcoholicos
de la semilla para combatir parasitos del cuerpo humano (Pediculus
capitis). Los agricultores que cultivan el chirimoyo en estas zonas,
han observado que en un determinado radio no se desarrollan ne-
matodos, hecho que no ha sido constatado experimentalmente.

Las Annonaceas contienen numerosos alcaloides (11) de los
que se han efectuado, tanto de extractos globales como de alcaloides
aislados, estudios dirigidos sobre todo a determinar el poder insec-
ticida (9) y el poder citotoxico (5) (10) (12) (16). También se han
efectuado estudios para determinar el poder insecticida de las frac-
ciones oleosas (1) (4).

MATERIAL Y METODOS

Las muestras utilizadas fueron recolectadas en el llamado
«Valle del chirimoyo» (Granada) circundado por las poblaciones
de Jete, Otivar, Itrabo y Almuiiécar, donde las condiciones clima-
ticas y orograficas son las mas parecidas a las tropicales. Se ha tra-
bajado con material fresco, recientemente recolectado, entre los
meses de Noviembre y Diciembre.

Nos hemos valido de tres tipos de microtomo: el manual, el
criostato o microtomo de congelacion, de la casa Byrygh Criostats
modelo Freestanding, y el microtomo Erma con platina congeladora
electronica Komaysu.

Para la observacion de los cortes, se ha empleado un micros-
copio binocular PZO serie ML-5 con un sistema fotografico Nikkon.
También se ha utilizado un fotomicroscopio Zeiss modelo III, que
nos ha permitido realizar estudios con luz ultravioleta.

Hemos empleado dos grupos de reactivos. En un primer grupo
incluimos aquellos que nos permiten observar y dilucidar estruc-
turas, clasificindolos en:

Aclarantes (3): Agua, glicerina, soluciones al 20% de sosa,
potasa e hipoclorito s6dico y mezcla aclarante (glicerina, hidrato
de cloral y agua en proporcion 5:3:3).
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De tincion de membrana: Schweizer (3), cloroyoduro de zinc (6),
rojo congo, floroglucina clorhidrica, sulfato de anilina y sudan III.

Multiples: Steinmetz (14), Tucakov, verde de yodo acético y
rojo congo (8) y hematoxilina verde de yodo acético (2).

En el segundo grupo incluimos aquellos que nos permiten
localizar los diversos principios, posibles responsables de las accio-
nes farmacologicas, clasificindolos en:

Reactivos de grasas y esencias (14): Alcohol de 96° y Sudan III.

Reactivos de sustancias alcaloidicas (14): Dragendorff, Bou-
chardat y técnica diferencial de Errera (15).

Reactivos de taninos y otras sustancias polifendlicas (14): Clo-
ruro férrico, vainillina clorhidrica y dicromato potasico.

Se ha centrado nuestra atencion en la extraccion de sustancias
que dan positivas las reacciones habituales de alcaloides y grasas,
a través de técnicas histologicas, por ser principios perfectamente
identificados y localizados en el presente trabajo, y porque nos puede
servir de base experimental para la extraccion de principios en esta
semilla. Para ello, preparamos tres medios diferentes: uno de agua
neutra, otro de agua acida (H,SO. IN) y un tercer medio con NaOH
IN (Fig. 1).

La técnica utilizada por nosotros, consiste en mantener los
cortes histologicos en estos medios durante dos horas, haciendo un
cambio del medio al finalizar la primera hora. Observamos los cor-
tes de cada medio para ver las diferencias que pudieran experimentar
los principios y, lavados, se preparan tres lotes de vasos en los que
se colocan diferentes reactivos organicos (éter de petroleo, éter sul-
furico, alcohol de 96°, alcohol tartarico al 1%, acetato de etilo, clo-
roformo y benceno). Se mantienen los cortes en cada reactivo una
hora, hacemos un cambio del mismo y los mantenemos otra hora.
Tras teiir, cinco minutos en pocillo, se lavan y se observan (ver
Fig. 1).

REsuLTADOS Y DiscusioN
1. Histologia e Histoquimica
La semilla presenta un epispermo totalmente lignificado

(Fig. 2), muy duro, con una capa envolvente formada por grandes
células desprovistas de contenido celular y gruesas paredes ligni-
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ficadas (e), y fibras en las tres direcciones del espacio (fi, f; y f3) alar-
gadas y en forma de hueso, de manera que vistas en corte oblicuo
(Fot. 1) dan la impresion de que se tratan de células pétreas, en corte
perpendicular (Fot. 2) aparecen con una gruesa membrana y en corte
longitudinal (Fot. 3) observamos que son alargadas y en forma de

huso.

Cortes
Histologicos
Medio Medio Medio
neutro acido alcalino
tefir tefiir tefir
y observar y observar y observar
pasar a pasar a pasar a
disolventes disolventes disolventes
tefiir tenir tefiir
y observar y observar y observar

Fig. 1.-Esquema de la EXTRACCION DE PRINCIPIOS.-Los cortes histolégicos

se mantienen dos horas en cada medio con cambio del medio al finalizar la primera

hora. Se lavan y se pasan a los reactivos disolventes (tomando muestras que se tifien

y observan) donde se mantienen otras dos horas con cambio del reactivo al finalizar
la primera hora. Finalmente tenir y observar.
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pendiculares (t2) y tribras longitudinales (f3)

Fig. 2.—EPISPERMO. Células envolventes (e), fibras oblicuas (f1), tibras perpen-

FOTOGRAFIA N.° |
Epispermo: corte oblicuo. Espesor: 24 u. Aumentos: 40 x 12,5



FOTOGRAFIA N.° 2
Epispermo: corte perpendicular. Espesor: 24 . Aumentos: 40 x 12,5

FOTOGRAFIA N° 3
Epispermo: corte longitudinal. Espesor: 24 x. Aumentos: 40 x 12,5
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El albumen ruminado (Fig. 3) es celuldsico, sin ningun ele-
mento lignificado, lo que diferencia las especies de las Annonaceas
de las Magnoliaceas, muy cercana a ella (7) (13). Esta formado por
una cuticula envolvente (cu) y células paranquimatosas de contor-
no irregular mas o menos poligonales (c).

Fig. 3.—ALBUMEN. Cuticula (cu) y células parengimatosas (c)

La observacion de cortes del albumen directamente al micros-
copio con luz ultravioleta, sin tincion ni tratamiento alguno, nos pone
de manifiesto fluorescencia amarillo-blanquecina
espacios intercelulares, y grandes, manchas amarillas fluorescentes
dispersadas por el parénquima, pero mas acentuadas en la periferia
(Fot. 4). Estas sustancias fluorescentes dan positivas las reacciones
habituales de alcaloides, Dragendorff, Bouchardat (Fot. 5) y dife-
rencial de Errera.



FOTOGRAFIA N.° 4
Albumen: observacion al ultravioleta. Espesor: 12. Aumentos: 10 x 10

FOTOGRAFIA N.° 5
tincion con Bouchardat. Espesor: 12. Aumentos: 10
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Con el Sudan III aparecen gran cantidad de goticulas anaran-
jadas por todo el corte del albumen (Fot. 6). Estas goticulas, al so-
meter el corte a la accion del alcohol o del calor, y porterior tincion
con el sudan III, no desaparecen, por lo que se tratan de grasas.

FOTOGRAFIA N.° 6
Albumen: tincion con sudan III. Espesor: 12. Aumentos: 10 x 10

Il. Extraccion de sustancias que dan positivas las reacciones habi-
tuales de alcaloides y grasas

A. Se han establecido las bases idoneas de una posible ex-
traccion mediante disolventes, de principios que dan positivas las
reacciones habituales de alcaloides, obteniéndose los siguientes
resultados que esquematizamos en la Tabla 1.

1.° Tras mantener los cortes durante dos horas en medio acuoso
neutro, lo sometemos dos horas a la accion de los diversos reactivos
disolventes, lavamos con agua y observamos al microscopio las po-
sibles alteraciones.
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El corte tefiido y observado sin la accion de reactivos disol-
ventes, aparece con precipitados especialmente en periferia.

En los cortes mantenidos dos horas a la accidén del éter sul-
furico, desaparecen totalmente los precipitados, mientras que los
sometidos a la accion del éter de petrdleo siguen conteniéndolos.

Tanto los sometidos a la accion del alcohol de 96° como los
sometidos a la accion del alcohol tartarico al 1%, no presentan apre-
ciable variacion en el contenido.

Los cortes sometidos a la accion del acetato de etilo y los so-
metidos a la accion del benceno, presentan pocos precipitados, lo
que indica que son disueltos con lentitud.

El cloroformo también disuelve los precipitados, quedando
el corte muy clarificado.

2.° El corte mantenido dos horas en medio alcalino (NaOH 1N),
lavado y tenido sin someterlo a la ac¢ion de reactivos disolventes,
a penas presenta precipitados. Tanto el éter sulfurico como el éter
de petroleo y el benceno, disuelven totalmente los principios.

El alcohol de 96°, alcohol tartarico al 1%, acetato de etilo y
cloroformo, dejan alguna traza por periferia, sin lograr que desapa-
rezcan los pocos precipitados observados en los cortes sometidos
solo a la accion del medio.

3.° El corte mantenido en medio acido (H2SO« 1N) y tedido
sin accion alguna de reactivos disolventes, aparece con gran cantidad
de precipitados, especialmente en la periferia, y con gran semejanza
a los cortes mantenidos en medio neutro sin acciéon de reactivos
disolventes.

El éter sulfurico y el cloroformo disuelven los precipitados,
pero no totalmente, ya que quedan trazas principalmente en la pe-
riferia.

El éter de petroleo y el alcohol tartarico al 1% no disuelven
los precipitados, apareciendo por todo el corte, principalmente en
periferia.

El alcohol de 96° y el benceno disuelven totalmente los pre-
cipitados, desapareciendo tanto de periferia como del resto del corte.

B. Por el mismo protocolo establecido anteriormente, se ha
determinado las condiciones idoneas para la extraccion de materias
grasas, llegandose a law siguientes conclusiones (Tabla 2):

1.° Tras mantener el corte histologico dos horas en medio acuo-
so neutro, lo sometemos dos horas a la accion de diferentes reactivos
disolventes, lavamos, tefiimos durante cinco minutos en pocillo con
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TABLA 1.—Resultados de la extraccion mediante reactivos disolventes de sustancias
que dan positivas las reacciones habituales de alcaloides

MEDIO NEUTRO ALCALINO ACIDO
Acuoso - Ly -
Eter sulfurico +++ +++ ++
Eter de petréleo = +++ =
Alcohol 96° - ++ 0,8
Alcohol tartdrico 1% - ++ =
Acetato etilo + ++ +
Benceno Tty +++ +++
Cloroformo +++ ++ ol

No disuelve (-); Disuelve poco (+); Disuelve pero quedan trazas (++); Disuelve
totalmente (+++).

sudan III, lavamos de nuevo con agua y observamos las distintas
acciones de los reactivos disolventes en las diferentes condiciones
de la experiencia.

El corte tenido y observado sin la accion de reactivos disol-
ventes, aparece totalmente cubierto de manchas redondeadas lipi-
dicas, no solubles en alcohol, no volatiles al calor y de color ana-
ranjado.

Con el éter sulfurico aparecen pequeias gotas de grasa por el
interior del corte y acimulo en periferia.

Con el alcohol de 96° y con la disolucion alcoholica de acido
tartarico al 1% aparece el corte cubierto de pequefas gotas de grasa
y acumulo en periferia.

Los cortes sometidos al éter de petroleo presentan aciumulo
en periferia, pero menos, y gotas pequeiias por todo el corte.

Tanto con el acetato de etilo como con el benceno, s6lo apa-
rece tincion de grasas en una delgada franja acumulada en la peri-
feria.

Los sometidos a la acciéon del cloroformo, al igual que ocurria
con los sometidos a la accion del acetato de etilo y el benceno, no
presentan traza alguna de lipidos en su interior.

2.° Los cortes sometidos al medio alcalino (NaOH 1IN), una
vez lavados y tefiidos con sudan III, sin la accion de reactivos disol-
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ventes, observamos que aparecen con menos lipidos que en el medio
acuoso neutro, pero hay acimulo de grasa en la periferia.

Tanto el alcohol de 96° como el alcohol tartarico al 1%, apare-
cen pequeifias gotas por todo el corte y acimulo de grasa en la peri-
feria.

Con el éter sulfurico y el éter de petrdleo, aparecen bastantes
gotas de grasa por todo el corte y algo de acimulo en periferia.

Con el acetato de etilo a penas hay trazas en el corte y poco
acumulo en periferia.

Tanto con el benceno como con el cloroformo, se acumulan
las grasas en la periferia y ademas aparecen pequeiias gotas clorea-
das por todo el corte.

3.° Los sometidos a medio acido (H2SOs 1N), una vez lavados
y tefiidos con sudan III, sin accién de reactivos disolventes, aparecen
cubiertos de gotas de grasas y con acumulo en periferia.

Con éter de petroleo y éter sulfurico, aparecen las grasa acu-
muladas en periferia y gotas sin a penas colorear por todo el corte.
Igualmente ocurre con el alcohol de 96°.

En el alcohol tartarico al 1% aparece acumulo en periferia y
pequeinas gotas coloreadas por todo el corte. Lo mismo ocurre con
el acetato de etilo.

Tanto con el benceno como con el cloroformo, aparece colo-
racion solo en periferia, encontrandose el resto del corte limpio de
grasas.

TABLA 2.—Resultados de la extraccion de materias de naturaleza grasa

MEDIO NEUTRO ALCALINO ACIDO
Acuoso — + =
Eter sulfurico + ++ ++
Eter petroleo + ++ ++
Alcohol 96° — + _
Alcohol tartarico 1% - + -
Acetato etilo ++ ++ +
Benceno bl PP +4++
Cloroformo ++ ++ S+

No disuelve (—); Disuelve poco (+); Disuelve pero quedan trazas (++); Disuelve
totalmente (+++).
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Como RESUMEN-CONCLUSION podemos afirmar que:

1.°.—Se han establecido las bases idoneas de una posible ex-
traccion mediante disolventes, de principios que dan po-
sitivas las reacciones habituales de alcaloides, llegandose
a las siguientes conclusiones:

— en medio neutro, los disolventes de eleccidon son éter
sulfurico, cloroformo o mezcla de ambos.

— en medio alcalino, resultaron ser asi mismo el éter sul-
furico, éter de petroleo y benceno.

— en medio acido, los disolventes mas adecuados serian
el alcohol de 96° y el benceno.

2.°.—Por el mismo protocolo establecido anteriormente, se ha
determinado las bases idoneas para la extraccion de ma-
terias grasas que fueron, operar en medio acido y realizar
la extraccion con benceno, cloroformo o mezcla de ambos.
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