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RESUMEN

El fruto del aguacate (Persea americana cv. Hass) es una baya con mesocarpio y
endocarpio carnosos que contiene una sola semilla. En nuestro estudio, esta semilla
representd del 15.0 al 16.0% del peso en relacion al fruto. Para las observaciones
microscoépicas de la semilla se utilizé tincién con azul de toluidina y se encontrd que las
células del parénquima de cotiledones almacenan la mayor cantidad de almidén
(presencia de granulos de color violeta); mientras que en el embrién se almacena la
mayor parte de la grasa; ésta se observdo como gotas refringentes color ambar. En la
cubierta seminal se observaron, ademas, el esclerénquima perfectamente definido y
sacos de taninos que aparecieron de color café a rojo. Respecto a las extracciones de
la grasa de la semilla de aguacate, se encontré que con hexano y CO, supercritico se
extrajo aproximadamente la misma cantidad de grasa, 3.08 y 3.07% respectivamente,
mientras que con etanol se extrajo el 0.79%. Estos resultados concuerdan con las
observaciones al microscopio, donde se encontraron células sin o con poca grasa
después de las extracciones con hexano y CO» supercritico; ademas, en la cubierta
seminal extraida con CO2 supercritico se observo destruccion de las paredes celulares.
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AVOCADO SEED STRUCTURE AND QUANTIFICATION OF FAT EXTRACTION BY
DIFFERENT TECHNIQUES

SUMMARY

The avocado fruit (cv. Hass) is a berry with mesocarp and endocarp and contains one
seed. In our study, this seed represented 15.0 to 16.0% of the weight in relation to fruit.
For microscopy observations, sections were stained with toluidin blue and was found
that parenchyma’s cells of cotyledons had the major quantity of starch (blue to violet
granules), while the embryo storage the major portion of fat which was observed as



refringent ambar droplets. The coat seed was observed, perfectly defined in
schlerenchyma and tannin cells that were brown to red color. Concerning extraction of
fat of avocado seed, was found that hexane and CO> supercritical treatment extracted
approximately same quantity of fat, 3.08% and 3.07% respectfully, while ethanol
extracted 0.79%. This results are according with microscopy observations where the
cells without or poor in fat after CO, supercritical extraction was observed cell walls
destruction.
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INTRODUCCION

El aguacate es un fruto de suma importancia comercial para México por los beneficios
econOmicos que propicia ya que este pais ocupa el primer lugar de la produccion a
nivel mundial con mas de 700,000 t anuales (SAGAR, 1996). Aproximadamente el 3%
de la produccién de aguacate es industrializado para su exportacion en forma de pasta
o0 guacamole. Si la semilla representa aproximadamente el 15% en peso del fruto
(Ramos, 1999), se tiene que de la industrializacion actual resultan mas de 3,000 t de
semilla anualmente, mismas que son desechadas sin aprovechamiento alguno.

A la semilla del aguacate se le atribuyen algunas propiedades de tipo farmacoldgicas
debido a la presencia de &cidos grasos (Werman y Neeman, 1986), compuestos
polifendlicos (Valeri y Gimeno, 1953) y esteroles (Werman y Neeman, 1987; Lozano et
al., 1993) y ha sido usada desde épocas precolombinas contra padecimientos tales
como dolores musculares, parasitos y micosis (Cabrera, 1996; Argueta et al., 1994;
Atzin, 1990).

Por otra parte, en el tejido secretor de los vegetales se sintetizan sustancia tales como
taninos, esencias, resinas, latex y glucidos entre otros, los cuales pueden almacenarse
ahi mismo o bien ser vaciados a cavidades; por lo mismo pueden existir células
secretoras aisladas, epidermis secretora y canales excretores. En el caso de las
epidermis secretoras, las células epidérmicas elaboran y acumulan esencias volatiles
en su citoplasma. En los canales excretores se trata de cavidades situadas en los
parénquimas, rodeados de células que excretan los productos elaborados (Camefort,
1977).

En el aguacate el pericarpio esta formado de tres capas: exocarpio (cascara),
mesocarpio (pulpa) y endocarpio junto a la cubierta seminal. El endocarpio se compone
de pocas capas de parénquima de células aplanadas tangencialmente que a menudo
se adhieren a la testa (Barrientos, 1996).

Las células del parénquima, en las semillas, almacenan almidon (granulos fundidos o
agrietados en cotiledones y en el endospermo), proteinas (esferas o cuerpos pequefios
e irregulares), o aceites (elaioplastos o en esferosomas) (Esau, 1977). El almidon
después de tincion con yodo presenta una coloracion azul a violeta (Miehe, 1928;
Curtis, 1986), en cambio las proteinas se tifien de color amarillo (Miehe,1928). Los
lipidos se tifien de rojo con el Sudan Il y el Sudan IV (Mauseth, 1988) y se ennegrecen
con el acido 6smico y la intensa osmiofilidad indica alto grado de instauracion
(Camefort, 1977; Esau, 1977). Cuando hay taninos, éstos se tifien de color amarillo,
rojo o café con safranina (Mauseth, 1988), es tipico encontrarlos en color fuerte y en



gran cantidad y pueden estar localizados en células alargadas llamadas sacos de
taninos (Esau, 1977).

La testa madura consiste de epidermis externa, células de taninos y remanentes del
xilema cuyos elementos conductores, las traqueidas, pueden contener cantidades
considerables de células ricas en azucares, grasas o proteinas (Esau, 1977). El
esclerénquima de la testa es abundante con esclérides (también llamadas células
pétreas) de varios tamafios (Mauseth, 1988), éstas células son generalmente alargadas
(Camefort, 1977), pueden formar masas continuas en pequefios grupos o solas
alrededor de otras células, son de pared gruesa, secundaria y a menudo lignificada. Se
distinguen dos formas principales, las esclérides (varian en forma) y las fibras (que son
generalmente largas).

El embrién contiene nutrientes de reserva, organicos e inorganicos, localizados
alrededor del embridén o en sus mismos tejidos; contiene aproximadamente el 50% del
aceite de la semilla y antes de germinar presenta una situacion citoldégica que indica
inactividad, esto es la presencia de proteinas y lipidos de reserva (Scagel et al, 1987;
Esau, 1977).

MATERIALES Y METODOS

Antes de llevar a cabo las extracciones con solventes, las semillas de aguacate fueron
fragmentadas manualmente con un cuchillo y molidas hasta un diametro medio de
0.356 mm en un molino de discos. Una de las técnicas usadas fue el método Soxhlet
(AOAC, 1990) usando 10 g de muestra molida y como solventes hexano y etanol grado
reactivo. Otra técnica empleada fue la extraccion con CO3 en condiciones supercriticas
(27.58 MPa, 60°C) usando 350 g de muestra en un equipo con capacidad de extraccion
de 0.8 L de la marca Newport Scientific, Inc., modelo 46-19345, USA. Al extracto
obtenido con etanol se le extrajo la grasa con éter etilico (grado reactivo) y se cuantificd
por gravimetria (AOAC, 1990). Posteriormente cada extracto graso se transformé a
metilésteres de acidos grasos (usando como catalizador BF3) y analizados por
cromatografia de gases (HP Serie Il 5890) acoplado a espectrometria de masas (HP
Serie 5972), en una columna HP-5 (30 m x 0.32 mm de diametro interno x 0.25 pum de
espesor de pelicula). Los metilésteres de &cidos grasos fueron cuantificados en base al
area integrada en los cromatogramas.

Para el estudio microscopico, algunas semillas fueron separadas en sus tres principales
componentes macroscoépicos (cubierta seminal, cotiledones y eje embrionario). Cada
una de las partes fue extraida con hexano o con etanol por la técnica de Soxhlet y otras
con CO2 en condiciones supercriticas, dejando algunas partes sin extraer para servir
como testigos. Las muestras fueron secadas al ambiente y cortadas en trozos de 1
mm3 y fueron fijados con glutaraldehido al 2% en amortiguador de cacodilato de sodio
0.1 My pH 7.4, a temperatura ambiente (TA). La posfijaciébn se llevo a cabo con
tetradxido de osmio al 1% en cacodilato de sodio 0.1 My pH 7 a TA. La deshidratacién
se hizo con soluciones de acetona a concentraciones de 50, 70, 90, 100, 100 ,100 %.
La infiltracion se realiz6 con resina (Spurr de baja viscosidad Sigma Chemical Co.,
SPR-LV), acetona (1:1) y con agitacion (Mezclador Pelco RE Modelo 1050). La
inclusion se hizo con el mismo tipo de resina mencionado y la polimerizacién a 60°C.
Los cortes se hicieron en un ultramicrotomo (C. Reichert Austria Om U3) con 1 pm de



espesor, la tincibn con azul de toluidina y las observaciones se hicieron en un
microscopio compuesto Olympus BH-2.

Para la microscopia electronica de barrido las muestras fueron preparadas
colocandolas en un recipiente con tela adhesiva para fijarlas. Se les dio un bafio de oro
(sputtering) en un equipo evaporador Balzers SCD 004 por 5 min a 80 mAmp y las
observaciones fueron realizadas en un equipo JEOL JSM-5400 LV Scanning
Microscope al alto vacio a 20 Kv.

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de grasa

El resultado promedio de los extractos obtenidos en cuatro determinaciones fueron: con
hexano 7.64+0.17%, con CO> supercritico 5.33+0.09% y con etanol fue de 30.44+1.08
%.

La cuantificacion de la grasa por gravimetria para los extractos provenientes de etanol
resulté en 7.2%.

De los tres solventes empleados en las extracciones, la mayor cantidad de &cidos
grasos se obtuvo mediante hexano y CO» supercritico, 3.08 y 3.07 g-100 g™ de materia
prima, respectivamente. Mientras que con etanol se extrajo solo 0.79 g-100 g* de
materia prima. Dichas proporciones corresponden al 40.3, 57.6 y 2.5%,
respectivamente, equivalentes al porcentaje del éarea total integrada en los
cromatogramas del perfil de acidos grasos.

Observaciones microscopicas de muestras sin tratamiento de extraccion
Macroscopia

Macroscopicamente la semilla de aguacate esta compuesta de tres capas (Figura 1)
correspondientes a cubierta seminal (a), cotiledones (b) y eje embrionario (c).

Microscopia 6ptica

Cubierta seminal. En las observaciones bajo microscopio compuesto, de los tejidos
testigo (sin tratamiento de extraccion), se distinguié que la cubierta seminal (Figura 2)
consta de algunas células aplanadas tangencialmente que provienen probablemente
del endocarpio (a); esclerénquima (b), bajo el cual existen sacos de taninos (c) y por
altimo el parénquima (d).

Cotiledones. En relacion a los cotiledones (Figura 3), las células del parénquima se
observaron llenas de almidén (a) (granulos de color azul violeta) y unas pocas gotas de
grasa (b) (esferas de color &mbar) y probablemente proteinas (cuerpos irregulares de
tamano pequeiio en color azul).

Eje embrionario. En el eje embrionario (Figura 5) los granulos de almidén (a) fueron
mas pequeiios (aproximadamente 3 veces) y en menor cantidad que en los cotiledones
(grdnulos de color azul) pero la grasa (b) (glébulos de color ambar) se observd en
estructuras mas grandes y en mayor cantidad.

Microscopia electrénica de barrido



Cubierta seminal. En las observaciones al microscopio electronico de barrido se not6
en las cubiertas seminales gran cantidad de granulos de almidon sobre la superficie de
ésta con la particularidad de que estos no son redondos sino irregulares. En una
observacion transversal se encontro la capa del parénquima compacta.

Cotiledones. Se observaron en los cotiledones (Figura 7) algunas estructuras
redondeadas de aproximadamente 15 um de didmetro con peciolo, tal vez se trata de
glandulas de aceite. Otras estructuras de entre 5y 15 um presumiblemente granulos de
almidon.

Observaciones microscopicas de muestras con tratamiento de extraccion
Microscopia 6ptica

Cubierta seminal. Las semillas tratadas con etanol mostraron destrucciéon de sélo
parte del parénquima, hubo pérdida de células de taninos y practicamente no hubo
cambios en el esclerénquima, ni en las células del endocarpio, sin embargo las
estructuras se observaron laxas. Del tratamiento con hexano resulté con eliminacion de
las células del endocarpio, poco desgaste en el esclerénquima y en general la
estructura se mantuvo compacta. El tratamiento con CO» resultd en pérdida de células
del endocarpio y casi destruccion total del esclerénquima, asi como del parénquima,
mientras que las células de taninos se mantuvieron.

Cotiledones. En el tratamiento con etanol hubo destruccién moderada de las paredes
celulares y los granulos de almidén se aglomeraron (color azul claro). El tratamiento
con hexano arrojé un adelgazamiento de las paredes celulares, los granulos de almidén
prevalecieron y practicamente no se observaron gotas de aceite. Mientras que las
tratadas con CO» supercritico (Figura 4) los granulos de almidon se observaron
concavos y aglomerados en el centro de la célula.

Tejido embrionario. Los tejidos tratados con etanol (Figura 6) mostraron paredes
celulares laxas y los granulos de almiddén se mantuvieron presentes. El tratamiento con
hexano resulté en una destruccion moderada de la pared celular, los almidones se
mantuvieron en la célula. En el tratamiento con CO» supercritico también se
mantuvieron los almidones y las estructuras se observaron agrandadas. En ninguno de
los tres tratamientos, en los tejidos, se encontraron ya glébulos de grasa dentro de las
células.

Microscopia electrénica de barrido

Cubierta seminal. En el caso de la cubierta seminal tratada con etanol la superficie no
mostro granulos de almiddn, tal vez se deba al arrastre del almidon por el solvente pero
no a disolucion del mismo en etanol. Una orientacion transversal mostrdé parénquima
laxo. En las tratadas con CO> supercritico las estructuras se observaron totalmente
destruidas principalmente el parénquima.

Cotiledones. Después de tratar las muestras de cotiledones con etanol se observé, en
el microscopio de barrido, agrietamiento y perforacion de la pared celular, mientras que
con COgy supercritico (Figura 8) se observé aglomeracion de los almidones (a) y en esta
figura se observa claramente lo que probablemente sea una glandula con su peciolo
adherido a la pared celular (b).



CONCLUSIONES

Con los tres tratamientos de extraccion usados se extrajo grasa en diferente proporcion
y hubo destruccion de la pared celular, ésta fue mayor en el tratamiento con etanol. Los
granulos de almidén se encontraron presentes en mayor cantidad en el parénquima de
los cotiledones que en el embrionario, sin embargo en este Ultimo se encontrd6 mayor
cantidad de grasa que de almidon. Otra estructura donde se almacena grasa es en el
esclerénquima de la cubierta seminal, lo cual se demuestra porque en las semillas
tratadas con hexano y CO» supercritico hubo desgaste o destrucciéon total de dicha
estructura, asi como la mayor concentracion de grasa en los extractos. Respecto a las
observaciones realizadas al microscopio electronico de barrido se encontraron en los
cotiledones algunas estructuras muy similares a los granulos de almidon que
probablemente se trate de glandulas de aceite adheridas a la pared interna del tejido.
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Figura. 1. Semilla de aguacate (cv. Hass). (a) Cubierta seminal, (b) cotiledones, (c) eje
embrionario. Barra =1 cm.

Figura 2. Microscopia Optica de la cubierta seminal de semilla de aguacate cv. Hass.
sin extraer. (a) Células de endocarpio, (b) esclerénquima, (c) células de taninos (d)
parénquima. Barra = 0.05 mm. Corte 1um de espesor, inclusién en resina Spurr y
tincion con azul de toluidina.



Figura 3. Microscopia oOptica del cotiledén de semilla de aguacate cv. Hass sin extraer.
(a) Granulos de almidon, (b) globulos de grasa. Barra = 0.05 um de espesor, inclusion
en resina Spurr y tincién con azul de toluidina.

Figura 4. Microscopia Optica del cotiledon de semilla de aguacate cv. Hass. Tratada
con CO3 supercritico. (a) Granulos de almidon aglomerados. Barra = 0.05 mm. Corte
1um de espesor, inclusién en resina Spurr y tincion con azul de toluidina.
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Figura 5. Microscopia Optica del eje embrionario de semilla de aguacate cv. Hass. Sin
tratamiento de extraccion. (a) Granulos de almidén, (b) globulos de grasa. Barra = 0.05
mm. Corte 1 um de espesor, inclusién en resina Spurr y tincion con azul de toluidina.

Figura 6. Microscopia Optica del eje embrionario de semilla de aguacate cv. Hass.
Tratada con etanol. (a) Pared celular, (b) granulos de almidén. Barra = 0.05 mm. Corte
1um de espesor, inclusién en resina Spurr y tincion con azul de toluidina.
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Figura 7. Microscopia electronica de barrido. Cotiledon de semilla de aguacate cv.
Hass. Sin extraer. (a) Granulos de almidén.
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Figura 8. Micrografia electronica de barrido del cotiledén de semilla de aguacate cv.
Hass. Extraida con CO» supercritico. (a) Granulos de almidén, (b) glandula de aceite.
Barra =5 pm.



