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Resumen: En el proceso de industrializacion de los citricos se obtienen semillas como
subproducto, estas contienen limonoides (triterpenoides oxigenados), quienes estan
relacionados con el amargor de los citricos, ademds, muestran bioactividades como
anticancerigenos, antivirales y antitumorales. Por lo que el objetivo de este trabajo, fue
evaluar la citotoxicidad in vitro de extractos de semillas de Citrus aurantifolia swingle,
Citrus sinensis y Citrus reticulata utilizando dos solventes (metanol y acetona) y dos
tiempos de extraccion (5 y 8 horas) sobre linfoblastos de leucemia L5178Y. Los extractos
con metanol presentaron un rendimiento mayor (8,6% = 0,44) respecto al extracto con
acetona (6,2% =+ 0,40), mientras que el tiempo de extraccion no lo afectd. El rendimiento
fue similar entre Citrus sinensis (6.1% =+ 0.54) y Citrus reticulata (5,2% + 0,6) y mayor
para Citrus aurantifolia Swingle (11 + 0,5%). La citotoxicidad de los extractos de Citrus
aurantifolia Swingle no se afecta por el solvente, ni por el tiempo de extraccion,
mostrando una CDsy menor de 40pg/ml, sin embargo los extractos de Citrus sinensis y
Citrus reticulata presentan una diferencia significativa en el tipo de solvente y tiempo de
extraccion, observandose una mayor citotoxicidad para Citrus sinensis, CDso de 50 pg/ml,
con acetona y 8 horas, y para Citrus reticulata, mostr6 mayor citotoxicidad, CDs
95pg/ml, con metanol y 5 horas. Estos resultados muestran que la citotoxicidad se ve
afectada por el tipo de solvente y por el tiempo de extraccion para Citrus reticulate y
Citrus sinensis, y no asi para Citrus aurantifolia swingle.

Palabras Clave: Semillas de citricos; Limonoides; Citotoxicidad

Abstract: Citrus fruits are an important component for human diet, proving important
compounds for human health like vitamins, minerals and dietary fiber, in the citrus
industrialization process , the seeds are a non-used waste and contain bioactive
compounds like oxygenated triterpenoids specifically limonoids, and that occur in high
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concentrations as aglycones and glucosides, this limonoids have been related with bitter
principle of citrus, furthermore, showing health benefits as anticancer, antiviral,
antitumoral agents. The objective of this work was evaluate the cytotoxic activity of three
seeds extracts from Citrus aurantifolia swingle, Citrus sinensis, and Citrus reticulate
utilizing two solvents, methanol and acetone, at two different extraction time 5 and 8
hours. Methanol had better weight yield extraction with 8.6%+0.44 respect to acetone with
6.2%+0.40, mean while extraction time shows no significance difference between 5 or 8
hours. Yield extraction due to citrus seeds was 11+0.5 % for Citrus aurantifolia swingle
followed by Citrus sinensis with 6.1% +0.54 and finally Citrus reticulate with 5.2%+0.6
Cytotoxic activity was evaluated from methanol and acetone extracts, solvent type and
time extraction showed no significance difference for Citrus aurantifolia swingle
cytotoxic activity with a CD50 lower than 40pug/ml, mean while acetone extracts observed
better cytotoxic activity than methanol for Citrus sinensis with a CD50 of 50 ug/ml at 8
hours, finally for Citrus reticulate, methanol extract showed better cytotoxic activity than
acetone with a CD50 95ug/ml at 5 hours time extraction. These results showed that
cytotoxic activity was affected by solvent and time extraction for Citrus sinensis and
Citrus reticulate, except to Citrus aurantifolia swingle, where it does not matter type of
solvent used or extraction time. Assays also showed dosage response behavior and
positive and negative controls were used to compare results.

Keywords: Citrus seed; Limonoids; Citotoxicity

1. Introduccion

En México se transforman alrededor de 2,400,000 ton de citricos anualmente; considerando que el
50% de los frutos procesados corresponden a céscaras y semillas[1] se puede suponer que se generan
aproximadamente 1,200,000 ton de subproducto al afio, lo que se convierte en un problema de
contaminacion debido a que son muy susceptibles a sufrir deterioro microbiano y rara vez son
aprovechados, y cuando se utilizan, no se explota su potencial nutracéutico debido a que solo son
utilizados como alimento para ganado y compostas, aun cuando pueden ser una fuente potencial de
melazas, pectinas, D-limoneno, acido ascérbico [1,2] y limonoides [3]; ademds de aceites esenciales,
compuestos fenodlicos, flavonoides, acidos fendlicos entre otros, los cuales han mostrado diversas

actividades bioldgicas principalmente antioxidantes y microbicidas[4,5,6,7,8 y 9].

Dentro de las semillas de citricos se ha reportado el contenido de bioactivos muy interesantes, como
son los limonides, y se encuentran distribuidos en los tejidos conectivos del arbol, pero conforme el

arbol crece y madura, los limonoides se distribuyen en las diferentes partes tanto del arbol como en
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el fruto. [10] y dentro de la distribucion de los limonoides en el fruto, la mayor cantidad se presentan
en las semillas, siendo menor en cascarilla de semillas, después en el albedo, flavedo y por tltimo en
mucho menor concentracion en las vesiculas del jugo. Actualmente gracias a técnicas de rayos X,

resonancia magnética nuclear, HPLC, etc. Se tienen identificados 39 limonoides en estado aglicona y

17 limonoides glucosilados en las diferentes especies de citricos [11].

Los limonoides presentan actividades interesantes en el sector agroindustrial; pudiendo estar tanto en
su estado glicosilado o en estado aglicona, los limonoides glicosilados, se pueden comportar como
ingredientes nutracéuticos porque no resultan amargos, comparados con su estado aglicona, y una
vez que se hidrolizan pueden potenciar su efecto bioactivo, lo que resulta atractivo dado a se pueden
evitar o disminuir degradaciones de la actividad biolégica que presumen por la molécula de glucosa;
pero lo que no se puede controlar es la dosificacion de los mismos, ni mucho menos la eficiencia de
su hidrolisis y lo que ha dado como resultado un sin nimero de trabajos de investigacion[12, 13 y

14].

Para la extraccion de limonoides, existe una ambigiiedad sobre lo tiempos y solventes a utilizar en la
extraccion, ya que segun algunos autores [15], el acetato de etilo con un tiempo de extraccion en
soxhtlet por 4 hrs es recomendado, mientras que otros como Poulose [16],considera que la extraccion
es mejor con metanol y por un tiempo de extraccion de 24 hrs, asi como Schoch [17], quien
recomienda también metanol pero con un menor tiempo de 12 hrs, finalmente Hasegawa [18],
sugieren que la extraccion de limonoides se puede realizar con diferentes solventes que van desde
diclorometano, metanol o acetona, siendo esta ultima y por 6 hrs. la que recomiendan para obtener el
mayor rendimiento de limonoides [18]. Actualmente los limonoides han cobrado una gran
importancia debido a la diversidad de propiedades biologicas que presentan, especialmente actividad
anticancerigena. La limonina y nomilina presentaron un efecto inhibidor de neoplastia en estomago
en ratones [19], existen evidencias de inhibicion de cancer de colon, ovario y de neuroblastomas en
cultivos de células cancerigenas in vitro [20], también se ha reportado la inhibicion del crecimiento
de células cancerigenas de mama, afectandose el receptor positivo-negativo de estrogenos con
limonoides. Algunos limonoides han incluso presentado actividad antitumoral, sobre tumores en
boca de hamsters [21]. Otros estudios reportan que la limonina y nomilina presentan un efecto
antiviral contra el virus de VIH-1 [22]

Por lo que en este trabajo se pretende establecer una metodologia confiable para la obtencion de

limonoides de semillas de Citrus sinensis (naranja), de Citrus aurantifolia swingle (limon
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mexicano) y Citrus reticulata (mandarina) mediante solventes que presenten una actividad

citotoxica importante en linfoblastos L5178Y in vitro.

2. Materiales y Métodos
2.1. Obtencion de limonoides

Para este experimento se utilizaron semillas proveniente de una misma procesadora de
Citrus aurantifolia swingle (limén mexicano) , ubicada en Tecoman, Colima durante el periodo de
cosecha del 2011. La semilla se proporciond deshidratada y molida. Mientras que las semillas de
Citrus sinensis (naranja) y Citrus reticulata (mandarina) se colectaron en mercados locales, para su

posterior separacion, deshidratacion y molienda.

Existen diferentes condiciones para la extraccion de limonoides en semillas de frutos citricos, dichas
condiciones difieren una de la otra en los tiempos de residencia y en el solvente utilizado; y
coinciden en desgrasar antes la semilla con hexano (%elliz). Tanto el desgrasado como la
extraccion, se llevan a cabo en un extractor tipo soxhlet.

Desgrasado de semillas: 250 g de semilla seca, se triturara y se desgrasara con hexano, durante 4 hrs

de extraccion.

Extraccion de limonoides: Para la obtencion de extractos, se considera realizara un disefio

experimental multifactorial donde los factores sean: el tipo de semilla en tres niveles (limon,
naranja, y mandarina), el tiempo de extraccion en dos niveles (5 hrs y 8 hrs) y el tipo de solvente en
dos niveles (metanol y acetona) como tercer factor, las temperaturas de extraccion se mantuvieron
constantes a 56°C para acetona y 65°C metanol, obteniendo los extractos por triplicado.

Las variables de respuesta serian el rendimiento de los extractos y la actividad citotdxica.

2.2. Evaluacion del efecto citotoxico en linfoblastos L5178Y

Para la evaluacion de la citotoxicidad se realizaron cultivos celulares en cajas de 96 pozos
(costar 3595) en presencia de diferentes concentraciones de (40pug/pl, 60ug/ul, 80ug/ul y 120pg/ul)
sobre células de linfoma L5178Y (5 x 104) el volumen final de cada pozo fue de 200 uL. en medio de
cultivo RPMI 1640 Gibco pH=7, adicionado de 10 % de suero bovino fetal (Gibco) previamente
inactivado, y antibiotico penicilina 5,000 U. I./mL —estreptomicina 5,000 pg/mL (Gibco) 10 mL por
cada 500 mL de medio RPMI.
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Se utilizé ciclofosfamida (CY-Sigma) (160 mg/mL) como control positivo de citotoxicidad. Las

células fueron incubadas por 24 h a 37 oC en atmosfera de CO2 al 5% y humedad relativa del 95 %.

Al final del periodo de incubacion se evaluo la citotoxicidad por la técnica de MTT.

2.3. Analisis de los extractos

La determinacion de limonina mediante HPLC se realizd6 en un equipo marcaWaters®,
equipado con un detector de arreglo de diodos Waters® modelo 996. La separacion se llevo a cabo
en una columna C 18 de fase reversa PhenomenexLuna de 5 micras 100 A de 250 x 4.6 mm. Se
utilizé una elucidn isocratica agua/acetonitrilo 54/46%, y con un flujo de 1 mL/min. El volumen de
inyeccion fue de 30 pL.

La curva de calibracion se prepar6 haciendo una solucion madre con una concentracion de 0.5 mg de
limonina/ml, de la cual se tom6 1ml y se realizaron 5 diluciones consecutivas 1:2, obteniéndose 6
estandares a las siguientes concentraciones: 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125, 0.015625 mg
limonina/ml. Todos los estandares y muestras fueron filtradas a través de un filtro milipore de 0.45

um.Los picos cromatograficos y las areas fueron analizados mediante el software Empower Pro.

3. Resultados

3.1.  Obtencion de limonoides
El rendimiento de extracto de limonoides es afectado por el tipo de solvente y por el tipo de

fruto, siendo el metanol y las semillas de limoén los que permiten obtener un mayor rendimiento de
extracto, sin embargo, el tiempo de extraccion no resultod trascendental si se pretende maximizar el
rendimiento de extracto de limonoides, ya que no existe una diferencia estadistica significativa entre

las 5 y 8 horas de procesamiento, esto se puede observar en la figura 1.
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Figura 1. Efecto del tiempo, solvente y fruto sobre el rendimiento.

3.2, Evaluacion del efecto citotoxico en linfoblastos L5178Y
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Por otra parte, analizando la citotoxicidad que presentan los extractos de semillas, en la figura 2 se
observa que la mayor citotoxicidad la presentan los limonoides obtenidos de la semillas de limon,
seguida de los obtenidos de la naranja y finalmente los obtenidos de las semillas de mandarina; asi
como también la alta citotoxicidad de la ciclofosfamida (CY-Sigma) (160 ug/mL), validando su uso
como control positivo, y el eficiente control negativo por el crecimiento de las células sin tratamiento

durante el proceso.
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Figura 2. Citotoxicidad de extractos de semillas de citricos

Dor]de: N: naranja L limén ,.M..mandarina , 5y 8: Tiempos de proceso, M: metanol y A: acetona, 40-120 dosis ug/ml.
Analizando la citotoxicidad se observa que esta si se ve afectada notablemente por los factores

de fruto, concentracién, tipo de solvente y tiempo de extraccion, ya que al realizar una andlisis de

varianza presentan valores de P menores a 0.05 y graficamente se observa en la figura 3.
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Figura 3. Factores que afectan la citotoxicidad

En la figura 4 se aprecian los factores que afectan a cada semilla citrica, y se observa que el
factor solvente para semilla de limdn, no resulta significativo, mientras que para mandarina se logra
un mayor citotoxicidad con metanol, y para las semillas de naranja se recomendaria acetona, por otra
parte el factor tiempo, no afecta la citotoxicidad de las semillas de limén logrando similitud en la
citotoxicidad con tiempo de 5 u 8 h, contrario a como se observa en con las semillas de naranja y

mandarina, donde se obtienen mayor citotoxicidad con un tiempo de 8 hrs y 5 h respectivamente.
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Figura 4. Interaccion de los factores solvente-fruto sobre la citotoxicidad
Finalmente se determinaron las dosis citotdoxicas medias (CDsp) de cada extracto de semillas,
encontrandose que para el limén fue menor a concentraciones a 40pug/ml, mientras que los extractos de
naranja presentaron una CDso de 50ug/ml y finalmente los de mandarina CDsp 95ug/ml, mismas que se

pueden observar en la figura 5.
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Figura 5. Interaccion de los factores concentracion-fruto sobre la citotoxicidad

3.3. Analisis de los extractos

Una vez evaluados los diferentes extractos de las semillas de citricos, se procedié a identificar y
cuantificar los extractos del fruto que mayor actividad citotoxica presento, siendo éste el de las semillas
de limon.

La identificacion cromatografica se completd con éxito identificando la limonina con un tiempo de
retencion de 10.524 min. Como se observa en la Figura 6 perteneciente a un estandar (Sigma-aldrich),

el pico de la limonina se aprecia claramente y sin ninguna interferencia después de los 10 min.

0604
0504
0.404

= 0304
0.20

0.104
n] DD_—JH\""\I—H_;

T T T T T
2.00 4.00 6.00 G.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes

Figura 6. Cromatograma estandar limonina.
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En la Figura 7, a manera de ejemplo, se presenta el cromatograma de una muestra obtenida con
Acetona (7 a) y Metanol (7 b), y al igual que al estandar, se evidencia claramente la presencia de la

limonina en el minuto 10 aproximadamente.
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Figura 7 a. Cromatograma muestra de extracto con acetona.
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Figura 7 b. Cromatograma muestra de extracto con metanol.

Mediante la inyeccion de un estandar de limonina fue posible cuantificar su contenido en los extractos
de semilla de limoén, encontrandose un mayor contenido en el extracto obtenido con metanol que con
acetona como se observa en el cuadro 1.

Extracto Cantidad de limonina
(mg/ gr de semilla limon)
Metanol 1.65
Acetona 0.779
Rouseff y Nagy (1982) 2.02
Patil (2010) 1.6 Metanol
0.48 Acetona
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Cuadrol. Contenido de limonina en extracto de semilla de limon.
4. Discusion

Existe una diferencia importante en el contenido de limonoides segun el fruto, contrario a lo que algunos
autores [23] reportan, el limén presenta un mayor rendimiento de limonoides, seguido de la naranja y
finalmente la mandarina.

Por otra parte, se aprecia que la limonina, limonoide mayoritario en semillas de limon y responsable de
la citotoxicidad [24, 25]. no se afecta durante la extraccion, contrario a la nomilina, limonide
mayoritario en la mandarina, que si ve afectada su citotoxicidad con el tiempo de extraccion, finalmente
para el caso de las semillas de naranja, se observa que la mayor citotoxicidad se logra en el tiempo de 8
horas, lo que sugiere que esta, al tener un contenido mayor de limonina glicosilada que los demas frutos,
el tiempo de extraccion afecta el enlace glicosidico, aumentando su citotoxicidad al aumentar la
limonina aglicona, quién es la mayor responsable del la actividad citotoxica [24, 25].

Aunque no existen estudios de la actividad citotoxica de semilla de limon mexicano contra células de
linfoma L5178Y, existen estudios contra células de cancer de colon y de pancreas a partir de extractos
con solventes, de jugo de limén donde reportan una CDsy > 200 pg/ml para 24 h de incubacion; en
algunos otros estudios realizados con extractos de semillas de limén mexicano, se enfocan en estudiar la
proliferacion celular de células de cancer “Pac-28” y evaluan la inhibicion de dichas células después de
diferentes tiempos de incubacion en presencia de distintas concentraciones de extracto, muestran que
después de 48 h de incubacion proliferan entre un 25-60 % a 100 pg/ml, de concentracion, lo que

representa una dosis mayor a la CDsy (< a 40 ug/ml) determinada en este trabajo, evidenciando el

potencial de los extractos de la semillas de limon contra células de linfoma L5178Y. [26]
5. Conclusiones

En la presente investigacion se evidencido como el tipo de solvente utilizado afecta la citotoxicidad del
los extractos, debido a que la cantidad y composicioén de los mismos se ve afectada por la polaridad del
solvente y por el tiempo de extraccion.

La actividad citotoxica de los extractos de Citrus aurantifolia Swingle (limén) no se afecta ni por el
solvente, ni por tiempo de extraccion, mostrando una CD50 menor de 40pg/ml, sin embargo los
extractos de Citrus sinensis ( naranja) y Citrus reticulata (mandarina) presentan una diferencia
significativa al tipo de solvente y el tiempo de extraccion, observandose una mayor actividad citotoxica
para Citrus sinensis con una CD50 de 50 pg/ml con 8§ horas y acetona, y para Citrus reticulata, el
extracto de metanol mostré6 mayor actividad citotéxica con una CD50 95ug/ml a las 5 horas. Estos
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resultados muestran que la citotoxicidad se ve afectada por el tipo de solvente y por el tiempo de
extraccion para Citrus reticulate y Citrus sinensis, y no asi para Citrus aurantifolia swingle.
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