CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE %...  UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD CATOLICA SANTA MARIA
PROGRAMA PROFESIONAL DE INGENIERIA
BIOTECNOLOGICA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y
BOTECNOLOGICASp

“Extraccion del aceite de las semillas de Cucurbita mdxima Dutch var.
Macre y var. Zambo, determinacion de los acidos grasos insaturados libres
(acido oleico, acido linoleico y acido a-linolénico) y de su efecto
antibacteriano contra Escherichia coli y Shigella flexneri”

TESIS
TESIS PRESENTADA POR:
CHOQUENAIRA FLOREZ, ROSARIO
RIVAS ZEGARRA, SOLANGE MARLENE
PARA OPTAR EL TiTULO DE:
INGENIERO BIOTECNOLOGO
ASESOR:
ING. ARMANDO SALINAS SANCHEZ

AREQUIPA - PERU
2013

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Al :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

Dedicatoria

A Dios, por permitirme llegar a este momento tan especial en mi vida. Por los triunfos y
los momentos dificiles que me han ensefiado a valorar cada dia mas, a mi madre, la Sra.
Juanita Florez Ccorimanya, por ser la persona que me ha acompafado durante todo mi
trayecto estudiantil y de vida, quien ha velado por mi durante este arduo camino para
convertirme en una profesional. A mi padre, el Sr. Valentin Choquenaira Bombilla, quien
con sus consejos ha sabido guiarme para culminar mi carrera profesional.

Rosario Choquenaira Florez

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Agradecimientos

Esta tesis se la dedico a mi Dios quién supo guiarme por el buen camino y
mostrarme dia a dia que con humildad, paciencia y perseverancia todo es
posible.

A mi estimada madre Juanita, por ser el pilar mds importante y
demostrarme siempre su carifio, consejos, comprension, y Su apoyo
incondicional.

A mi distinguido padre Valentin, que con sabiduria y fortaleza siempre
tuvo una palabra de aliento en los momentos dificiles y que han sido
incentivo para mi vida.

Mis padres me han dado todo lo que soy como persona, mis valores, mis
principios, mi cardcter, mi emperio, mi perseverancia, mi coraje para

conseguir mis objetivos.

A mi hermano David por sus consejos y comprension, lo considero un

hermanito ideal a quien quiero mucho.

Y a Luis Enrique por ser alguien muy especial en mi vida y brindarme

fortaleza vy amor en todo momento.
Agradezco a mis profesores, compaiieros y amigos pov haber (legado a mi
vida y compartir momentos agradables y momentos tristes, pero esos

momentos son [os que nos hacen prosperar y apreciar a las personas que

nos rodean.

Rosario Choquenaira Florez

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Dedicatoria

A lo largo de mi vida, una persona siempre ha estado alli durante los dias dificiles. Me
gustaria dedicar esta tesis a mi madre, por su infinito amor. Yo no seria quien soy sin el
amor y apoyo de mi padre, sus contribuciones a la vida se sentiran por siempre y a mi
hermana por llenarme de alegria.

Solange

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Agradecimientos

En primer lugar quisiera que mis palabras de agradecimiento fuesen al Divino Dios, porque
cuando todas las esperanzas parecen haber fracasado, su mano siempre esta para apoyarte,
escondido detras de la escena, divinamente toma el control.

Siempre voy a deber una gratitud hacia estos profesores: PhD. Jaime Cardenas Garcia,
PhD. José Villanueva Salas y a la Ing. Cinthia Cérdova Barrios por su guia y correccion en
el desarrollo del presente trabajo.

Un agradecimiento especial a nuestro asesor: Ing. Armando Salinas Sanchez por su
orientacion y su tiempo invertido.

Quiero agradecer tambien a mis amigos: Estefania, Diana y Julio, por su influencia en mi
vida, en especial a Daphne, por su presencia, consejos y apoyo emaocional y a todos los
que directa e indirectamente ayudaron a la realizacion de esta tesis.

También me gustaria expresar mi gratitud al personal del Laboratorio de Control de
Calidad, por sus diversas formas de apoyo, en especial a Elvis.

... Esto solo es el comienzo de un largo trayecto.

Solange

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

INDICE
RESUMEN 1
ABSTRACT 3

CAPITULO I: GENERALIDADES

1.1 Introduccién 5
1.2 Planteamiento del problema 6
1.3 Justificacion 7
1.4 Objetivos 8
1.5 Hipdtesis 10

CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Cucurbita maxima Dutch 11
2.1.1 Definicion 11
2.1.1 Division taxondémica 12
2.1.2 Variedades 12
2.1.3 Usos del zapallo 13
2.1.4 Propiedades organolépticas 14
2.1.5 Composicion quimica 14
2.1.6 Propiedades del zapallo 15
2.2 Semillas de zapallo 15
2.2.1  Definicién 15
2.2.2  Propiedades organolépticas 15
2.2.3  Composicién fisicoquimica 15
2.2.4 Usos y propiedades 17
2.3 Grasas de origen vegetal 17
2.3.1 Mantecas 17
2.3.2 Aceites vegetales comestibles 18
2.4 Acidos grasos esenciales 18

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

L™ o
<5 DE SANTA MARIA
2.4.1 Definicion 18
2.4.2 Clasificacion 18
2.4.3 Propiedades 18
2.44 Acido o-linolénico(omega-3) 19
2.4.5 Acido linoleico (omega-6) 19
2.4.6 Acido oleico (omega-9) 20
2.5 Cucurbitacina 20
2.5.1 Definicion 20
2.5.2 Clasificacion 21
2.5.3 Propiedades 21
2.6 Métodos de extraccion de aceites 22
2.6.1 Meétodo de Soxhlet 22
2.6.2  Extraccion mediante ultrasonido 22
2.6.3 Extracciéon por maceracion 23
2.7 Métodos de caracterizacion de los acidos grasos esenciales 24
2.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) 24
2.7.2 Componentes 25
2.7.3 Cromatografia de Gases (GC) 26
2.7.4 Componentes 26
2.8 Meétodos de caracterizacion de la cucurbitacinas 29
2.8.1 Cromatografia en Capa Fina (TLC) 29
2.9 Bacterias 31
2.9.1 Definicion 31
2.9.2 Clasificacion bacteriana 31
2.9.3 Escherichia coli 32
2.9.4 Shigella flexneri 32
2.9.5 Tratamiento 32
2.10 Evaluacion del efecto antibacteriano 32
2.10.1 Método de disolucion en caldo 32
2.10.2 M¢étodo hoyo-placa 33
2.10.3 Método de susceptibilidad de difusion en discos (Kirby- Bauer) 33

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

CAPITULO I1I: MATERIALES Y METODOS

3.1 Campo de investigacion 34
3.2 Materiales 34
3.2.1 Unidad de estudio 34
3.2.2 Material de vidrio 35
3.2.3 Equipos de laboratorio 36
3.2.4 Otros materiales 36
3.2.5 Medios de cultivo 37
3.2.6 Reactivos 37
3.3 Metodologia 38
3.3.1 Procesamiento del Material Vegetal 38
3.3.1.1 Determinacion del porcentaje de humedad 39
3.3.2 Obtencidn del aceite 40
3.3.3 Determinacion de las propiedades organolépticas 42
3.3.4Determinacion de las propiedades Fisicoquimicas 42
3.3.4.1 Densidad 42
3.3.4.2 Indice de refraccion 43
3.3.4.3 Determinacion del indice de saponificacion 44
3.3.4.4 Determinacion del indice de yodo 45
3.3.4.5 Determinacion del indice de acidez 48
3.3.4.6 Determinacion del indice de perdxidos 50
3.3.5 Determinacién de &cidos grasos libres por HPLC 52
3.3.5.1 Preparacion de las soluciones estandar 53
3.3.5.2 Preparacion de la curva de calibracion 53
3.3.5.3 Preparacion de las muestras 53
3.3.5.4 Cuantificacion de los acidos grasos libres 54

3.3.6 Determinacion de cucurbitacinas por Cromatografia en Capa Fina 55

3.3.7 Determinacion del efecto antibacteriano 57
3.3.8 Obtenciodn de las cepas 57
3.3.7.1 Identificacion de las bacterias 57
3.3.7.1.1 Prueba de TSI 57

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE .
TESIS UCSM = géTSOIL_I'\ICTAA MARIA
3.3.7.1.2 Prueba de LIA 59
3.3.7.1.3 Prueba de Indol 60
3.3.8.1 M¢étodo de dilucion en caldo 60
3.3.8.2 Me¢étodo hoyo — placa 61
3.3.8.3 M¢étodo de susceptibilidad de difusion en disco (Kirby-Bauer) 62

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Porcentaje de humedad 65
4.2 Extraccion de aceite 67
4.3 Ensayos organolépticas 70
4.4  Propiedades fisicoquimicos 71
4.4.1 Densidad 71
4.4.1 Indice de refraccion 73
4.4.2 Indice de saponificacion 75
4.4.3 Indice de yodo 77
4.4.4 Indice de acidez 78
4.4.5 Indice de peroxidos 80
4.5 Determinacion de los &cidos grasos libres 82
4.5.1 Curva de calibracion 82
4.5.2 Identificacion y cuantificacion de los acidos grasos libres 84
4.6 Evaluacion de la presencia de la cucurbitacina 85
4.7  Evaluacion del efecto antibacteriano 87
4.7.1 Identificacion de las cepas en estudio 87
4.7.2 Evaluacion del método de dilucion en caldo 87
4.7.3 Evaluacion del Método Hoyo Placa 88
4.7.4 Evaluacion del método de susceptibilidad de difusion en discos. (Kirby —
Bauer) 90
V.- Conclusiones 93
V1.- Recomendaciones 95
VI1.- Bibliografia 96

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

VI1I1.- Anexos 102

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

INDICE DE ECUACIONES

Ecuacion 1: Determinacion del porcentaje de Rendimiento 42
Ecuacion 2: Determinacion de la densidad 43
Ecuacion 3: Reaccion quimica del indice de saponificacion 44
Ecuacion 4: Determinacion del indice de saponificacion 45
Ecuacion 5: Reaccion quimica del indice de yodo 46
Ecuacion 6: Determinacion del indice de yodo 47
Ecuacion 7: Reaccion quimica del indice de acidez 49
Ecuacion 8: Determinacion del indice de acidez 49
Ecuacion 9: Reaccion quimica del indice de peroxidos 51
Ecuacion 10: Determinacion del indice de perdxidos 52
Ecuacion 11: Célculo del factor de retencion 57

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

INDICE DE FIGURAS

Figura N° 1: Acido o- linolénico 19
Figura N° 2: Acido linoleico 20
Figura N° 3: Acido oleico 20

Figura N° 4: Estructura general de las cucurbitacinas con numeracion de carbonos

21
Figura N° 5: Equipo de extraccion Soxhlet 22
Figura N° 6: Partes de un Equipo de HPLC 25
Figura N° 7: Esquematizacion del proceso de TLC 29
Figura N° 8: Secado de las semillas en la estufa a 40°C 39
Figura N° 9: Proceso de molienda de las semillas 40
Figura N° 10: Extraccion del aceite con el Equipo Soxhlet 41
Figura N° 11: Concentrado de la muestra por medio del Rotavapor 42

Figura N° 12: Determinacion del indice de refraccion a través del refractometro 44

Figura N° 13: Preparacion de los estandares y la fase movil 54
Figura N° 14: Corrida cromatografica de las 3 concentraciones de aceites 56
Figura N° 15: Proceso del método de hoyo-placa 61

Figura N° 16: Método de estrias para la aplicacion de los discos de susceptibilidad

62
Figura N° 17: Aplicacion de los discos de susceptibilidad. 64

Figura N° 18: Placa cromatografica revelada con VP del extracto del aceite de las

semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo 85

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Q :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

Figura N° 19: Placa cromatografica revelada con VP del extracto del aceite de las

semillas de Cucurbita méaxima Dutch var. Macre 86

Figura N° 20: Resultados de las pruebas bioquimicas para Escherichia coli y para
Shigella flexneri 88

Figura N° 21. Resultados después de la incubacion de 24 horas del aceite de

Cucurbita maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) contra Escherichia coli

y Shigella flexneri. 89
Figura N° 22 Resultados de suceptiblidad para Escherichia Coli 90
Figura N°23.- Resultados de suceptiblidad para Shigella flexneri 91

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INDICE DE GRAFICOS

Grafico N° 1: Porcentaje de humedad de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 67

Grafico N° 2: Porcentaje de rendimiento del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 69

Grafico N° 3: Densidad del aceite de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var.

Zambo y var. Macre (Zapallo) 72

Grafico N° 4: Indice de refraccion del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 74

Grafico N° 5: Indice de saponificacion del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 76

Gréfico N° 6: Indice de yodo del aceite de las semillas de Cucurbita méxima Dutch
var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 77

Grafico N° 7: Indice de acidez del aceite de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 79

Grafico N° 8: Indice de peréxidos del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 81
Grafico N° 9: Curva de calibracién del Acido o- linolénico 83
Grafico N° 10: Curva de calibracion del Acido linoleico 83
Grafico N° 11: Curva de calibracion del Acido oleico 83

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INDICE DE TABLAS

TABLA N° 1: Composicion de la pulpa de Cucurbita maxima fresca 14
TABLA N° 2: Composicion de la semilla de Cucurbita méxima fresca 16
TABLA N° 3: Ventajas y desventajas del HPLC 24
TABLA N° 4: Ventajas y desventajas del CG 27
TABLA N° 5: Ventajas y desventajas del TLC 30
TABLA N° 6: Peso de la muestra e indice de yodo previsto 47
TABLA N° 7: Peso de la muestra e indice de acidez previsto 49
TABLA N° 8: Peso de la muestra e indice de peroxido previsto 52
TABLA N° 9: Descripcion del Equipo de HPLC 53
TABLA N° 10.- Caracteristicas del HPLC 54

TABLA N° 11: Determinacion de humedad de las semillas de Cucurbita maxima
Dutch var. Zambo (Zapallo) 66

TABLA N° 12: Determinacion de humedad de las semillas de Cucurbita maxima
Dutch var. Macre (Zapallo) 66

TABLA N° 13: Tratamiento estadistico del porcentaje de humedad de las semillas de
Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 66

TABLA N° 14: Determinacion del rendimiento del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 68

TABLA N° 15: Determinacion del rendimiento de las semilla del aceite de las

semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 68

TABLA N° 16: Tratamiento estadistico del rendimiento de extraccion del aceite de

las semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 69

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

TABLA N° 17: Determinacion organoléptica del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 70

TABLA N° 18: Determinacion organoléptica del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 70

TABLA N° 19: Determinacion de la densidad de las semillas de Cucurbita maxima
Dutch var. Zambo (Zapallo) 71

TABLA N° 20: Determinacion de la densidad de las semillas de Cucurbita maxima
Dutch var. Macre (Zapallo) 71

TABLA N° 21: Tratamiento estadistico de la densidad del aceite de las semillas de
Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 72

TABLA N° 22: Determinacion del indice de refracecion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 73

TABLA N° 23: Determinacion del indice de refraccion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 73

TABLA N° 24: Tratamiento estadistico del indice de refraccion del aceite de las

semillas de Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 74

TABLA N° 25: Determinacion del indice de saponificacion del aceite de las semillas

de Cucurbita méxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 75

TABLA N° 26: Determinacion del indice de saponificacion del aceite de las semillas

de Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 75

TABLA N° 27: Tratamiento estadistico del indice de saponificacion del aceite de las

semillas de Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 76

TABLA N° 28: Determinacion del indice de acidez del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 78

TABLA N° 29: Determinacion del indice de acidez del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 78

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

TABLA N° 30: Tratamiento estadistico del indice de acidez del aceite de las
semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 79

TABLA N° 31: Determinacion del indice de perdxidos del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (Zapallo) 80

TABLA N° 32: Determinacion del indice de perdxidos del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo) 80

TABLA N° 33: Tratamiento estadistico del indice de perdxidos del aceite de las
semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 81

TABLA N° 34: Datos del area de los acidos grasos y la concentracion para la curva

de calibracién ]2

TABLA N° 35: Tiempo de retencion para la identificacion de los 4cidos grasos por

HPLC 84

TABLA N° 36: Relacion del promedio de las areas obtenidas y la concentracion de
los aceites de semilla de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre

(Zapallo)Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) 85
TABLA N° 37: Factor de retencion de las Cucurbitacinas L, I, E y B. 86

TABLA N° 38: Determinacion del Factor de Retencion (Rf) de los extractos de
aceite de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre
(Zapallo) 87

TABLA N° 39: Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite contra Escherichia

coli por el método de dilucion en caldo : 88

TABLA N° 40: Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite contra la Shigella

flexneri por el método de dilucion en caldo 89

TABLA N° 41Prueba con aceite puro a diferentes cantidades para Escherichia coli y
Shigella flexneri con el método del hoyo-placa. 89

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <t DE SANTA MARIA

TABLA N° 42: Resultado de las pruebas de susceptibilidad frente a Escherichia coli
91

TABLA N° 43: Resultado de las pruebas de susceptibilidad frente a Shigella flexneri
92

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determinaron los acidos grasos insaturados
libres (acido a-linolénico, acido linoleico y acido oleico) en el aceite de las semillas
de Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre; y se evaluo su efecto
antibacteriano contra las bacterias Escherichia coli y Shigella flexneri, previamente

se realizaron determinaciones fisicoquimicas y organolépticas del aceite.

Primero se obtuvo el aceite a partir de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var.
Macre y var. Zambo (Zapallo) mediante extraccion Soxhlet usando diclorometano,
luego se procedid a determinar las propiedades organolépticas como olor: sui
géneris, sabor: caracteristico y consistencia: densa, resultando similares en la var.
Zambo y var. Macre; el color de la var. Zambo fue verde-ladrillo y de la var. Macre
verde-rojizo. Ademas las caracteristicas fisicoquimicas de la var. Zambo y var.
Macre fueron: densidad 0,933 g/mL y 0,941 g/mL; indice de refraccion 1,468 y
1,471; indice de saponificacion 192,46 mg KOH/g aceite y 166,63 mg KOH/g aceite;
indice de yodo 51,053 g I,/100 g aceite y 49,520 g 1,/100 g aceite; indice de acidez

1
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0,19 % y 0,17 %; indice de peroxidos 10,90 meq perdxido/Kg aceite y 5,77 meq

peroxido/Kg aceite, respectivamente de cada una.

Los acidos grasos insaturados libres de la var. Zambo y var. Macre se encontraron en
concentraciones de 0,34 mg/mL y 0,28 g/mL de 4cido a- linolénico; 1,08 mg/mL y
1,28 mg/mL de 4cido linoleico, respectivamente de cada una, el acido oleico se

encontr6 en concentraciones < a 0,1 mg/mL en las dos variedades.

Ademas se realiz6 un estudio sobre la actividad antibacteriana, para ello primero se
identific6 cualitativamente la cucurbitacina, esta sustancia tiene propiedades
antiinflamatorias, antifebriles, antihelminticas y antimicrobianas. La actividad
antibacteriana se realizo mediante el método de dilucién en caldo y el método de
hoyo-placa obteniendo resultados negativos contra las bacterias Escherichia coli y

Shigella flexneri.

Palabras clave: acidos grasos insaturados, cucurbitacina y Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre.
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ABSTRACT

In the present investigation we determined the free fatty unsaturated acids (o-
linolenic acid, linoleic acid and oleic acid) in the oil seed Cucurbita maxima Dutch
var. Macre and var. Zambo; and we evaluated their antibacterial effect against
Escherichia coli and Shigella  flexneri, we determinate previously the

physicochemical and organoleptic properties oil.

First we obtained oil from the seeds of Cucurbita maxima Dutch var. Macre and var.
Zambo (Pumpkin) by Soxhlet extraction using dichloromethane, then we proceeded
to determine the organoleptic properties like smell: sui generis, taste: characteristic
and consistency: dense, similar resulting in variety var. Zambo and var. Macre. The
var. Zambo was green-brick color and var. Macre was green-red color. Besides the
physicochemical characteristics were: density 0,933 g/mL and 0,941 g/mL, refractive
index 1,468 and 1,471, saponification value 192,46 mg KOH/g oil and 166,63 mg
KOH/g oil, iodine value 51,053 g 1,/100 g oil and 49,520 g 1,/100 g oil, acid value
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0,19 % and 0,17 %; peroxide value 10,90 meq peroxide/Kg oil y 5,77 meq

peroxide/Kg oil, respectively of each one.

Free fatty unsaturated acids of the var. Zambo and var. Macre were found in
concentrations of 0,34 g /mL and 0,28 mg/mL of a-linolenic acid, 1,08 g/mL and
1,28 mg/mL of linoleic acid , respectively, the oleic acid was present in

concentrations <0,1 g/ mL in the two varieties

We also carried out a study on the antibacterial activity, for that we first
cucurbitacina qualitatively identified; this substance has anti-inflammatory, fever-
reducing, anthelmintic and antimicrobial properties. The antibacterial activity was
performed using the broth dilution method and the method of hole-plate of which we

obtained negative results against the bacteria Escherichia coli and Shigella flexneri

Keywords: free fatty unsaturated acids, cucurbitacin and Cucurbita méxima Dutch

var. Zambo and var. Macre.
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CAPITULO I:
GENERALIDADES
1.1 Introduccion

Los aceites vegetales son esenciales para alcanzar demandas globales nutricionales y

se utilizan para muchos alimentos y otros fines industriales. °

Estos recursos convencionales de aceite vegetal ya no cumplen con la creciente

demanda del sector doméstico e industrial.®

Por lo tanto, existe la necesidad de buscar otras fuentes para complementar los
suministros. El zapallo pertenece a la familia Cucurbiticeas, la mayoria de estas
especies se utilizan como alimento y se encuentran en cinco géneros: Citrullus
(melones de agua), Cucumis (pepinos, pepinillos y melones), Lagenaria (calabazas),

Sechium (chayote) y Cucurbita.
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Varios estudios han reportado la composicion quimica y las caracteristicas de la
semilla de zapallo de distintos origenes y variedades.” Los cuatro acidos grasos
presentes en cantidades significativas son los 4cidos palmitico, estedrico, oleico y
linoleico.® La semilla de zapallo es una buena fuente de potasio, fosforo y magnesio,
y también contiene cantidades moderadamente de minerales (calcio, sodio,
manganeso, hierro, zinc, y cobre) y estos elementos hacen que la semilla de zapallo

sea valioso para los complementos alimenticios. ’

Las semillas de zapallo crudas o tostadas se usan como un alimento de bocado para
el consumo humano en muchas culturas en todo el mundo. La granos de semillas de
zapallo se han utilizado como potenciadores de sabor en salsas y sopas, y utilizados

en la cocina, para hornear y como suplemento nutricional y un agente funcional. ’

La medicina tradiconal tiene muchas contribuciones para la salud humana y proveen
agentes anti-infectivos contra las infecciones microbiales. Las propiedades
medicinales de aceite zapallo incluyen antidiabético, antioxidante, anticarcinégeno,

antiinflamatorio y antimicrobiano. '°

Muchas investigaciones evaluaron el contenido bioactivo de las Cucurbitaceas que

es la cucurbitacina.

En este trabajo se pretende evaluar el efecto antibacteriano con Escherichia coli y
Shigella flexneri, obteniendo el aceite de la semilla de zapallo, evaluando sus

propiedades organolépticas y fisicoquimicas previamente.

1.2 Planteamiento del problema

Dentro del aceite de las semillas del zapallo estan presentes los acidos grasos y
también hay componente llamado cucurbitacina, que se encuentra en todas las
familias de las cucurbiticeas y localizado en varios 6rganos de la planta. Estas
cucurbitacinas son responsables de la actividad antihelmintica, antifungal y

antimicrobiana.

El presente trabajo esta orientado a la extraccion del aceite presente en las semillas
de dos variedades de zapallo, como Cucurbita maxima Dutch var. Macre y var.
Zambo de la localidad de Arequipa, dentro de ello la caracterizacion de los acidos
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grasos insaturados libres (acido a-linolénico, acido linoleico y &cido oleico) y evaluar
in vitro el efecto antibacteriano contra las bacterias Escherichia coli y Shigella

flexneri.

1.3 Justificacion

a) JUSTIFICACION ACADEMICA
El presente trabajo es importante para los tesistas porque se pretende cumplir con los
reglamentos de la universidad para acceder a la obtencion de nuestro titulo

profesional.

b) JUSTIFICACION SOCIAL.
Los resultados de la investigacion tendran gran aporte en el campo de la industria
alimentaria, farmacéutica y de cosméticos que seran beneficiosos para poblacion que

lo necesite.

¢) JUSTIFICACION ECONOMICA.
El presente trabajo pretende el aprovechamiento de residuos generados en los
mercados para la obtencién de productos con valor agregado importantes en la

industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

d) JUSTIFICACION AMBIENTAL.
Al aprovechar los aceites de la semilla de zapallo se reducirdn los desechos que son
generados diariamente en los mercados buscando una disminucion de la

1contaminacion ambiental.

e) JUSTIFICACION MEDICA
Por revision bibliografica se conoce que las semillas de zapallo tienen efectos
antimicrobianos, por tanto es posible utilizar el aceite de las semillas para combatir

diferentes microbios como Escherichia coli y Shigella.
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OBJETIVOS
Objetivo general:

Extraer el aceite de las semillas de Cucurbita méxima Dutch var. Macre y var.
Zambo, determinar los acidos grasos insaturados libres (acido oleico, acido linoleico
y acido a-linolénico) y de su efecto antibacteriano contra Escherichia coli y Shigella

flexneri.
Objetivos especificos:

- Extraer el aceite mediante el método de Soxhlet utilizando las semillas
Cucurbita maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo).

- Evaluar sus propiedades organolépticas y fisicoquimicas del aceite de las
semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo).

- Identificar y cuantificar los acidos grasos insaturados libres del aceite de la
semilla de Cucurbita maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) por

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.
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- Evaluar la presencia de cucurbitacina en el aceite de la semilla de Cucurbita
maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) por Cromatografia en
Capa Fina.

- Evaluar el efecto antibacteriano del aceite de la semilla Cucurbita méxima
Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) contra Escherichia coli y Shigella

flexneri.
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HIPOTESIS

Dado que las investigaciones bibliograficas y la tradicion popular se sefiala que las
semillas de zapallo, constituyen una fuente importante de aceites y dentro ellas su
principio activo las cucurbitacinas que presentan ciertos efectos medicinales, es
posible extraer ¢l aceite de las dos variedades de semilla Cucurbita méxima Dutch
var. Macre y var. Zambo (Zapallo), para determinar la composicion de acidos grasos
libres y evaluar su posible accion antibacteriana contra Escherichia coli y Shigella

flexneri.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 Cucurbita maxima Dutch

2.1.1 Definicion

El zapallo pertenece a la familia de las cucurbitaceas, son plantas rastreras de tallos
suculentos y grandes hojas que cubren el suelo, cuyo cultivo se remonta a los inicios

. { J r 11
de nuestra agricultura en el antiguo imperio inca.

Es una planta anual, herbacea, vivaz y rozagante de tallos flexibles y trepadores.
Tiene hojas cordiformes, pentalobuladas, de gran tamafio y nervaduras bien
marcadas; presenta abundante pilosidad en hojas y tallo. Las flores son amarillas o
anaranjadas, de pétalos carnosos, monoicas. El fruto es un tipo de baya llamada
peponide; presenta gran variacion (polimorfismo); puede ser elongado o esférico, de
color verde opalescente a naranja intenso, pasando por un crisol del ambito de los

colores amarillentos. La pulpa es de color amarillo-anaranjado, densa, de textura
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firme y de sabor dulce. Su aroma es caracteristico a su fruto, particularmente
llamativo por lo cual se lo utiliza culinariamente en gran medida.

Contiene en su interior numerosas semillas ovales, convexas, lisas, de 2 a 3 cm de
largo, las cuales a su vez contienen una pulpa blanca y comestible; con las cuales se
elaboran las tradicionales pepitas o pipas.

La produccion de zapallo en la Region Arequipa, es variable es sus distintas
localidades, principalmente, por las variedades climaticas o la falta de nuevas
técnicas de cultivo. Segun informaciones estadisticas, en el periodo de Enero del

2011 la produccién de Zapallo fue de 9 245 Tm. '*

2.1.2 Division taxonémica

Segiin Huanca, el zapallo esté clasificado botanicamente de la siguiente forma. '

Reino: Vegetal

Division: Angiospermas

Clase: Dicotiledonea

Sub clase : Sympetalas

Orden: Cucurbitales

Familia: Cucurbitéceas

Genero: Cucurbita

Especie: maxima

Nombre cientifico: Cucurbita méxima Dutch.

Nombre comun: Zapallo

2.1.3 Variedades

. Macre
Es la variedad mas comin que existe tanto en la costa como en la sierra. En los
climas templados se desarrollan enormes, algunos llegando a pesar mas de 50
kilogramos; se emplea para el alimento humano, como verdura para la elaboracién de

diversos platos de sal y de dulce."
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o Loche
Es una planta rastrera y trepadora, fue cultivada en el Pert hace mas de 6 mil afios,
por su gran valor culinario es usado desde épocas precolombinas como saborizante
natural y de incomparable aroma en la preparacion de platos autdctonos de la costa
norte, dando fe de ella su constante representacion en huacos de las culturas
Cupisnique, Mochica, Lambayeque y Chim.
Crece en climas calidos con poca presencia de lluvia, su siembra es exclusivamente
es en la costa norte (Chiclayo).11

. Avinca
Presenta dos tipos caracteristicos de fruto
Grupo I-. Son de color verde negro, forma cilindrica o de pera; pulpa roja,
anaranjada; peso promedio de 10 a 20 Kg.
Grupo II.- De color con manchas amarillas longitudinales; cascara dura lisa, las
formas que mas abundan son las peras y las de cuello curvo. ' "

° Zambo
Crece en las quebradas de la sierra. Produce una carnosidad dura que se puede
utilizar como verdura cuando es tierna, las semillas se emplean para el engorde de

cerdos. !

2.14 Usos del zapallo

La flor y el fruto se consumen como verdura; el fruto se conserva, en condiciones
adecuadas de luz, temperatura y humedad o C.N.P.T. (condiciones normales de
presion y temperatura) hasta seis meses en buenas condiciones. Los zapallos se

pueden consumir en cremas, compotas, pures y sopas.

Como alimento son excelentes, teniendo en cuenta el alto contenido de vitamina A

(calculado entre 3 000 y 4 000 Unidades Internacionales) y de otros minerales.

Los frutos de estas especies son ricos en betacaroteno y glucosa. También contienen
cantidades significativas de riboflavina, retinol, acido pteroil-L-glutdmico, é4cido

hialurénico, cianopramina, fenilalanina y dihidrocodeina. H
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2.1.5 Propiedades organolépticas

Los frutos son, por lo general, esferoidales, aplanados, nunca claviformes, curvos o
estrangulados y carecen de excrecencias cerosas; la superficie del fruto puede ser lisa
o rugosa, de color externo generalmente verde o verde grisiceo y la pulpa es

. 1
anaranjada.

2.1.6 Composicion quimica

La composicion de la pulpa de Cucurbita méxima fresca se muestra en la Tabla N° 1.

Tabla N°1.- Composicion de la pulpa de Cucurbita maxima fresca

Composicion quimica (g/Kg) Aminoacidos (mg/kg)
Grasas 11,31 Acido aspartico 2,21
Carbohidratos 133,53 Acido glutamico 4,32
Proteinas 11,31 Alanina 0,77
Fibra 10,88 Arginina 1,11
Ceniza 10,53 Glicina 0,12
Humedad 840,43 Fenilalanina 0,49
Tocoferoles (mg/kg) Isoleucina 0,71
o-Tocoferol 2,31 Histidina 1,11
y-Tocoferol ND Leucina 0,90
B-Caroteno 17,04 Lisina 0,43
B-Criptoxantina 0,65 Metionina 0,11
Prolina 0,44
Serina 0,36
Tirosina 0,26
Treonina 0,28
Valina 0,73

ND, no detectado

Fuente: Revista de Nutrition Research and Practice, 2012 '
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2.1.7 Propiedades del zapallo

El zapallo es un vegetal de alta contribucidon a la prevencion del cancer, y esto
debido a una alta concentracion de betacarotenos en su composicion, es un excelente
desintoxicante al eliminar los residuos del organismo y puede ser consumido con
mucha facilidad por quienes padecen desordenes estomacales e intestinales, pues se
digiere con bastante facilidad. Es bajo en calorias y no posee colesterol, ademas
también se destaca por su aporte en fibras, que resultan de enorme importancia para

. . 1
el proceso digestivo de las personas.'’

2.2 Semillas de zapallo

2.2.1 Definicion

Las semillas son la unidad de reproduccion sexual de las plantas y tienen la funcién
de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen. Ademas, es uno de los

elementos mas eficaces para que la especie se disperse.

Para que la semilla cumpla con su objetivo es necesario que el embrion se
transforme en una plantula, que sea capaz de valerse por si misma y, finalmente

convertirse en una planta adulta.'®

La semilla de zapallo es de tipo oleaginosa y contienen hasta 35% de aceite. '

2.2.2 Propiedades organolépticas

En algunos cultivares son blancas, en el centro como en el borde, en otro de tono

oscuro hasta café con el margen mas claro, liso y con hilos que se adhieren unos a

otros

El olor es caracteristico y el sabor es almendrado. Son ovales, convexas y lisas de 2 a

3 cm de largo, contienen una pulpa blanca y comestible.*

2.2.3 Composicion fisicoquimica

La composicion de la pulpa de Cucurbita méxima fresca se muestra en la Tabla N° 1.
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Tabla N°2.- Composicion de la semilla de Cucurbita maxima fresca.

Composicion quimica (g/kg) Acidos grasos (% grasa)
Grasas 524.34 Acido miristico (14:00) 0,16
Carbohidratos 129,08 Acido palmitico (16:00) 10,84
Proteinas 274,85 Acido heptadecanoico (17:00) 0,18
Fibra 161,54 Acido estearico (18:00) 5,84
Ceniza 44,22 Acido oleico (18:1) 14,83
Humedad 27,51 Acido linoleico (18:2) 56,60
Aminoacidos (mg/kg) Acido araquidico(20:00) 0,36
Acido aspartico 20,41 Acido eicosanoico (20:1n-9) 0,07
Acido glutamico 48,94 Acido o- linolenico (18:3n-3) 0,24
Alanina 10,16 Acido behenico (22:00) 0,09
Arginina 8,69 Acidos grasos saturados 17,47
Fenilalanina 13,14 Acidos grasos monoinsaturados 14,90
Glicina 16,47 Acidos grasos poliinsaturados 56,84
Isoleucina 10,89 Tocoferoles (mg/kg)
Histidina 16,51 o-Tocoferol 20,79
Leucina 19,11 y-Tocoferol 28,70
Lisina 9,94 B-Caroteno 31,40
Metionina 4,96 B-Criptoxantina 0,21
Prolina 10,05
Serina 12,28
Tirosina 4,85
Treonina 6,86
Valina 15,25

Fuente: Revista de Nutrition Research and Practice, 2012 '
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2.2.4 Usosy propiedades
Las semillas de zapallo tienen actividad farmacologica tales como: antidiabético,

antifungicida, antibacterial, antiinflamatorio y efectos antioxidantes.”'

La semilla es usada en los trastornos de las vias urinarias, calculos renales, cancer de
seno y metastasis (mejora la supervivencia de los enfermos de céncer), enfermedades
del corazén, endurecimiento de las arterias, colesterol, presion arterial, trastornos
inflamatorios (reducir la inflamacion de las articulaciones en caso de artritis,
espondilitis y edemas), prevencion de la diabetes, desequilibrio metabolico y

obesidad.
Por su alto contenido en zinc es muy recomendado para prevenir la osteoporosis.
Por su alto contenido en vitaminas A y E es buen antioxidante.

Las semillas y el aceite de zapallo son muy eficaces a la hora de expulsar parasitos
intestinales como la solitaria; también eliminar las mucosidades en las paredes de los

pulmones, garganta y bronquios **

Su efecto antiinflamatorio también beneficia a las personas con tendencia a irritacion
o inflamacion de la vejiga. El beneficio mas importante de la semilla de zapallo es la

prevencién del crecimiento y reduccién del tamafio de la prostata. »

2.3 Grasas de origen vegetal
Las grasas vegetales se clasifican de forma general en mantecas que son sélidas a

temperatura ambiente y los aceites, que son liquidos.
2.3.1 Mantecas
Las principales mantecas obtenidas de frutos son las procedentes del coco y el cacao,

son ricas en acidos grasos saturados y tienen en comun, el permanecer en estado

sélido a temperatura ambiente.**
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2.3.2 Aceites vegetales comestibles
Segun el Codex Alimentarius, los aceites vegetales comestibles son productos
alimenticios constituidos principalmente por glicéridos de 4cidos grasos obtenidos
nicamente de fuentes vegetales.”*
Los aceites vegetales en su mayoria, nos proveen de dos acidos grasos llamados
acidos grasos esenciales, porque el organismo no los puede sintetizar y se debe
ingerir en la dieta. Estos son el 4cido linoleico y el acido linolénico. **

e Aceites procedentes de frutos: Aceite de oliva, aguacate, palma.

e Aceites procedentes de semillas: Aceite de canola, girasol, soja, cartamo,

maiz, sésamo.

24 Acidos grasos esenciales

24.1 Definicion

Los é4cidos grasos esenciales (AGE), se denominan asi porque no pueden ser
sintetizados por el organismo, debiendo ser aportados por la dieta. Se trata de los

acidos linoleico y alfa-linolénico.

Globalmente, las necesidades de AGE oscilan entre 3 a 5 g por dia, o alrededor del

2% del total calérico.?®

24.2 Clasificacion

Muchos 4cidos grasos insaturados se agrupan en lo que se denomina series o
familias, destacando el omega-3, omega-6, que son esenciales, y omega-9. Cada una
de estas familias comienza en un precursor que en caso del omega-3 es el acido alfa-

. y . ] . 3 ro: . 27
linolénico, en el omega -6, el acido linoleico y en el omega -9, el acido oleico.

243 Propiedades

Promueven una piel juvenil y un cabello saludable; apoyan la funcién o accién
adecuada e la tiroides y de las suprarrenales y de esta manera refuerzan la
inmunidad; se requieren para un crecimiento y energia normal; promueven la sangre
saludable, nervios y arterias, y son importantes en el transporte y descomposicion del

colesterol.

18

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Cuando se encuentran en grandes cantidades en el cerebro, ayudan a la transmision
de los impulsos nerviosos. Asi mismo, los acidos grasos esenciales con necesarios
para el normal desarrollo y funcionamiento del cerebro. La deficiencia de acidos

. . .. )
grasos esenciales puede conducir a problemas de aprendizaje y de memoria.”®

2.4.4 Acido a-linolénico (omega — 3)

Los 4cidos grasos omega - 3 son 4cidos grasos poliinsaturados que se encuentran en
alta proporcion en los tejidos de ciertos pescados y en algunas fuentes vegetales
como las semillas de lino, nueces, mostaza, pepas de calabaza, soja, hortalizas de
hoja verde y cereales.

Se ha demostrado experimentalmente que el consumo de grandes cantidades de
omega - 3 aumenta considerablemente el tiempo de coagulacion de la sangre, lo cual
explica por qué en comunidades que consumen muchos alimentos con omega - 3
(esquimales, japoneses, etc.) la incidencia de enfermedades cardiovasculares es
sumamente baja.*’

Su nombre IUPAC es 4acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico y su nombre de

taquigrafia es 18:3. (Figura N° 1)

Figura N° 1.- Acido a-linolénico
2.4.5 Acido linoleico (omega — 6)

Son 4cidos grasos poliinsaturados que se encuentra en los aceites vegetales de:

girasol, maiz, soja, calabaza, pepita de uva y germen de trigo.

Los 4cidos grasos omega - 6 son considerados esenciales con amplios efectos
bioldgicos positivos para la salud, como el alivio de la inflamacion relacionada con
la artritis reumatoide y los sintomas del sindrome premenstrual. Los efectos

biologicos del omega - 6 interactiian con los efectos de los acidos grasos omega - 3.
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L Un consumo adecuado de omega - 6 baja el nivel del colesterol total y del

colesterol LDL (colesterol malo).”

Su nombre IUPAC es 4cido cis,cis-9,12-Octadecadienoico y su nombre de

taquigrafia es 18:2. (Figura N° 2)

12 9 |
WC—OH
W 6 9 p

Figura N° 2.- Acido linoleico

2.4.6 Acido oleico (omega — 9)

El 4cido oleico vegetales como el aceite de oliva, de aguacate, etc. Ejerce unos vasos
sanguineos reduciendo el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y hepaticas.
Su nombre IUPAC es acido cis-9-octadecenoico (Figura N° 3), y su nombre de
taquigrafia es 18:1 cis-9 (También existe el isomero trans-9). La formula saturada de

este 4cido es el 4cido estearico.”’
PP g g N g e
9 Il

Figura N° 3.- Acido oleico

2.5 Cucurbitacinas

2.5.1 Definicion

Las cucurbitacinas son triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados encontrados
principalmente en la familia Cucurbitaceae y aislados en los géneros de:
Acanthosicyos, Benicasa, Brandegea, Bryonia, Cayaponia, Citullus, Coccinia,
Coralocarpus, Cucumis, Cucurbita, Ecballium, Echinocystis, Fevillea,
Gerrardantus, Gurantia, Hemsleya, Kedrostis, Lagenaria, Luffa, Marah, Melathria,

Momordica, Peponium, Sicyos, Telfaria, Trichosanhes, Trochomeria, y Wilbrandia
30
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Figura N° 4.- Estructura general de las cucurbitacinas con numeracion de carbonos.

Fuente: Anupama S. Bitter bottle gourd (Lagenaria siceraria): Healer or killer?.
2012

2.5.2 Clasificacion

Las cucurbitacinas agliconas aisladas de varias especies de plantas han dado el
nombre general de cucurbitacinas. Las diferentes cucurbitacinas han sido
especificadas por letras de la A hasta la T. Algunas cucurbitacinas son llamadas
también por sus nombres comunes. La primera cucurbitacina aislada como una
sustancia cristalina, elaterina, no fue descrita y mostrada estructuralmente como
cucurbitacina, hasta después que algunas cucurbitacinas se hayan descrito. Por lo
tanto, claterina, es ahora conocido con ¢l nombre de cucurbitacina E. Raramente se
usan los nombres de cucurbitacina D y cucurbitacina I , estos son elatericina A y

elatericina E, respectivamente.*>

Las mas comunes en el reino vegetal son las cucurbitacinas B y D, seguidas por la E

y posteriormente la G, H, e L. **

2.5.3 Propiedades

Las plantas que contienen cucurbitacinas tienen roles importantes en la medicina
tradicional como propiedades, anti-inflamatorias, antifebril, antihelmintica y
antimicrobianas. Juegan un rol importante dando un sabor amargo a través del cual

protege a las plantas contra los insectos. **
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2.6 Métodos de extraccion de aceites

2.6.1 Método de Soxhlet

Los equipos de Soxhlet constan de tres partes; un reservorio de solvente en la parte
inferior, el cual es un balon, donde se coloca el solvente extractor y se somete a
ebullicion. La segunda parte es un soporte para la muestra lipidica el cual se coloca
empaquetado en papel filtro. Finalmente se tiene un refrigerante o condensador el
cual recibe vapores de solvente que vienen desde el balon y los condensa para hacer
gotear el solvente sobre la muestra. Cuando el soporte que mantiene al material
vegetal se llena de solvente recién destilado, se activa espontaneamente un sifon que
hace que el extracto formado pase al balon donde continta en ebullicion. Cada
llenada de solvente en el soporte de muestra es un ciclo y pueden repetirse varios

ciclos de extraccién hasta el agotamiento de la muestra. >

Figura N° 5- Equipo de extraccion Soxhlet

Fuente: Molina BP et al. Practicas de quimica orgéanica, 1991.%

2.6.2 Extraccion mediante ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta frecuencia, con el fin de
desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las particulas solidas y
liquidas vibran y se aceleran ante la accion ultrasénica, como resultado el soluto

pasa rapidamente de la fase solida al solvente. >’
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Esta técnica es la mas econdémica y tiene los requerimientos instrumentales mas

bajos entre las tltimas técnicas de extraccion desarrolladas.®®

2.6.3 Extraccion por maceracion
La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido. El producto solido
(materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido extractante que

son los que se pretende extraer.

En general en la industria quimica se suele hablar de extracciones, mientras que
cuando se trata de alimentos, hierbas y otros productos para consumo humano se

emplea el término maceracién.>
e Maceracion en frio

Consiste en sumergir el producto a macerar en un liquido y dejarlo una determinada
cantidad de tiempo, para transmitir al liquido caracteristicas del producto macerado.
Esto se hace por un lapso méas o menos largo, dependiendo de lo que se vaya a

macerar.

La ventaja de la maceracion en frio consiste en que al ser solo con agua se logran
extraer todas las propiedades de lo que se macera, es decir, toda su esencia sin

alterarla en lo mas minimo.>
e Maceracion con calor

El proceso a ejecutar en este tipo de maceracion es el mismo que en la maceracion en
frio, s6lo que en este caso puede variar el medio por el cual se logra la maceracion.
El tiempo que se desea macerar varia mucho de la maceracion en frio ya que al
utilizar calor se acelera el proceso tomando como referencia 3 meses de maceracion
en frio, es igual a 2 semanas en maceracion con calor, esto es en el caso de las

plantas y hierbas medicinales.

La desventaja de la maceracion en calor es que no logra extraer totalmente pura la
esencia del producto a macerar, ya que siempre quema o destruye alguna pequena

parte de esta (muchas veces se trata de compuestos termolabiles).”
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2.7 Métodos de caracterizacion de los acidos grasos
2.7.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
Las siglas HPLC hacen referencia a la cromatografia liquida de alta resolucién o

“high performance liquid chromatography””.*

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la ciencia y que
permite la separacidn, identificacion y determinacion de los componentes quimicos
en mezclas complejas. Ninglin otro método de separacion es tan potente y de
aplicacion tan general como la cromatografia. *' La Tabla N° 3 describe las ventajas y

desventajas del HPLC.

TABLA N° 3.- Ventajas y desventajas del HPLC

Ventajas Desventajas

Alta velocidad Requerimiento de experiencia

AR olucion Detector de sensibilidad no es universal

Alta sensibilidad Suministros caros

Necesita de espectroscopia para la

Alta precision o
Sistema Instrumentacion costosa
automatizado

Fuente: Miller JM, Crowther JB. Analytic chemestry in a GMP enviroment.2000 +*

Es una técnica cromatografica usada para separar componentes usando una variedad
de interacciones quimicas entre el analito y la columna cromatografia. Basicamente
es un sistema compuesto de un reservorio de fase movil, bomba, inyector, columna
de separacion y detector. El analito se pasa a través de una columna de la fase
estacionaria bombeando la fase moévil liquida con alta presion. La muestra se
introduce en pequefios volumenes a la corriente de la fase moévil y alli se retarda por
medio de interacciones quimicas con la fase estacionaria mientras atraviesa la

columna. El retardo se conoce como tiempo de retencidon, Unico para analito.
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Depende de la naturaleza del analito, de la fase estacionaria y de la composicion de
la fase movil. Los solutos mas comunes usados en la fase movil son combinaciones
de agua purificada con liquidos organicos, los mas comunes son Metanol y
Acetonitrilo, también suelen usarse sales y buffers para contribuir a la separacion de

42
componentes.

Integrador

3
W

- Desecho

L 4

[ =1

Figura N° 6.- Partes de un equipo de HPLC

Fuente: Nieto B, MS. Validacion de una técnica analitica por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (hplc) para cuantificar cinamaldehido en aceite esencial obtenido
de la corteza del cinnamomum spp “canela” y comparacion de su capacidad

antioxidante. 2011 #*

2.7.2 Componentes

El equipo de HPLC tiene los siguientes componentes®***7:

e Reservorio de Solvente: El cual alimenta al sistema con la fase movil.
e Bomba: Fuerza el pasaje de la muestra y de la fase modvil a través de la
columna, impulsando la fase moévil proveniente del reservorio de solvente

hacia el inyector y desde alli hasta la columna.

e Inyector: Permite la introduccion de la muestra, sin interrumpir el flujo del

solvente a través del sistema.
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e (Columna Analitica: Es el lugar donde se produce la separacion, es el corazon
del sistema cromatografico. Las columnas analiticas eficientes deben tener
una fase estacionaria homogénea y de tamafio de particula pequeno.

Las separaciones en HPLC son sensibles a cambios de temperatura, por lo
que hornos para columnas son a veces empleados para controlar la
temperatura de separacion.

e Detector: Sistema de monitoreo de la solucion que emerge de la columna,
debe ser capaz de reconocer una sustancia cuando eluye de la columna,
convertir esto en una sefal eléctrica y transmitirla al display, donde es
mostrada como una desviacion de la linea base.

e Sistema de Registro: El registro de los datos provenientes del detector y su
manipulacion se obtienen a partir de un sistema de toma y procesamiento de
datos, constituido por un registrador grafico, integrador y computadora.

Las partes del equipo de HPLC se resumen en la Figura N° 6.

2.7.3 Cromatografia de Gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la que la muestra se
volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se
produce por el flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos
de cromatografia, la fase mévil no interactiia con las moléculas del analito; su unica
funcion es la de transportar el analito a través de la columna. La Tabla N° 4 describe
las ventajas y desventajas del GC.

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-s6lido (GSC)
y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta ultima la que se utiliza mas
ampliamente, y que se puede llamar simplemente cromatografia de gases (GC). En la
GSC la fase estacionaria es solida y la retencion de los analitos en ella se produce

mediante el proceso de adsorcion. *

2.7.4 Componentes

El equipo de CG tiene los siguientes componentes **
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a) Gas portador

El gas portador cumple basicamente dos propdsitos: transportar los componentes
de la muestra, y crear una matriz adecuada para el detector. Un gas portador debe

reunir ciertas condiciones:

-Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la fase

estacionaria).

-Debe ser capaz de minimizar la difusion gaseosa.
-Facilmente disponible y puro.

-Econémico.

-Adecuado al detector a utilizar

El gas portador debe ser un gas inerte, para prevenir su reaccion con el analito o
la columna. Generalmente se emplean gases como el helio, argon, nitrogeno,

hidrégeno o dioéxido de carbono.

TABLA N° 4.- Ventajas y desventajas del CG

Ventajas Desventajas

Répido tiempo de analisis Limitado para muestras volatiles

_ Limitado para compuestos
Buena resolucion )
termolébiles

Buenos analisis cuantitativos Analisis cuantitativos no buenos

‘ ' ) Preparacion de tamafio de muestras
Limites de deteccion bajos
no buena.

Fiable, simple, barato

No destructivo

Fuente: Miller JM, Crowther JB. Analytic chemestry in a GMP enviroment.2000 **
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b) Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe inyectar una
cantidad adecuada, y debe introducirse de tal forma (como un "tapon de vapor")
que sea rapida para evitar el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto
se da con cantidades elevadas de analito. El método mas utilizado emplea una
microjeringa (de capacidades de varios microlitros) para introducir el analito en
una camara de vaporizacion instantanea. Esta camara esta a 50 °C por encima del
punto de ebullicion del componente menos volatil, y esta sellada por una junta de

goma de silicona septa o septum.
c) Columnas y sistemas de control de temperatura

En cromatografia de gases se emplean dos tipos de columnas: las empaquetadas
o de relleno y las tubulares abiertas o capilares. La longitud de estas columnas
es variable, de 2 a 60 metros, y estan construidas en acero inoxidable, vidrio,
silice fundida o tefléon. Debido a su longitud y a la necesidad de ser introducidas
en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma helicolidal con

longitudes de 10 a 30 cm.
d) Detectores

El detector es la parte del cromatografo que se encarga de determinar cuando ha
salido el analito por el final de la columna. Las caracteristicas de un detector

ideal son:

e Sensibilidad: Es necesario que pueda determinar con precision cuando sale
analito y cuando sale solo el gas portador. Tienen sensibilidades entre 10™ y
10" g/s de analito.

e Respuesta lineal al analito con un rango de varios 6érdenes de magnitud.

o Tiempo de respuesta corto, independiente del caudal de salida.

e Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde temperatura

ambiente hasta unos 350-400 °C, temperaturas tipicas trabajo.
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o Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito debe
dar salidas de senal iguales.

e Alta fiabilidad y manejo sencillo, o a prueba de operadores inexpertos.

e Respuesta semejante para todos los analitos, o

e Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido ntimero de

analitos.

2.8 Métodos de caracterizacion de la cucurbitacina

2.8.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina, o mas cominmente llamado TLC (thin layer
cromatography) es una técnica muy utilizada para la identificacion y determinacion
de pureza de compuestos. En esta técnica la fase estacionaria es una capa fina de gel
de silice u otro soporte con propiedades adsorbentes dispuesta sobre un soporte de

vidrio o aluminio que se denomina placa.

Capa Seca

Frente de Solvente

Soponte {vdrio o
limana de ahaminic)

Fase mivil v fase
eftacionama

Sistema de

e
solventes

Figura N° 7.- Esquematizacion del proceso de TLC

Fuente: Wagner H, Bladt S. Cromatografia en capa fina, 1996.%
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La muestra se introduce en la fase moévil y los componentes de la muestra se
distribuyen entre la fase estacionaria y la movil. Los componentes de la mezcla a
separar invierten un tiempo diferente en recorrer cada una de las fases, con lo que se

42
produce la separacion.

TABLA N° 5.- Ventajas y desventajas del TLC

Ventajas Desventajas

Flujo no constante y usualmente no
Barato
controlado

Todos los analitos estdn encima de una placa | Eficiencia restringida para distintos

y son detectables cientos de placas
Muestras multiples son corridas Existen gradientes de temperatura y
simultdineamente solvente

La forma puede variar; es posible bi- _ “ ] L
Cuantificacion de baja precision

dimensional
Répido analisis (para muestras multiples Anélisis lento (si solo es una
corridas simultdneamente) muestra)

Fécil de aprender y usar

Fuente: Miller JM, Crowther JB. Analytic chemestry in a GMP enviroment.2000 **

El eluyente o fase movil serd la mezcla de disolventes adecuada. La cromatografia de
capa fina es un procedimiento que se utiliza para separar moléculas relativamente
pequenas. La separacion de mezclas de moléculas mediante la cromatografia de capa
fina se basa en el principio del reparto entre dos fases. La sustancia de interés se
adherira a la fase estacionaria o se movera con la fase moévil, viajando una distancia
que es inversamente proporcional a la afinidad por la fase estacionaria. La fase
estacionaria puede ser variada. Puede ser de papel, de celulosa o de un gel de silicato
(vidrio molido bien fino) unido a una superficie solida (una placa de vidrio, aluminio,
plastico o papel). Esta superficie sélida puede ser rigida o flexible. El tipo de fase
estacionaria que se utilice en un experimento dependera del tipo de moléculas que se

quieran separar. Incluso vienen algunas placas con indicadores fluorescentes. La fase
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estacionaria consiste de un solvente que puede ser agua, un solvente organico o una

mezcla de ambos.*

2.9 Bacterias

2.9.1 Definicion

Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafio de unos
pocos micrometros (entre 0,5 y 5 um, por lo general) y diversas formas incluyendo
esferas (cocos), barras (bacilos) y hélices (espirilos). Las bacterias son procariotas vy,
por lo tanto, a diferencia de las células eucariotas (de animales, plantas, hongos,
etc.), no tienen el nucleo definido ni presentan, en general, organulos membranosos
internos. Generalmente poseen una pared celular compuesta de peptidoglicano.
Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas de desplazamiento y son

;. 4
méviles. ¥

2.9.2 Clasificacion bacteriana

e Gram Negativa
En microbiologia, se denominan bacterias Gram negativas a aquellas bacterias que
no se tiflen de azul oscuro o violeta por la tinciéon de Gram, y lo hacen de un color
rosado tenue. Las bacterias Gram-negativas presentan dos membranas lipidicas entre
las que se localiza una fina pared celular de peptidoglicano, mientras que las
bacterias Gram-positivas presentan so6lo una membrana lipidica y la pared de
peptiglicano es mucho mas gruesa. %

¢ Gram Positiva
Las bacterias Gram positivas se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de
Gram. Esta caracteristica quimica estd intimamente ligada a la estructura de la
envoltura celular, el cual comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular
compuesta por una gruesa capa de peptidoglucano, que rodea a la anterior. > !
La pared celular se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas de acido
lipoteicoico. La capa de peptidoglicano confiere una gran resistencia a estas bacterias

y es la responsable de retener el tinte durante la tincion de Gram. >
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2.9.3 Escherichia coli

Es el organismo procariota mas estudiado por el ser humano. Se trata de una
enterobacteria que se encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende
en las aguas negras, pero se lo puede encontrar en todos lados, dado que es un

organismo ubicuo.

Esta y otras bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto del proceso
digestivo, ademés de producir las vitaminas B y K. Es un bacilo que reacciona
negativamente a la tincion de Gram (gramnegativo), es anaerobio facultativo, mévil
por flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de

fermentar la glucosa y la lactosa y su prueba de IMVIC es ++--. >

2.9.4 Shigella flexneri
La bacteria Shigella es un género de bacterias con forma de bacilo Gram negativas,
no moviles, no formadoras de esporas e incapaces de fermentar la lactosa, que

pueden ocasionar diarrea en los seres humanos.”

2.9.5 Tratamiento

Los microorganismos patdgenos, capaces de invadir el cuerpo humano y causar
enfermedad, comprenden diversas bacterias, hongos, virus y pardsitos. Los
principales enfoques farmacologicos para el tratamiento de estas infecciones son los
siguientes: Antisépticos y desinfectantes, antimicrobianos, antimicobacterianos,

antimicéticos y antivirales.>

2.10 Evaluacion del efecto antibacteriano

2.10.1 Método dilucion en caldo

Esta prueba de dilucion estima de forma cuantitativa la sensibilidad de un
microorganismo, realizando una prueba de concentracion inhibitoria minima (MIC,
por sus siglas en inglés) es decir una prueba que inhibird in vitro el crecimiento
visible de un microorganismo especifico. Se prepara una serie de diluciones del
antimicrobiano en caldo y se inocula una suspension del germen, tras la incubacion
durante 24 horas, la MIC se define como la menor concentracion del antimicrobiano

capaz de inhibir el desarrollo de una cepa bacteriana. La concentracién minima
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bactericida (MBC, por sus siglas en inglés) se define como la menor concentracion

del antimicrobiano capaz de destruir a un microorganismo especifico. >*>’

2.10.2 Método hoyo-placa

Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la difusion
de sustancias activas en un medio s6lido. Una vez que el agar solidifico se le hacen
hoyos con la ayuda de un sacabocado y se agrega los diferentes extractos a los pozos
y las placas se incuban por 24 horas a 27 °C, posteriormente se evidencia la

formacidn de halos claros.

2.10.3 Método de susceptibilidad de difusion en discos (Kirby- Bauer)

La prueba en disco permite medir la capacidad del farmaco para inhibir el
crecimiento de la bacteria, consiste en sembrar el microorganismo en una placa de
agar y se aplican discos de papel filtro que contenga el antibiotico y tras la

incubacion se anotan la presencia y tamafio de la zona de inhibicién.®
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CAPITULO III:
MATERIALES Y METODOS

3.1 Campo de investigacion
El presente trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio H-101
y el de Control de calidad de la Universidad Catélica de Santa Maria-
Arequipa.

3.2 Materiales
3.2.1 Unidad de estudio
Para el presente estudio se utilizaron semillas de Cucurbita
maxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) procedentes

del mercado el Avelino de Arequipa. Se recolectaron
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manualmente a las 9:00am entre el 21 de Octubre y 11 de
Noviembre del 2012, alrededor de 5 Kg en bolsas de plastico.
Cepas

Las cepas Escherichia coli y Shigella flexneri; fueron obtenidas
del area de Microbiologia del Hospital Honorio Delgado -
Arequipa. Se trabajo con estas cepas previamente identificadas.
Cepa Escherichia coli: tuvo las siguientes caracteristicas,
colonias de color blanco con presencia de brillo, redondas
observadas en agar triptosa.

Cepa Shigella flexneri: tuvo las siguientes caracteristicas,
colonias de color blanco, crecimiento de las colonias en alto

relieve, observada en agar triptosa.

3.2.2 Material de vidrio
Bureta graduada de 50 mL
Baguetas
Cuba cromatografica
Embudo Buchner
Equipo Soxhlet
Erlenmeyer 250 mL
Fiolas de 10 mL y 25 mL
Frascos de vidrio &mbar de 10 mL y 250 mL
Matraz de 250 mL
Matraz con tapa rosca de 500 mL
Picnémetro de 10 mL
Pipetas de ImL, SmL y 10 mL
Pipetas Pasteur
Placas Petri
Probetas de 50 mL, 100 mL
Reflujo
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Vasos precipitados de 100 mL y 250 mL
Termometro

Tubos de ensayo 5x 10

3.2.3 Equipos de laboratorio
Autoclave TUTTNAUER 1730M
Balanza analitica OHAUS PIONNER
Bomba de vacio VACCUBRAND ME-2
Estufa — incubadora JP.SELECTA 2000210
Cromatografo Liquido de Alta Eficacia- HPLC ELITE
LACHROM VWRZH
Refractometro ABBE OPTICAL IVYMEN SYSTEM WYA-S
Refrigeradora COLDEX R-162
Rotavapor BUCHI R-114
Termomufla OHAUS SP-202
Ultrasonido JP. SELECTA

3.2.4 Otros materiales
Adaptador
Pabilo
Gradilla de tubos de ensayo
Capilares
Cocinilla eléctrica
Cuba cromatografica
Cron6metro
Ollas
Pinzas metalicas
Asa de Kolle
Asa de platino
Espatulas
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Fosforo

Mangueras

Mechero Bunsen
Micropipetas 0.5-10 ul, 5-50 ul, 100-200 ul
Papel filtro

Papel Kraft

Placas de Silica gel 60 Fys4
Plumoén marcador

Puntas

Propipeta

Hisopos

Regla

Soporte universal

Tapones de algodon y gasa

Tijera

3.25 Medios de cultivo
Medio TSI
Agar LIA
Caldo Peptona
Agar triptosa

3.2.6 Reactivos
Acido acético p.a JT BAKER
Acido acético grado HPLC MERCK
Metanol grado HPLC MERCK
Acetonitrilogrado HPLC MERCK
Acido clorhidrico p.aMERCK
Acido fosférico p.aMERCK
Almidén p.aMERCK
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Cloroformo p.aMERCK

Ciclohexanop.a Merck
Diclorometanop.aMERCK

Etanolgrado industrial 95% DELTA QUIMICA
Reactivo de Wijs grado industrial DELTA QUIMICA
Hidroxido de potasio p.a JT BAKER
Hidroxido de sodio p.a JT BAKER
DimetilSulfoxidop.a MERCK

Tween 80p.a SIGMA

Fenolftaleina

Reactivo de Wijs grado industrial

Tiosulfato de Sodiop.a JT BAKER

Sulfato de Sodio Anhidro JT BAKER
Vainillina p.aMEKINSA

Yoduro de potasiop.a PIREZ

3.3 Metodologia
3.3.1 Procesamiento del Material Vegetal
¢ Recoleccion:
El proceso de recoleccion se llevo a cabo entre el 21 de Octubre y 11 de Noviembre del

2012, las semillas se recolectaron manualmente del mercado el Avelino.

El material recolectado se coloco en bolsas de polietileno y se lavé con abundante agua

para eliminar impurezas.

e Secado:
Las semillas fueron empaquetadas en papel kraft doble vez, luego se sometieron a 40
°C en una estufacomo se observa en la Figura N° 8, hasta peso constante, para que no

produzca degeneracion y deterioro de sus principios activos.
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Figura N° 8.- Secado de las semillas en la estufa a 40 °C.

3.3.1.1 Determinacién del porcentaje de humedad

Meétodo: Secado en Termobalanza
Fundamento:

Este método se basa en evaporar de manera continua la humedad de la muestra y el
registro continuo de la pérdida de peso, hasta que la muestra se sitiie a peso constante.
La termobalanza se utiliza para determinar el agua contenida (como % de humedad) en

. L 59
una muestra de materia organica

El equipo consiste en una balanza electronica y un médulo calefactor, la balanza se
encarga de medir el peso de la muestra organica mientras se le aplica calor para evaporar
el agua que contiene. El calculo de la humedad se determina por la pérdida de peso que

sufre la muestra después de ser sometida al proceso de calentamiento.®”
Procedimiento:

Para la determinacion del porcentaje de humedad se utilizé el equipo de Termobalanza;
el material vegetal seco se procedio a triturar manualmente con la ayuda de un molino
eléctrico (Moulinex), como se muestra en la Figura N° 9, para obtener particulas

pequeiias.

Se peso 3 g de muestra y se colocd en una charola de aluminio formando una capa lo

mas homogénea posible. Se colocod la charola con muestra en el espacio destinado para
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ello en la Termobalanza y se encendio el equipo. Se registr6 el porcentaje de humedad

después de 8 — 10min o bien cuando ya no haya variacion en la lectura.

Figura N° 9.- Proceso de molienda de las semillas.

3.3.2 Obtencion del aceite

Meétodo: Extraccion Soxhlet
Fundamento:

Es una extraccion semicontinua con disolvente donde una cantidad de disolvente rodea
la muestra y se calienta a ebullicion, una vez dentro del Soxhlet el liquido condensado
llega a cierto nivel y es sifoneado de regreso al matraz de ebullicion, la grasa se mide
por pérdida de peso de la muestra o por cantidad de muestra removida Este proceso se
define como la accion de separar con un liquido una fraccion especifica de una muestra,
dejando el resto lo mas integro posible, es un sistema de extraccion ciclica de los

componentes solubles en el solventes, que estan presentes en un alimento.®!
Procedimiento:

Se pes6 20 g de semilla molida y se colocé en cartuchos de papel filtro, para luego

ponerlas en la cdmara de sifonacion del Soxhlet.
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Figura N° 10.- Extraccion del aceite con el equipo Soxhlet.

En el balon se adiciond 150mL del disolvente (diclorometano); luego se coloco la
camara de sifonacion al baléon y finamente el condensador con las mangueras,
controlando la entrada y salida de agua. La Figura N° 10 muestra el equipo Soxhlet

armado.

Se calentd a temperatura suave; una vez extraido el aceite por un periodo de 6 horas (o
hasta que el disolvente retome sus caracteristicas iniciales), se quitod el cartucho con la
muestra desengrasada, finalizado el periodo se retiro el balon que contiene el solvente

mas el aceite.
Concentracion del aceite:

Al extracto obtenido del equipo Soxhlet se afadié sulfato de sodio anhidro con la
finalidad de secar la muestra 'y se concentr6 a vacié en el rotavapor, como se muestra en
la Figura N° 11, para separar el solvente del aceite, aprovechando el punto de ebullicion
del diclorometano, por supuesto, menor al del aceite. Finalmente se determin6 el

rendimiento de cada aceite obtenido.
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Resultado: La cantidad de aceite expresada en porcentaje se calcula con la siguiente
ecuacion:
masa balén con aceite—masa balén

%R = x 100

masa de la muestra seca

(M

Figura N° 11. Concentrado de la muestra por medio del rotavapor.

3.3.3 Determinacion de las propiedades organolépticas
Para este procedimiento se tom¢d una determinada cantidad de cada aceite, luego se
procedi6 a realizar los ensayos de analisis sensorial. Se realizo una observacion de las

caracteristicas como: olor, sabor, color e impurezas visibles.

3.3.4 Determinacion de las propiedades Fisicoquimicas
3.3.4.1 Densidad

Método: Picndmetro

Fundamento: Se basa en la diferencia de pesos entre el picnémetro lleno con el aceite
menos el peso del picnometro vacio, relacionandolo con la capacidad en volumen del

picnémetro.
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Procedimiento: Se peso el picnémetro limpio y seco obteniéndose pl, luego se
introdujo el aceite en cantidad tal, que llegue cerca del cuello de éste, se cerrd y se peso
p2. Por diferencia de ambos pesos y considerando la capacidad en volumen se calcul6 la

densidad.
d=p2—pl/)V (2)
Donde:
Densidad = (g/mL)
p1= Peso del picndmetro vacio (g)
p2= Peso del picnémetro lleno con el aceite esencial (g)
V= Volumen del Picnémetro (mL)
3.3.4.2 Indice de refraccion
Método: Refractometro ABBE

Fundamento: Consiste en la medicion del angulo de refraccion de una muestra
manteniéndose en condiciones de transparencia e isotropismo, siendo a longitud de onda
de la luz de 589,3 nm , que corresponde a la linea D del sodio y siendo la temperatura

de 20°C.%*

La refraccion se debe al cambio de la velocidad que experimenta la luz al pasar a un

medio de distinta densidad, de modo que la relacion entre la velocidad de la luz en esos

. . r . r . L 2
medios diferentes, dar4 una cifra constante que se llama indice de refraccion.’

Procedimiento:

Se limpi6 cuidadosamente el prisma con un algodén impregnado con alcohol, esperando

que este evapore.

Se calibro el equipo con una gota de agua destilada a temperatura de 20 °C, cuya lectura

debe dar 1.3330 (Indice de refraccion del agua) a continuacién, se ajustaron las perillas
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de dispersion y de control para alinear la frontera (la division entre las regiones clara y

oscura) con el centro de la equis.

Se colocd una gota de la muestra problema midiendo el indice de refraccion

directamente en la pantalla del refractoémetro, como muestra la Figura N° 12.

Figura N° 12.- Determinacion del indice de refraccion a través del refractometro.

3.3.4.3 indice de Saponificacion
Fundamento: Esla cantidad de alcali necesario para saponificar una cantidad de una
grasa o un aceite, expresada como mg de Hidroxido de Potasio necesarios para

saponificar un gramo de muestra.”La ecuacién quimica es la siguiente:
Reactivos:

e Acido clorhidrico 0,5N cuidadosamente valorado
e Solucidn etandlica de hidroxido de potasio 0,5N

e Solucion de 10 g/L de fenolftaleina en etanol de 95%
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|
CHZ_O—C_R CHZ_OH

P |

CH—0—C—R + 3KOH—=CH—0OH 4 3KO—C—R

CH>—0—C—R CH>——0H

iqlicéri Hidroxido de
Triglicerido potasio Glicerina Jabodn a)
Procedimiento:
Se pesd exactamente alrededor de 2 gramos de muestra en un erlenmeyer de 250 mL

esmerilado. Luego se afiadio 25mL exactos de la solucion etanolica de hidroxido de

potasio al 0,5 N y se adapt6 el refrigerante de reflujo.

Se llevo a ebullicion y se dejo durante 30 minutos. Se retird de la fuente de calor y se
afiadio 4 o 5 gotas de indicador de fenolftaleina; se tituld el exceso de alcali con acido

clorhidrico a 0,5 N. Se realiz6 el ensayo en blanco en las mismas condiciones.
Expresion de resultados

El resultado representa los miligramos de hidroxido de potasio necesarios para

saponificar 1 gramo de grasa, y se expresa como "Indice de saponificacion":

(V1-v2) x 0,5 x56,1

; ()

IndicedeSaponificacion =

Donde:

V1 = Volumen utilizado (en mL) de disolucién de acido clorhidrico en el ensayo en
blanco.

V2= Volumen utilizado (en mL) de disolucion de acido clorhidrico en el ensayo de la
muestra.

P=Peso de la muestra
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3.3.4.4 Indice de Yodo

Método: Volumétrico

Fundamento: Se basa en la disolucion de la muestra problema y la adicion del reactivo
de Wijs. Una vez transcurrido el tiempo que se especifica, se adiciona la solucion acuosa
de yoduro potasico y se valora el yodo liberado con solucién de tiosulfato sodico.’La

ecuacion quimica es la siguiente.

Ri—CH=—CH—R2 + ICLexc) —= R1i—CH—CH—R2 + ICL (sobrante)

[ CL
ICL(sobrante) + KI — | 4+ kCL

I2 libre 4 2Na2S204 2Nal + Na2S20s

(5)
Definicién

El Indice de yodo es el peso de yodo absorbido por la muestra en las condiciones de

trabajo. El indice de yodo se expresa en gramos de yodo, por 100 g de muestra.
Reactivos

e Yoduro potasico, solucion de 100 g/L, exento de yodatos o de yodo libre.

e Engrudo de almidon. Mezclar 5 g de almidon soluble con 30 mL de agua, anadir
esta mezcla a 1 000 mL de agua en ebullicion, hervir durante 3 minutos y dejar
enfriar.

e Solucion volumétrica patron de tiosulfato sodico. (Na,S,0s3. SH,0O) = 0,1 mol/L,
valorada como maximo 7 dias antes de su uso.

e Disolvente, preparado mezclando voliimenes iguales de ciclohexano y &cido
acético.

e Reactivo de Wijs, que contenga monocloruro de yodo en acido acético. Se

utilizard reactivo de Wijs comercializado.
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Procedimiento

Se pesod la muestra en funcion del indice de yodo previsto, como se indica en la Tabla

N° 6.
TABLA N°6
Peso de la muestra e indice de yodo previsto
Indice de yodo Peso de muestra
previsto problema (g)
Menos de 5 3,00
5-20 1,00
21-50 0,40
51-100 0,20
101-150 0,13
151-200 0,10

Determinacion

Se introdujo la muestra problema en un matraz de 500 mL. Se afiadi6 20 mL del
disolvente para disolver la grasa, luego se agreg625 mL del reactivo de Wijs, se tapo, se

agito el contenido y se coloc6 el matraz al abrigo de la luz.

Se prepar6 del mismo modo un ensayo en blanco con el disolvente y el reactivo, pero sin

la muestra problema.

Para las muestras con un indice de yodo inferior a 150, se mantuvo los matraces en la
oscuridad durante 1 hora; para las muestras con un indice de yodo superior a 150, asi
como en el caso de productos polimerizados o considerablemente oxidados, se debe

mantener en la oscuridad durante 2 horas.

Una vez transcurrido el tiempo correspondiente, se agrego6 a cada uno de los matraces 20

mL de solucion de yoduro potésico y 150 mL de agua.
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Se valor6 con la disolucién de tiosulfato sédico hasta que haya desaparecido casi
totalmente el color amarillo producido por el yodo. Seainadio unas gotas de engrudo de
almidén y se continuod la valoracion hasta el momento preciso en que desaparezca el

color azul después de una agitacion muy intensa.
Expresion de los resultados

El indice de yodo se expresa del siguiente modo:

12,69 ¢ (V1-V2)

indice de Yodo = > (6)
Donde:

c: valor numérico de la concentracion exacta, expresada en moles por litro, de la

solucion volumétrica patron de tiosulfato sédico utilizada;

V1: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solucion de tiosulfato

sodico utilizada para el ensayo en blanco;

V2: valor numérico del volumen, expresado en mililitros, de la solucion de tiosulfato

sodico utilizada para la determinacion;

P: valor numérico del peso, expresado en gramos, de la muestra problema.
3.3.4.5 Indice de Acidez

Método: Volumétrico

Fundamento: Disolucion de la muestra en una mezcla de disolventes y valoracion de
los acidos grasos libres mediante una solucién etandlica de hidroxido potasico. Se hace
uso de indicadores para determinar el final de la reaccion.’La ecuacion quimica es la

siguiente:
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CH>—0O——C R CH2—OH OH—C Rz

| 0 |

CH—o-—Cc—R *+ 3HO CH—0OH + OH—CR: (7)
CH>—0-C—R CH2——0OH OH—C Rs
Triglicérido Glicerina Acidos grasos libres
Definicion

El indice de acidez se define como los mg de KOH necesarios para neutralizar los acidos

libres presentes en 1g de grasa o aceite.

Reactivos

e Etanol de 95%.- Debe neutralizarse exactamente en el momento de su utilizacion
con la solucion de hidroxido potasico en presencia de 0,3 mL de la solucion de

fenolftaleina por cada 100 mL de mezcla.
e Solucion etandlica valorada de hidroxido potésico, = 0,1M
e Solucion de 10 g/L de fenolftaleina en etanol de 95%

TABLA N°7

Peso de la muestra e indice de acidez previsto

Grado de acidez Peso de la Precision de la muestra
previsto muestra en (g) de la pesada en (Q)

<1 20 0.05
1-4 10 0.02

4-15 2.5 0.01

15-75 0.5 0.001

>75 0.1 0.0002
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Procedimiento:

Se tomo la muestra, segtn el grado de acidez previsto, de acuerdo con la Tabla N° 7:
Se peso la muestra en el matraz erlenmeyer.

Determinacion

Se disolvio la muestra en 50 a 150 mL de etanol, previamente neutralizada.Se valoro,
agitando, con la solucion de hidroxido potasico de 0,1M, afiadiendo al matraz 3 gotas de
fenoltaleina, hasta el viraje del indicador (la coloracion rosa de la fenolftaleina debe
permanecer al menos durante 10 segundos). Finalmente se hizo la lectura y se anotaron

los mililitros gastados.
Expresion de resultados

La acidez expresada en porcentaje de acido oleico es igual a:

VxcxM
10%P

indice de Acidez =

(®)

Donde:

P: Peso en gramos de la muestra utilizada.

V: Volumen, en mililitros de la solucion valorada de hidroxido de potasio utilizado.

c: Concentracion exacta, en moles por litro, de la soluciéon de hidréxido potasico

utilizado.

M: Peso molecular del 4cido en que se expresa el resultado (acido oleico= 282)

3.3.4.6 Indice de perdxidos
Fundamento: La muestra problema, disuelta en acido acético y cloroformo, se trata con
solucion de yoduro potasico. El yodo liberado se valora con solucion valorada de

tiosulfato sodico.’La ecuacién quimica es la siguiente.
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Ri—CH—CH—R2

Ri—CH—CH—R2 + otros isémeros (ROOH)

OH OOH

ROOH + 21+ 2H ©)

ROH+ HO0+ |,

I +Na2S20s6 2Nal + Na2S20s6

Definicion
El indice de perdxidos es la cantidad (expresada en miliequivalentes de oxigeno activo

por kg de grasa) de peroxidos en la muestra que ocasionan la oxidacion del yoduro

potasico en las condiciones de trabajo descritas.
Reactivos

e Cloroformo / Acido acético (1:3)

e Solucidon acuosa saturada de yoduro potasico, recién preparada, exenta de yodo y
yodatos.

e Solucion acuosa de tiosulfato sodico 0,01N o 0,002N valorada exactamente; la
valoracion se efectuara inmediatamente antes del uso.

e Solucién de almidon, en solucion acuosa de 10 g/L, recién preparada con

almidon soluble.
TABLA N° 8

Peso de la muestra e indice de perdxidos previsto

Indice de perdxidos que se Peso de muestra
supone (meq de O2/kg) problema (en g)

0-12 5,0a2,0

12-20 20al,2

20-30 1,2a0,8

30-50 0,8a0,5

50-90 0,520,3
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Procedimiento
Se pes6 en un matraz una cantidad de muestra en funcién del indice de peréxidos

previsto de acuerdo con la Tabla N° 8.

Se afiadié 30 mL de cloroformo /acido acético (1:3) y se disolvio rapidamente la muestra
problema mediante agitaciéon. A continuacion, se anadié 1 mL de solucion de yoduro
potasico, se cerrd rapidamente el matraz, se agité durante 1 minuto y se mantuvo en la
oscuridad durante 5 minutos exactamente, a una temperatura comprendida entre 15 y

25°C.

Se afiadié 75 mL aproximadamente de agua destilada. Sevalor6 (agitando al mismo
tiempo vigorosamente) el yodo liberado con la solucion de tiosulfato sodico, utilizando
la solucion de almidéon como indicador. Se realizé simultineamente un ensayo en

blanco.

Expresion de resultados
El indice de perdxidos, expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por Kg de grasa

se calcula mediante la féormula siguiente:

V*Nx1000
P

Indice de peréxidos = (10)
Donde:

V: mL de solucion valorada de tiosulfato sédico empleados en ¢l ensayo,

convenientemente corregidos para tener en cuenta el ensayo en blanco.
N: normalidad exacta de la solucion de tiosulfato sédico empleada.

P: peso, en gramos de la muestra problema.

3.3.5 Determinacién de acidos grasos libres por HPLC

Meétodo: Estandar externo
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Fundamento: En el método mas utilizado en HPLC. Los equipos cromatograficos que
se emplean en la actualidad disponen de integradores electronicos, los cuales integran
los picos de los cromatogramas, pudiéndose obtener la altura y el 4rea de cada pico.
Ambos parametros se pueden utilizar para cuantificar los distintos compuestos; siendo el

area del pico el mas utilizado y el que se va a emplear en este trabajo.**

3.3.5.1 Preparacion de las soluciones estandar.
Se prepard una solucion madre de 1000 ppm pesando 10 mg de cada acido graso
estandar (acido a-linolénico, acido linoleico y acido oleico) en una fiola de 10 m, se
enrazd hasta el volumen de 10 mL con fase movil y se sonicoO por 5 min en el

ultrasonido.

3.3.5.2 Preparacion de la curva de calibracion.
Se tomaron 500 ul, 750 ul, 1000 ul, 1250 ul y 1500 de la solucién madre (1000 ppm) y
se llevaron a fiolas de 5 mL, enrasando con la fase movil para preparar soluciones de

100, 150, 200, 250 y 300 ppm respectivamente.

Las soluciones se proceden a llevar a los viales para ser procesador por el HPLC.La
Tabla N® 9 y N° 10 describen las partes y las caracteristicas del equipo de HPLC,

respectivamente.

TABLA N° 9.- Descripcion del equipo de HPLC

Moédulo Modelo Serie
Organizador L-2000 17E16-034
Bomba L-2130 17E01-036
Detector L-2450 1726-A11
Software | EZChrom Elite

3.3.5.3 Preparacion de las muestras.
Se puso 500 ul de cada aceite obtenido en una fiola de 10 mL y se enrazd con fase

movil. Se sonicé 10 min en el Ultrasonido y se llevaron las muestras al HPLC. La Figura
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N° 13 muestra las preparaciones de las muestras de los aceites de la Var. Zambo y Var.

Macre.

TABLA N° 10.- Caracteristicas del HPLC

Columna RP-18
Bomba 5000 psi
Acetonitrilo: metanol: acido acético 1%
Fase movil
(85:5:10)
Flujo ImL/min
Temperatura 254
Longitud de onda 205 nm
Volumen de
: A 20 ul (Autosampler)
inyeccion

Figura N° 13.- Preparacion de los estandares y la fase movil.

3.3.5.4 Cuantificacion de los acidos grasos libres
En el cromatograma de cada disolucion estdndar y en el cromatograma de la muestra

saldran picos correspondientes a cada acido graso.
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Para la identificacion de cada uno de los acidos grasos, se utilizd6 como referencia el
tiempo de retencidbn que presentd el estandar de referencia, en su respectivo
cromatograma generado (4cido a-linolénico, 4cido linoleico y éacido oleico). El tiempo
de retencion del pico del analito serd el mismo en todos los cromatogramas; sin

embargo, el area sera diferente dependiendo de la concentracion de analito.

3.3.6 Determinacién de cucurbitacinas por Cromatografia en
Capa Fina
Fundamento:

La Cromatografia en Capa Fina, es simple, barata, sensible y eficiente. Es especialmente
util cuando se quiere determinar el nimero de componentes de una mezcla o identificar

los compuestos existentes en una mezcla.

En la Cromatografia de Capa Fina, un adsorbente (Fase estacionaria) esta depositado
formando una capa delgada sobre una placa de vidrio, papel de aluminio u otros
materiales, por lo que ascienden, arrastradas por un disolvente (eluyente), una o mas

sustancias que se pretendan separar o identificar.

Con la ayuda de un capilar de vidrio, una pequena cantidad de muestra se deposita sobre
el adsorbente. Una vez depositada la muestra se introduce la placa a una cubeta de
cromatografia, que contiene en el interior el disolvente; este asciende por capilaridad a
lo largo de la placa arrastrando a los compuestos a diferentes velocidades, seglin el grado
de electronegatividad de éstos produciéndose asi su separacion. Cuando el disolvente
se encuentra proximo al extremo de la placa, se saca de la cubeta, se deja secar y se

observan a la luz ultravioleta.%
Procedimiento:

Se prepararon 3 extractos con cloroformo del aceite obtenido de cada variedad a 5%,

10% y 20% en tubos de ensayo.
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Con ayuda de un capilar se aplicaron puntos continuos, formando una banda de cada

extracto, cada banda estaba equidistantemente de la otra.

Se dejo secar después de la aplicacion y se introdujo a la cuba cromatografica, que
contenia la mezcla de solventes (cloroformo-metanol 95:10), como se muestra en la

Figura N°14.

Cuando el solvente avanzo hasta aproximadamente 1 cm de la parte superior, se retird de

la cuba y se dejo secar para luego observar en la lampara UV a 366nm.

Se revelo la placa y se introdujo a la estufa a 100°C, finalmente se evalu6 en vis. y en

UV a 366nm para calcular los Rf.
Preparacion del revelador vainillina-acido fosforico (VP):

Se disolvio 1g de vanilina en 100 mL de acido fosforico al 50%, esta solucion se
esparcio sobre la placa de silica gel y se llevo a la estufa a 100°C.

Figura N° 14. Corrida cromatografica de las 3 concentraciones de aceites.
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Célculo de Rf

Rf= Df/Ds (11)

Df: Distancia recorrida por el compuesto

Ds: Distancia recorrida por el frente del solvente

3.3.7 Determinacion del efecto antibacteriano
3.3.7.1 Obtencion de las cepas
Se obtuvo cepas de Escherichia coli y Shigella flexneri, del area de microbiologia del

Hospital Honorio Delgado- Arequipa

3.3.7.2 ldentificacion de las bacterias

La identificacion de las bacterias se determind por pruebas bioquimicas: TSI, LIAindol.
Procedimiento:

Se identifico la colonia que se encuentra en la placa de agar Triptosa. Esterilizar al rojo

vivo el asa de siembra recta en un mechero de Bunsen. Enfriar el asa.

Se obtuvo la colonia seleccionada con el asa recta, tratando de no tocar el fondo del

medio de cultivo.

Se sembr6 en los medios diferenciales empezando TSI, LIA (introduciendo el asa por el
centro hasta tocar el fondo del tubo, se retir6é por el mismo trazo y se sembr6 en estria la

parte inclinada), caldo para la prueba de indol.

Se incub6 a 35 —37° C de 18 a 24 horas.

3.3.7.2.1 Prueba de TSI
Fundamento: Determina la capacidad de un microorganismo para fermentar los
azlcares glucosa, lactosa y sacarosa, que dan lugar a la produccion de acidos, se detecta

mediante el indicador rojo de fenol.®* ¢’
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Procedimiento

Con un asa de platino se hizo una punciéon central hasta el fondo del tubo y luego una

estria en la superficie. Se dejo a incubar a37 °C por 24 horas.
Interpretacion:

Es importante hacer la lectura entre las 18 - 24 horas para no obtener resultados

erroneos.

La lectura se hace sobre la base de tres caracteristicas: Utilizacidon de hidratos de

carbono, produccion de gas y produccion de acido sulthidrico.

e Utilizacion de hidratos de carbono:

Utilizacion de lactosa: Reaccion acida en el pico de flauta (color amarillo)
Abreviatura: (A)

— Utilizacion de glucosa: Reaccion acida en la columna del medio (color amarillo)
Abreviatura: (K)

— No hay utilizacion del carbohidrato: Se puede observar una reaccion alcalina (color
r0jo) o que no hay cambio de color (permanece del mismo color que el medio no
inoculado)

e Produccion de gas de glucosa:
Se considera positivo: Presencia de una sola burbuja de gas, burbujas en el medio,
division del medio, desplazamiento completo del medio del fondo del tubo dejando un
area clara o una ligera muesca del medio en el costado del tubo. Se registra la lectura

por medio de cruces (+).

e Produccion de acido sulthidrico (H,S) :

Se manifiesta por un color negro distribuido por toda la columna del medio de cultivo o
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solo en la parte superior. Se registra la lectura por medio de cruces (+)
Resultados:
Ejemplo de simbolizacion e interpretacion:

K/A - + : Significa alcalinidad en la inclinacion y acidez en el fondo (fermentacion de

glucosa), gas negativo y H,S positivo.

K/K - - : Significa que no hay utilizacion de la lactosa y glucosa ni produccion de

3.3.7.2.2 Pruebade LIA
Fundamento: Permite evidenciar la descarboxilacion o desaminacion de la lisina y
también la produccion de acido sulfhidrico. La descarbolxilasa es una enzima que es
capaz de actuar sobre la porcion carboxilo (COOH) de los aminodcidos (LISINA) con
formacion de aminas de reaccion alcalina, esta reaccion conocida como

descarboxilaciénproduce didoxido de carbono como producto secundario, la lisina al

descarboxilarse produce cadaverina.®®®’

Procedimiento

Con un asa de platino se sembro en posicion recta, por doble picadura hasta el fondo del

tubo y en la superficie. Se dejo incubar a37 °C por 24 horas.
Interpretacion:
K/K: Descarboxilacion de lisina

El retorno de un color azul purpura del tubo indica que contiene el amiacido y es una
reaccion postiva debido a la liberacion de aminas por descarboxilacion (se ha formado

cadaverina) y es lisina positiva
K/A:Descarboxilacion negativa

El desarrollo de color amarillo en el fondo del tubo indica que el microorganismo es

viable y que el pH del medio ha disminuido los suficiente para activar la descarboxilasa.
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R/A: Desaminacion positiva

La parte inclinada se torna a rojo-vino. El fondo se torna amarillo, es lisina negativa

3.3.7.2.3 Prueba de Indol
Fundamento: Es 1til para determinar la capacidad de un microorganismo de producir

indol a partir del amino-acido triptofano. ¢’

Procedimiento

Se retird asépticamente 2 mL de caldo de cultivo con 24 horas de incubacion. Se agrego

5 gotas de reactivo de Kovacs, se movio suavemente el tubo y se realizo la lectura.
Interpretacion:

Prueba positiva: Formacion de un anillo rojo en la superficie del medio (la capa

alcoholica)

Prueba negativa: No se produce color en la capa alcohdlica, y toma el color del reactivo

empleado.

3.3.8 Evaluacion de la actividad antibacteriana
3.3.8.1 Método de dilucién en caldo

Fundamento:

La determinacion de la actividad antimicrobiana mediante la técnica de dilucion se
realiza utilizando una prueba de concentracion inhibitoria minima (MIC) es decir una
prueba que inhibira in vitro el crecimiento visible del aislado bacteriano. Luego se
determinara la concentracion minima bactericida (MBC), que se define como la menor

concentracion del antimicrobiano capaz de destruir una cepa bacteriana dada. *®
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Preparacion del inéculo

En un tubo conteniendo caldopeptonadose coloco una cantidad de bacterias con la ayuda
de un asa siembra, se incubo a 37°C hasta que la turbidez coincida con la del Standar de

0.5 de McFarlandya preparado.
Preparacion de las diluciones

En cuatro tubos se colocd 100, 200, 400 y 800 ul respectivamente del aceite de zapallo
var. Macre y var. Zambo por separados, 0.5 ml de Tween 80 y 20 ul del indculo. Los

tubos se homogenizaron con ayuda de un vortex y se incubaron a 37 °C por 24 horas.

Siembra en placa

Finalizado este periodo los tubos fueron examinados visualmente para comprobar la
presencia de turbidez indicando el desarrollo bacteriano, sin embargo se mostraba el
aceite de zapallo pero su densidad y color impedia ver los resultados, por lo cual se
sembrd las mismas concentraciones. Se sembraron en placas petri conteniendo agar
triptosa, incubandolos posteriormente a 37°C por 24 horas, para observar el desarrollo

bacteriano.

3.3.8.2 Método hoyo-placa
Fundamento: Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante
la difusion de sustancias activas en un medio solido como es el agar, después de su
incubacion se observa la presencia de halos claros alrededor de los hoyos en la placa

indicando que este tiene efecto antibacteriano.
Procedimiento:

Una vez que el medio haya solidificado, se realizaron hoyos haciendo uso de una pipeta
pasteur estéril de Smm de didmetro, seguidamente se procedid a inocular la bacteria en
estudio con ayuda de un hisopo estéril, se dejo secar y finalmente se depositd los

diferentes volumenes del aceite en los hoyos. (Figura N° 15)
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Figura N° 15.- Proceso del método de hoyo — placa

3.3.8.3 Método de susceptibilidad de difusion en discos
(Kirby- Bauer)

Fundamento:

En este método se emplean discos de papel absorbente, impregnados con una
concentracion conocida del antimicrobiano. Estos discos se colocan en la superficie de
una placa de agar, en la que se acaba de inocular una suspension de la cepa a probar, con
una turbidez equivalente al tubo 0,5 del nefelometro de McFarland. Cuando el disco se
humedece, el antimicrobiano difunde radialmente hacia afuera y crea una gradiente de
concentracion por disco; asi, el antimicrobiano esta en alta concentracion cerca del disco

y va disminuyendo a medida que se aleja del disco.

El didmetro del anillo de inhibicion dependera de la sensibilidad o resistencia del

microorganismo por probar.®’
Preparacion del inéculo:

De una placade cultivo con agar triptosa incubada por 18 - 24 h, se seleccion6
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colonias aisladas (Escherichia coliy Shigella flexneri) y se prepard una suspension

directa en solucion salina 6 caldo.
La suspension debe ser inmediatamente ajustada a la escala 0,5 de McFarland.
Inoculacién de las placas:

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo, se sumergié un
hisopo estéril en la suspension, se rotd el hisopo varias veces presionando firmemente
sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido para remover el exceso

de inoculo.

Se inocul¢ la superficie seca de la placa de Agar triptosa, estriando con el hisopo en tres
direcciones para asegurar una distribucion uniforme del indculo, como se observa en la
Figura N° 16. Antes de colocar los discos se dejo secar la placa a temperatura ambiente

durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido

Figura N° 16.-Método de estrias para la aplicacion de los discos de susceptibilidad.

Aplicacion de los discos:
Se colocé los discos individuales o multidiscos sobre la superficie del agar con la ayuda

de una pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente sobre cada disco
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para asegurar un contacto completo con la superficie del agar, como se observa en la

Figura N° 17.

Figura N° 17.- Aplicacion de los discos de susceptibilidad.

Se distribuy6 los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia minima de
25 mm uno del otro (el diametro de los discos segin las normas de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm). Un disco no debe ser removido una vez
que tomod contacto con la superficie del agar debido a que algunos antibidticos se

difunden rapidamente
Incubacion:

Las placas se incubaron en posicion invertida a 37°C dentro 15 -18 h de los minutos
posteriores a la aplicacion de los discos. Después del tiempo recomendado de incubacion

se examinaron cada una de las placas.
Discos de sensibilidad:

Escherichiacoli.- Acido nalidixico, Amikacina, Gentamicina, Trimetropina,

Norfloxacina, Nitrofurantoina, Aztreonam, Ceftazidima, Ciprofloxacino, Ceftriaxona.

Shigella flexneri.- Amikacina, Trimetropina, Acido nalidixico, Furoxona, Norfloxacino,

Ciproploxacino, Amoxicilina, Acido clavulanico, Levafloxacino, Cefotaxima.
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CAPITULO 1V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta parte se muestran los resultados obtenidos en la parte experimental, se hara la
evaluacion del tratamiento de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Macre y
var. Zambo para la obtencion del aceite de las mismas; se evaluara ¢l rendimiento,
sus propiedades organolépticas y fisicoquimicas, asi como la identificacion y
cuantificacion de los 4cidos grasos insaturados libres del aceite; asi mismo se hara
una evaluacion de la presencia de cucurbitacinas en el aceite por Cromatografia en
Capa Fina y ademas el efecto antimicrobiano contra Escherichia coli y Shigella
flexneri.
4.1 Porcentaje de humedad

Para la extraccion de aceite es muy importante que la muestra se encuentre sin
moléculas de agua para una conservacion adecuada, es decir evitar la presencia de
microorganismos que puedan interferir con la extraccion y almacenar por mas

tiempo la muestra. El método que se empled para determinar el porcentaje de
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humedad se describe en el Capitulo 3.3.1.1, realizando tres ensayos por muestra

como se muestra en la Tabla N° 11 y 12.

TABLA N° 11
Determinacion de humedad de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var.
Zambo (Zapallo)
N°de ensayo | Peso Inicial (g) | Peso final (g) | Porcentaje (%)
1 3,01 2,83 5,85
2 3,02 2,84 5,93
3 3,02 2,89 5,77

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 12
Determinacion de humedad de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var.
Macre (Zapallo)
N° de ensayo | Peso Inicial (g) | Peso final (g) | Porcentaje (%)
1 3,00 2,85 4,99
2 3,01 2,86 4,92
3 3,01 2,85 5,09

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla
Ne 13.

TABLA N° 13
Tratamiento estadistico del porcentaje de humedad de las semillas de Cucurbita

méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 5,85 5,00
Deviacion estandar 0,08 0,09
Minimo 5,77 4,92
Maximo 5,93 5,09
Tamafo 3 3

P<0,05
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La Tabla N° 13, segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que el porcentaje de humedad en la semilla de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre presentd diferencias estadisticas significativas (P<0,05).

La humedad de las semillas oleaginosas debe ser por debajo del 10% , para asegurar
su almacenamiento, evitar el desarrollo de mohos y minimizar el proceso de
degradacion biologica que conduce a la aparicion de é4cidos grasos libres, en el
Grafico N° 1 se muestra que el porcentaje de humedad en la semilla de Cucurbita
maxima Dutch var. Zambo es de 5,85 % y de la semilla de Cucurbita maxima Dutch

var. Macre fue de 5,00 %, estos dos valores se encuentran por debajo del 10%.

6 '//
g
2
T
e
o Zambo I Macre

Grifico N° 1.- Porcentaje de humedad de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

4.2 Extraccion del aceite
Se eligio el método de extraccion Soxhlet como se describe en el Capitulo 3.2.2; el
aceite que se obtuvo en promedio fue de 5,44 mL a partir de 20g de semilla de
Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y 5,02 mL de aceite a partir de 20g de semilla
de Cucurbita maxima Dutch var. Macre, en los dos casos se utilizo 150 mL de
diclorometano como solvente. La desecaciéon de particulas de agua del aceite se
realiz6 con sulfato de sodio anhidro utilizando 3 g por cada SmL de aceite por el

tiempo de 12 horas, transcurrido ese tiempo se filtraron las muestras para eliminar el
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sulfato de sodio anhidro. El aceite se coloco en frascos de color d&mbar cerrado
herméticamente para que no haya interferencia con la luz, no se oxide y no se
produzca alteracion. En la Tabla N° 14 y 15 se observan los ensayos realizados en la

var. Zambo y var. Macre.

TABLA N° 14
Determinacion del rendimiento del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo (Zapallo)

N° de Ensayos | Muestra (g) | Cantidad de aceite (g) | Rendimiento (%)
1 20,00 5,49 27,30
2 20,00 5,40 27,00
3 20,00 5,45 27,25

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 15
Determinacion de humedad de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var.
Macre (Zapallo)
N° de Ensayos | Muestra (g) | Cantidad de aceite (g) | Rendimiento (%)
1 20,00 4,99 24,95
2 20,00 5,04 25,20
3 20,00 5,02 25,10

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla

N°16.

La Tabla N° 16 segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que el rendimiento de extraccion de aceite en la semilla de Cucurbita
maxima Dutch var. Zambo y var. Macre, presentd diferencias estadisticas

significativas (P<0,05).

El resumen del rendimiento obtenido de acuerdo a la metodologia para la extraccion

de aceites es presentado graficamente en el grafico N°2 para una mejor apreciacion,
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el rendimiento de extraccion de aceite en la semilla de Cucurbita maxima Dutch var.
Zambo fue de 27,18% y en la Cucurbita maxima Dutch var. Macre fue de 25,08%.

En comparacion con otros trabajos, Shobba B, especifica un rendimiento de 42,71%
usando hexano y Grisales SO et al, hasta 43 % usando éter de petrdleo; valores que
son altos con respecto a los obtenidos debido a factores como, la procedencia de

semillas, la temporada de cosecha o el tipo de suelo y el solvente.

TABLA N° 16
Tratamiento estadistico del rendimiento de extraccion de aceite de las semillas

de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 27,18 25,08
Deviacion estandar 0,16 0,13
Minimo 27,00 24,95
Maximo 27,30 25,20
Tamafo 3 3
P<0,05
v
27,5 - / =
7 /
e 265 1
‘E 26 /
;E 255 - // 25,08
g .7
24,5 i
24
Zambo Macie

Grafico N° 2.- Porcentaje de rendimiento del aceite de semillas de Cucurbita

méaxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)
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4.3 Ensayos organolépticas
Después de los resultados de rendimiento se procede a realizar la determinacién
organoléptica del aceite obtenido, los cuales son presentados graficamente en la

Tabla N° 17 y 18 para una mejor apreciacion.

TABLA N° 17
Determinacion organoléptica del aceite de de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo (Zapallo)

Caracteristicas Descripcion
Consistencia Densa

Olor Sui géneris
Sabor Caracteristico
Color Verde-ladrillo
Impurezas visibles Ninguna

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 18
Determinacion organoléptica de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Macre (Zapallo)

Caracteristicas Descripcion
Consistencia Densa

Olor Sui géneris
Sabor Caracteristico
Color Verde-Rojizo
Impurezas visibles Ninguno

Fuente: Elaboracion propia.

El aceite de las semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre,
tienen similares caracteristicas organolépticas en consistencia, olor, sabor y no tienen
presencia de impurezas visibles, el color de la var. Zambo fue verde-ladrillo y de la

var. Macre el color fue verde-rojizo, ésta diferencia es debida a los pigmentos
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naturales propios de la semilla como son a-Tocoferol, y-Tocoferol, B-Caroteno, -

Criptoxantina.

4.4 Propiedades fisicoquimicas
Seguidamente se realiza un andlisis fisicoquimico detallado a fin de determinar la
densidad, indice de refraccion, indice de saponificacion, indice de yodo, indice de
acidez y el indice de peroxidos del aceite de las semillas de Cucurbita méxima Dutch

var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

4.4.1 Densidad
Se determin6 la densidad seglin indica el procedimiento 3.3.4.1. Realizando 3

ensayos por muestra como se observa en la Tabla N° 19 y 20.

TABLA N° 19
Determinacion de 1a densidad del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo (Zapallo)

Picnémetro vacio Volumen del Picnémetro + Densidad
(P1) picnémetro (mL) aceite (P2) (g) (g/mL)
9,148 10 18,482 0,933
9,148 10 18,487 0,934
9,148 10 18,490 0,934

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 20

Determinacion de la densidad del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Macre (Zapallo)

Picnémetro vacio Volumen del Picnémetro + Densidad
(P1) picnémetro (mL) aceite (P2) (g) (g/mL)
9,148 10 18,557 0,941
9,148 10 18,588 0,944
9,148 10 18,569 0,942

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla

N°21.
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TABLA N° 21
Tratamiento estadistico de la densidad del aceite de las semillas de Cucurbita

méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 0,934 0,942
Deviacion estandar 0,000 0,002
Minimo 0,933 0,941
Miéximo 0,934 0,944
Tamafio 3 3

P<0,05

La tabla N° 21, segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que la densidad del aceite de semilla de Cucurbita maxima Dutch var.

Zambo y var. Macre presento diferencias estadisticas significativas (P<0,05).

09

Densidad g/ml
=
Y]
(V8]
(=]

ZAMBO MACRE

Grafico N° 3.- Densidad del aceite de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

La densidad de los aceites es generalmente 0,910 - 0,920 a 25 °C; Mariano ha
encontrado densidades de 0,9183 + 0,01 a 0,9574 + 0,01 en el aceite de semilla de

Cucurbita spp. en el Grafico N° 3 se observa que la densidad del aceite de la semilla
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Cucurbita maxima Dutch var. Zambo fue de 0,934 g/mL y de la Cucurbita maxima
Dutch var. Macre fue de 0,942 g/mL.

4.4.2 Indice de refraccion
La determinacion del indice de refraccion se realizdé como se indica en 3.3.4.2.

Realizando 3 ensayos por variedad como se observa en la Tabla N° 22 y 23.

TABLA N° 22
Determinacion del indice de refraccion del aceite de las semillas de Cucurbita

méxima Dutch var. Zambo (Zapallo)

N° de ensayos indice de refraccion
1 1,4685
2 1,4678
3 1,4691

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 23
Determinacion del indice de refraccion del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Macre (Zapallo)

N° de ensayos Indice de refraccion
1 1,4711
2 1,4709
3 1,4709

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla

N° 24.
La tabla N° 24, segun la prueba de t student para muestras independientes se

concluye el indice de refraccion del aceite de semilla de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo y var. Macre presento diferencias estadisticas significativas (P<0,05).
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TABLA N° 24
Tratamiento estadistico del indice de refraccion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 1,4685 1,4710
Deviacion estandar 0,0007 0,0001
Minimo 1,4678 1,4709
Miéximo 1,4691 1,4711
Tamafio 3 3

P<0,05

El indice de refraccion nos indica la pureza de un aceite y los indices de refraccion
de las grasas y aceites mas importantes varian entre 1,466 y 1,484 a 20 °C.

Los indices de refraccion del aceite de la semilla de la var. Zambo fue de 1,4685 y de
la var. Macre fue de 1,4710, estos valores se encuentran en dentro del rango, como

muestra el grafico N° 3.

1,4710

1,4710 ~

1,4705 -

1,4700 -

1,4695 -

1,4685
1,4690 -

1,4685 -

Indice de refraccion

1,4680 -
1,4675 -

1,4670
Zambo Macre

Grifico N° 4.- indice de refraccion del aceite de las semillas de Cucurbita

méaxima Dutch var. Zambo y var. Macre
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4.4.3 indice de saponificacion
La determinacion del indice de saponificacion se realizd como se indica en 3.3.4.3.
El indice de saponificacion es el numero de miligramos de hidréxido de potasio
requeridos para neutralizar los acidos grasos resultantes de la hidrdlisis completa de
1 g de grasa o aceite. Se realiz6 3 ensayos por variedad como se observa en la Tabla

N° 25y 26.

TABLA N° 25
Determinacion del indice de saponificacion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (Zapallo)

Peso de muestra | Normalidad | Titulo blanco | Titulo muestra Indice (mg
(g) (meg/mL) (mL) (mL) KOH/g aceite)
2 0,5211 15,6 4,2 166,63
2 0,5211 15,6 4,2 166,63
2 0,5211 15,6 4,2 166,63

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 26
Determinacion del indice de saponificacion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Macre (Zapallo)

Peso de muestra | Normalidad | Titulo blanco | Titulo muestra Indice (mg
(g) (meg/mL) (mL) (mL) KOH/g aceite)
2 0,5211 15,6 2,5 191,48
2 0,5211 15,6 240 191,48
2 0,5211 15,6 2,3 194,40

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla N°
27.

La tabla N° 27, segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que el indice de saponificacion del aceite de las semillas de Cucurbita
maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) presentd diferencias estadisticas

significativas (P<0,05).
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TABLA N° 27
Tratamiento estadistico del indice de saponificacion del aceite de las semillas de

Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 192,46 166,63
Deviacion estandar 1,69 0,00
Minimo 191,48 166,63
Maximo 194,40 166,63
Tamano 3 3
P<0,05
192,46
195 -
190 -
=
2 185 1
S 180 -
'§_ 175 - 166,63
f 170 -
E 165 -
T 160 -
155 -
150
Zambo Macre

Grafico N° 5,- Indice de saponificacion del aceite de las semillas de Cucurbita

maxima Dutch var. Zambo y var. Macre

El indice de saponificacion es un dato muy importante para la elaboracion de
jabones; este dato nos sirve para determinar la cantidad de hidréxido de potasio para
producir jabon. En el grafico N° 5 el indice de saponificacion del aceite de la semilla
de la var. Zambo fue de 192,46 mg KOH/g aceite; es decir, se necesita 192,46
miligramos de KOH para saponificar 1 gramo de aceite, y de la var. Macre fue de
166,63 mg KOH/g aceite; es decir, se necesita 166,63 miligramos de KOH para

saponificar 1 gramo de aceite.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Al :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

Esta determinacion nos proporciona informacion del peso molecular aproximado de
los triglicéridos que componen el aceite, el valor del indice de saponificacion fue el
esperado para aceites de cadena mediana. Estos valores son similares al encontrado

por Shobba B que especifica un indice de saponificacion de 195 mg KOH/g aceite.

4.4.4indice de yodo
La determinacion del indice de yodo se realizdo como se indica en 3.3.4.4. El indice
de yodo es una medida del grado de insaturacion, definido como los gramos de yodo

absorbidos por cada 100 gramos de muestra.

El indice de yodo disminuye a medida que se oxidan las grasas ya que aumenta
cuantos mas dobles enlaces existen.

Debido a la carencia del reactivo de Wijs, las muestras fueron llevadas al Laboratorio
de Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria, dando valores de
50,76 g 1,/100 g de aceite para la var. Zambo y de la var. Macre fue de 49,5 g 1,/100
g de aceite.

El indice de yodo representa el estado de insaturacion de los acidos grasos que
componen el aceite, basandose en la adicion de halégenos a los dobles enlaces de

los acidos grasos insaturados, denotando presencia de acidos grasos insaturados.

50,76

o | 49,52

Zambo Macre

Grifico N° 6.- Indice de yodo del aceite de las semillas de Cucurbita méaxima

Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)
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4.4.5 indice de acidez
La determinacion del indice de acidez se realiz6 como se indica en 3.3.4.5. El indice
de acidez se define como los miligramos de hidroxido de potasio necesarios para
neutralizar los 4cidos libres presentes en un gramo de aceite. Se realizaron 3

ensayos por variedad como se observa en la Tabla N° 28 y 29.

TABLA N° 28
Determinacion del indice de acidez de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Zambo (Zapallo)

Peso de muestra Normalidad Titulo muestra fndice (%)
(2) (mol/L) (mL)
20 0,1006 1,2 0,34
20 0,1006 1,4 0,40
20 0,1006 1,4 0,40

Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 29

Determinacion del indice de acidez de las semillas de Cucurbita maxima Dutch

var. Macre (Zapallo)

Peso de muestra (g) Nifﬂmo?/l;fl)ad Titulo muestra (mL) | Indice (%)
10 0,1006 1,2 0,17
10 0,1006 1,3 0,20
10 0.1006 1,2 0,17

Fuente: Elaboracion propia

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla

N° 30.

La tabla N° 30, segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que el indice de acidez del aceite de las semillas de Cucurbita maxima
Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) present6 diferencias estadisticas

significativas (P<0,05).
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TABLA N° 30
Tratamiento estadistico del indice de acidez del aceite de las semillas de

Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 0,19 0,17
Deviacion estandar 0,02 0,01
Minimo 0,17 0,17
Miéximo 0,20 0,18
Tamafio 3 3

P<0,05

El indice de acidez del aceite de la semilla de la var. Zambo fue de 0,19 % y de la
var. Macre fue de 0,17 %. El indice de acidez aumenta a medida que el aceite
envejece, principalmente si éste es almacenado inadecuadamente, asi mismo es una
medida del grado de descomposicion del aceite y aumenta por accion de las lipasas
(no mas de 0.5%). La descomposicion se acelera por la luz y el calor. Como la
rancidez se acompana por la formacion de acidos grasos libres, la determinacion es
usada, con frecuencia, como indicacion general de la condicion y comestibilidad de
los aceites y las grasas. Por lo cual los resultados indican un bajo indice de acidez, es

decir, no hay rancidez.

0,19 -

0,19 -+

0,18 -

0,18 -

0,17

Indice de acidez

0,17 -+

0,16

Zambo Macre

Grifico N° 7.- indice de acidez del aceite de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)
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En el Grafico N° 7 el indice de acidez del aceite de la semilla de la var. Zambo fue

de 0,19 % siendo éste el que tiene un mayor indice de acidez y de la var. Macre fue
de 0,17 %.

4.4.6 Indice de peroxidos
La determinacion del indice de perdxidos se realizd como se indica en 3.3.4.6. El
indice de peroxidos se define como los miliequivalentes de perdxidos (oxigeno
activo) por kilogramo de aceite. Se realizdo 3 ensayos por variedad como se observa

en la Tabla N° 31y 32.

TABLA N° 31
Determinacion del indice de peréxidos de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Zambo (Zapallo)

Peso de Normalidad | Titulo de blanco | Titulo muestra | Indice (meq
muestra (g) (meg/mL) (mL) (mL) peroxido/Kg)
5 0,0962 0,2 0,8 11,54
5 0,0962 0,2 0,7 9,62
2 0,0962 0,2 0,8 11,54

Fuente: Elaboracion propia.

TABLA N° 32

Determinacion del indice de peréxidos de las semillas de Cucurbita maxima

Dutch var. Macre (Zapallo)

Peso de Normalidad | Titulo de blanco | Titulo muestra | Indice (meq
muestra (g) (meg/mL) (mL) (mL) peroxido/Kg)
5 0,0962 0,2 0,5 5,77
5 0,0962 0,2 0,5 5,77
5 0,0962 0,2 0,5 5,77

Fuente: Elaboracion propia.

Estos resultados se sometieron a pruebas estadisticas que concluyeron en la Tabla

N° 33.
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TABLA N° 33
Tratamiento estadistico del indice de peroxidos del aceite de las semillas de

Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Estadisticos ZAMBO MACRE
Media 10,90 5,77
Deviacion estandar 1,11 0,00
Minimo 9,62 5,77
Maximo 11,54 5,77
Tamafio 3 3

P<0,05

La tabla N° 33, segun la prueba de t student para muestras independientes se
concluye que el indice de peroxidos del aceite de la semilla Cucurbita méxima Dutch
var. Zambo y var. Macre (Zapallo) presentd diferencias estadisticas significativas
(P<0,05).
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2,00 A
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Grifico N° 8.- indice de peroxidos del aceite de las semillas de Cucurbita

méaxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)
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Asimismo el grafico N°8 muestra que el indice de peroxidos del aceite de la semilla
de la var. Zambo fue de 10,90 meq/Kg; y de la var. Macre fue de 5,77 meq/Kg;

siendo este el valor mayor.

El indice de perdxidos es una medida del estado de oxidacion de un aceite, se
forman en los puntos de insaturacion de las cadenas de carbonos de los acidos
grasos. Los resultados obtenidos son relativamente bajos en comparacion con otros
trabajos, Shobba B especifica un indice de perdxidos de 14 meq/Kg aceite y

Mohammed, indicé 0,85 meq/Kg aceites.

4.5 Determinacion de los acidos grasos libres
Se realiz6 la identificacién y cuantificacion de los 4cidos grasos insaturados libres
presentes en el aceite de semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var.

Macre, como se describe en el Capitulo 3.3.5.

4.5.1 Curva de calibracion de los estandares
Se elabord una curva de calibracion a partir de concentraciones de 100, 150, 200, 250
y 300 ppm de una solucién Stock de 1000 ppm de los estdndares de é4cido o-
linolénico, acido linoleico y acido oleico, obteniéndose datos del area como se

muestra en la tabla N° 34.

TABLA N ° 34
Datos del area de los acidos grasos y la concentracion para la curva de
calibracion
CONCENTRACION | Acido. Acido - Acido
(ppm) a-Linolenico | Linoleico Oleico
PP (©3) (© 6) (©9)
100 24829400 11411360 522124
150 36253005 16347547 | 1442913
200 48223994 22289807 | 2138859
250 60440055 28607368 | 3000170
300 70861864 34980978 | 3947661
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Con los datos de la Tabla N° 34 se elabor6 la curva de calibracidon de los estandares

de acido a-linolénico, acido linoleico y acido oleico.

Acido a-Linolenico (w 3)

80000000
60000000
1)
£ 40000000
20000000 y = 232504x+ 2E+06
R2 =0,9994
0
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracién (ppm)

Grafico N° 9.- Curva de calibracién del Acido a- linolénico

Acido Linoleico (w 6)
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Grifico N° 10.- Curva de calibracion del Acido linoleico

Acido Oleico (w 9)

5000000
4000000
$ 3000000
= 2000000 ¥ =16817x- 1E+06
1000000 R? =0,9977
0]
0] 100 200 300 400

Concentracién (ppm)

Grafico N° 11.- Curva de calibracion del Acido oleico
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Por regresion lineal, se obtuvo el coeficiente de determinacion , R? igual a 0,994 para

el acido a- linolénico (Grafico N° 9), 0,9976 para el acido linoleico (Grafico N° 10)

y 0,9977 para el acido oleico (Grafico N° 11), es decir, que hay una buena asociacion

lineal entras la variables ya que es cercano a 1.

4.5.21dentificacion y cuantificacion de los acidos grasos libres

La identificacion de los acidos grasos insaturados libres (acido a-linolénico, acido

linoleico y 4cido oleico), se realizo comparando el tiempo de retencion del pico en el

analisis cromatografico de cada muestra, con el tiempo de retencion del cada

estandar, bajo las mismas condiciones cromatograficas. En la Tabla N° 35 se

muestran los tiempos de retencion de cada acido graso insaturado.

TABLA N ° 35

Tiempo de retencion para la identificacion de los 4dcidos grasos por HPLC

Compuesto

Formula

Tiempo de

retencion

Acido a-
linolénico

(C18:3)

—OH

02 min 09

Acido
linoleico

(C18:2)

WM—DH

04min 00

Acido oleico

(C18:1)

N N T N = T T T e 0

06 min 00

Con los datos de la tabla N° 37 se obtuvieron las concentraciones de 0,28 mg/mL de

acido o- linolénico, 1,28 mg/mL de 4cido linoleico y < a 0,1 mg/mL de 4cido oleico

para la var. Macre y 0,34 mg/mL de acido a- linolénico, 1,08 mg/mL de é4cido

linoleico y < a 0,1 mg/mL de acido oleico para la var. Zambo.
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TABLA N ° 36
Relacion del promedio de las areas obtenidas y la concentracion de los aceites

de semilla de Cucurbita méxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Var. Zambo Var. Macre

Acidos Grasos Area X ppm Area X ppm

Acido a-Linolénico (o 3) 5989658 17,16 5303421 14,21

Acido Linoleico (o 6) 5432910 54,15 |6600662,5| 63,98

Acido Oleico (®9) 0 0 0 0

4.6 Evaluacion de la presencia de cucurbitacina
Con el fin de identificar cualitativamente la cucurbitacina del aceite de las semillas
de Cucurbita maxima Dutch var. Macre var. Zambo y var. Macre (Zapallo), se

procedio al analisis por cromatografia en capa fina a partir de los extractos obtenidos

descritos en el Capitulo 3.3.

Rf=0,65

Rf=0,40
Rf=0,20
Rf=0,14

Figura N° 18.- Placa cromatografica revelada con VP del extracto del aceite de las

semillas de Cucurbita méaxima Dutch var. Zambo
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Rf=0,62

Rf= 0,49

Rf=0,33

Rf= 0,27
Rf= 0,12

Figura N° 19.- Placa cromatografica revelada con VP del extracto del aceite de las

semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Macre

La Figura N° 18 y 19 muestran la presencia diferentes cucurbitacinas en la placa

cromatografica observada a 366nm

El revelado cromatografico indicd que todas las muestras contienen cucurbitacinas,
vistas de color azul-violeta con reactivo VP; la identificacion de éstas se realizaron

con las referencias del factor de retencion (Rf) mostrados en la Tabla N° 37.

TABLA N° 37
Factor de retencion de las Cucurbitacinas L, I, E y B.

Tipo de | Cucurbitacina | Cucurbitacina
cucurbitacina glucosilada agliconada

L Rf~0,14 Rf ~0,67

I Rf~0,16 Rf~0,7

E Rf ~0,29 Rf~0,72

Rf ~0,29 Rf~0,9

Los resultados expresados en el Tabla N° 38 nos indican los valores de los Rfs

identificados en las placas cromatogaficas, siendo sélo encontrada la Cucurbitacina L
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en la Var. Zambo y Var. Macre en forma glucosilada (Rf ~0,14) y forma libre (Rf
~0,67).
TABLA N° 38
Determinacion del Factor de Retencion (Rf) de los extracto de aceite de las

semillas de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo)

Célculos de Rf | Compuesto identificado Color (vis)
0,14 Cucurbitacina L glucosilado Azul violeta
Var Ze 0,20 N.I Azul violeta
0,40 N.I Azul violeta
0.65 Cucurbitacina L libre Azul violeta
0,12 Cucurbitacina L glucosilado Azul violeta
0.27 N.I Azul violeta
Var.Macre |0,33 N.I Azul violeta
0,49 N.I Azul violeta
0,62 Cucurbitacina L libre Azul violeta

4.7 Evaluacion del efecto antibacteriano
4.7.11dentificacion de las cepas en estudio
De acuerdo al procedimiento descrito en 3.3.7.2 se pudieron identificar las cepas en
estudio los resultados para Escherichia coli fueron: TSI= A/A + - ; LIA: K/K ;
INDOL:POSITIVO y para Shigella flexneri: TSI: K/A - -; LIA: K/A; INDOL:
NEGATIVO como se ve en la Figura N° 20.

4.7.2Evaluacion del método de dilucion en caldo
De acuerdo a la parte experimental por el método de dilucion en caldo descrito en
3.3.8.1 no se observo efecto antibacteriano contra Escherichia coli y Shigella flexneri
del aceite de las semillas de Cucurbita méxima Dutch var. Macre y var. Zambo
(Zapallo), por lo cual hubo crecimiento en toda la placa como se describe en la Tabla
N° 39 y 40, denotando el signo positivo (+) como crecimiento bacteriano y negativo
(-) como ausencia de crecimiento bacteriano frente a las diferentes cantidades de

aceite de 100, 200, 400 y 800 ul.
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Figura N° 20.- Resultados de las pruebas bioquimicas para Escherichia coli (A) y
para Shigella flexneri (B)

4.7.3Evaluacion del método hoyo-placa
De acuerdo a la parte experimental por el método hoyo-placa descrita en 3.3.8.2 no
se observo efecto antibacteriano contra Escherichia coli y Shigella flexneri del aceite
puro de las semillas de Cucurbita méxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo),
después de las 24 horas de incubacion. La tabla N° 41 y la Figura N° 21 resumen los
resultados, denotando el signo positivo (+) como crecimiento bacteriano y negativo
(-) como ausencia de crecimiento bacteriano frente a las diferentes cantidades de

aceite de 10, 20, 30,40y 70 ul.

TABLA N° 39
Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite contra Escherichia coli por el

método de dilucion en caldo.

Escherichia Coli

Cantidad de aceite (ul) 100 200 400 800
Crecimiento

+ /- + + + +
bacteriano
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TABLA N° 40
Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite contra Shigella flexneri por el

método de dilucion en caldo.

Shigella flexneri
Cantidad del aceite (ul) 100 200 400 800
Crecimiento
+ /- + + + +
bacteriano
TABLA N° 41

Prueba con aceite puro a diferentes cantidades para Escherichia coli y Shigella
flexneri con el método del hoyo-placa.
PRUEBA CON ACEITE PURO EN

HOYO PLACA

Aceite (ul) 10 20 30 40 70
Escherichia coli + + + + +
Shigella flexneri + + + + 4

Figura N° 21. Resultados después de la incubacion de 24 horas del aceite de
Cucurbita méaxima Dutch var. Macre y var. Zambo (Zapallo) contra Escherichia coli
y Shigella flexneri.
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4.7.4Evaluacion del método de susceptibilidad de difusion en

discos. (Kirby — Bauer)
De acuerdo al procedimiento descrito en 3.3.8.2, luego de la incubacion de las placas
por 24 horas, en las Figuras N° 22 y 23 se observo los diferentes halos de
susceptibilidad de las cepas de Escherichia Coli y Shigella flexneri a todos los

farmacos.

La Tabla N° 42 y 43 resumen los resultados obtenidos, denotando la letra S como
susceptible, es decir, se observo un efecto positivo de los farmacos con el fin de
ratificar que las cepas bacterianas obtenidas del Hospital Honorio Delgado no son

resistentes.

Figura N°22.- Resultados de susceptiblidad para Escherichia Coli
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Figura N°23.- Resultados de susceptiblidad para Shigella flexneri

TABLA N° 42

Resultado de las pruebas de susceptibilidad frente a Escherichia coli

Acido nalidixico

Amikacina

Gentamicina

Trimetropina

Norfloxacino

Nitrofurantoina

Astreonianazeta

Ceftazidima

Ciprofloxacino

| \nnl L LYl L1 LYl L1 vl Lrn v

Ceftriaxona
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TABLA N° 43
Resultado de las pruebas de susceptibilidad frente a Shigella flexneri

T e

Amikacina

Trimetropina

Acido Nalidixico

Furoxona

Norfloxacino

Ciproploxacino

Amoxilina

Acido Clavulanico

Levofloxacino

| Ll L Y Yl vun LYnl Yn LYl W

Cefotaxima
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES

PRIMERO.- Se extrajo el aceite de las semillas Cucurbita maxima Dutch
obteniéndose un rendimiento de 27,18 % de la var. Zambo y 25,08% de la var.Macre

por el método de extraccion Soxhlet y utilizando diclorometano como solvente.

SEGUNDO.- Se evaluaron las propiedades organolépticas del aceite extraido de
Cucurbita méxima Dutch, como olor: sui géneris, sabor: caracteristico y
consistencia: densa, resultando similares en la var. Zambo y var. Macre; el color de
la var. Zambo fue verde-ladrillo y de la var. Macre verde-rojizo. Las caracteristicas
fisicoquimicas de la var. Zambo y var. Macre fueron: densidad 0,933 g/mL y 0,941
g/mL; indice de refraccion 1,468 y 1,471; indice de saponificacion 192,46 mg
KOH/g y 166,63 mg KOH/g; indice de yodo 51,053 g 12/100g aceite y 49,520 g
12/100g aceite; indice de acidez 0,19 % y 0,17 %; indice de peroxidos 10,90 meq

peréxido/Kg aceite y 5,77 meq perdxido/Kg aceite, respectivamente de cada una.
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TERCERO.- Se identifico y cuantifico los acidos grasos insaturados libres del aceite
de semilla de Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, se obtuvieron las concentraciones de 0,34
mg/mL y 0,28 g/mL de acido a- linolénico; 1,08 mg/mL y 1,28 mg/mL de acido
linoleico, respectivamente de cada una, el acido oleico se encontrd en

concentraciones < a 0,1 mg/ml en las dos variedades.

CUARTO.- Se evalu¢ la presencia de cucurbitacina en el aceite de las semillas de
Cucurbita maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo) por Cromatografia en
Capa Fina, siendo el tipo Cucurbitacina L encontrada en las dos variedades var.

Zambo y var. Macre en forma glucosilada (Rf ~0,14) y forma libre (Rf ~0,67).

QUINTO.- Se evaluo el efecto antibacteriano del aceite de semilla de Cucurbita
maxima Dutch var. Zambo y var. Macre (Zapallo), dando resultados negativos para
Escherichia coli y Shigella flexneri utilizando el método de dilucion en caldo
denotando un 100% de crecimiento bacteriano en todas las concentraciones, al igual

la prueba de aceite puro en el método de hoyo-placa.
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CAPITULO VI:
RECOMENDACIONES

- Los resultados sobre la determinacion cualitativa de las cucurbitacinas dan inicio
a realizar mas estudios sobre los tipos de cucurbitacinas y su relacion con el
efecto antibacteriano.

- Evaluar el rendimiento del aceite con diferentes solventes, que sean menos
toxicos y de facil acceso.

- Utilizar otros métodos de extraccion y escoger el mas Optimo para evaluar la
presencia de cucurbitacinas.

- Trabajar con otras bacterias del tipo Gram positivas y Gram negativas.
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ANEXO 1

Corrida cromatografica del aceite de la semilla Cucurbita méxima Dutch var. Zambo
(Zapallo)
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— DAPROYECTOS HPLC\Control de Calidad\Data\acidos omegaimuestrasimacre zambo AG 004 16-02-2013 12-14-48 p.m.dat, 1: 205 nm, 1 nm

Corrida cromatografica del aceite de la semilla Cucurbita maxima Dutch var. Zambo
(Zapallo)
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ANEXO 2

Corrida cromatografica del aceite de la semilla Cucurbita maxima Dutch var. Macre
(Zapallo) por HPLC
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— DAPROYECTOS HPLC\Control de Calidad\Data\acidos omega'\muestras\imacre zambo AG 001 16-02-2013 11-40-09 a.m..dat, 1: 205 nm, 1 nm

Corrida cromatografica del aceite de la semilla Cucurbita méxima Dutch var. Macre
(Zapallo) por HPLC
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ANEXO 3

Corrida cromatografica de los estandares de acido a-linolénico, acido linoleico y

acido oleico por HPLC
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ANEXO 4

Fotografia: Cucurbita maxima Dutch var. Zambo (A) y var. Macre (B) (Zapallo)
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