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RESUMEN

Introduccioén: la semilla de calabaza se ha estudiado y utilizado en el tratamiento
de enfermedades parasitarias, hipertrofia benigna prostatica, cistitis y como
hipoglicemiante. Sin embargo, se desconocen investigaciones que refieran el uso de
la semilla de calabaza y sobre todo de los fitoesteroles y escualeno como elementos
hipocolesterolémicos en humanos.

Objetivo: determinar el contenido de fitoesteroles y escualeno de cinco variedades
de semilla de calabaza para su posible uso como hipocolesterolémicos en humanos.
Métodos: se estudiaron semillas de calabaza de dos especies, Cucurbita maxima y
Cucurbita moschata, de Cuba y México de las variedades Fifi, Marucha, INIVIT C-
88 (cubanas), Chata y Tapatia (mexicanas), se determiné el perfil de fitoesteroles
(beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol y estigmastenol) y escualeno mediante
cromatografia gas-liquido.

Resultados: el contenido de extracto etéreo y grasa verdadera en las semillas
oscil6é entre 331,5y 346; 307 y 336 g/kg, respectivamente. La variedad fifi
(Cucurbita moschata) presentd el mayor contenido de material insaponificable
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(35,0 g/kg), mostro diferencias significativas (p< 0,001) con las demas variedades
y superior a las semillas oleaginosas convencionales. La concentracién de escualeno
y beta-sitosterol resultd superior en la variedad marucha (Cucurbita moschata)
(40,27 y 202,59 mg/100 g), que indico6 diferencias significativas (p< 0,001) con las
restantes variedades. Las variedades chata y marucha presentaron el mayor
contenido de campesterol (50,08 y 49,31 mg/100 g, respectivamente), asi como la
marucha encontré la mayor concentracion de stigmasterol y estigmastenol (1,75y
28,63 mg/100 g), ademas, los contenidos resultaron superiores a los alimentos
vegetales frecuentes en las dietas.

Conclusiones: los resultados obtenidos en la concentraciéon de los fitoesteroles y
escualeno en las variedades analizadas, sugieren el estudio de la semilla de
calabaza como posible hipocolesterolémico en humanos.

Palabras clave: semilla de calabaza, variedades, fitoesteroles, escualeno,
hipocolesterolemia, Cucurbita maxima, Cucurbita moschata.

ABSTRACT

Introduction: the pumpkin seed has been studied and used in the treatment of
parasitic diseases, benign prostatic hypertrophy, cystitis and as hypoglycemic
substance. However, the research concerning the use of pumpkin seeds and
especially the sterols and squalene as hypocholesterolemic elements in humans is
unknown.

Objective: to determine the phytosterol and squalene content of five varieties of
pumpkin seeds for their potential use as hypocholesterolemic compounds in
humans.

Methods: the pumpkin seeds from two species called Cucurbita maxima and
Cucurbita moschata from Cuba and Mexico were studied. The varieties were Fifi,
Marucha, INIVIT C-88 (Cuban), Tapatia and Chata (Mexican) for which the profile of
phytosterols (beta-sitosterol, campesterol, stigmasterol and stigmastenol) and the
squalene were determined using gas-liquid chromatography.

Results: the content of ethereal extract and real fat in the seeds ranged 331.5 to
346, and 307 to 336 g/kg, respectively. The variety Fifi (C. moschata) had the
highest content of unsaponifiable material (35.0 g/kg) and showed significant
differences (p< 0.001) compared with other varieties and above that of
conventional oilseeds. The squalene, and beta-sitosterol concentration was higher
Marucha (Cucurbita moschata) (40.27 and 202.59 mg/100 g), indicating significant
differences (p< 0.001) compared with other varieties. Marucha and Chata varieties
exhibited the highest campesterol content (50.08 and 49.31 mg/100 g,
respectively), and the Marucha evidenced the largest concentration of stigmasterol
and stigmastenol (1.75 and 28.63 mg/100 g); additionally, the amounts contained
were above those of the common vegetable food in the diet.

Conclusions: the results in phytosterol and squalene concentrations achieved in
the studied varieties suggested that the pumpkin seeds be studied as a possible
hypocholesterolemic substance for humans.

Key words: pumpkin seed, varieties, phytosterols, squalene, hypocholesterolemia,
Cucurbita maxima, Cucurbita moschata.
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INTRODUCCION

Desde la época precolombina se consumen las nutritivas semillas de calabaza por el
hombre, aunque en muchos paises, como Cuba, increiblemente no se emplea la
semilla para el consumo humano, ni animal, desperdiciando de 15 000 a 24 000 t
de semilla seca, que aportan alrededor de 5 100 a 8 160 kg de aceite/hectarea,
muy cotizado en el mercado internacional con precios superiores a 30 €/L."

Por las cualidades nutricionales de la semilla de calabaza con méas de 300 g/kg de
proteina bruta, y mas de 320 g/kg de grasa, también con nutrientes esenciales
como los acidos grasos esenciales, fitoesteroles, escualeno, aminoacidos, vitaminas
y minerales esta semilla se considera un nutracéutico recomendable para los
humanos.?”’

El colesterol es un lipido esencial para los humanos, no obstante la cantidad y
proporciéon del colesterol en las dietas humanas ha aumentado, lo cual provoca una
mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes y arteriosclerosis;® la
busqueda de variantes naturales para reducir el colesterol es premisa futura para
los especialistas.

Los fitoesteroles son sustancias disueltas en grasa, considerados el principal
nutriente hipocolesterolémico, pueden protegen el sistema cardiovascular, al inhibir
la absorcion intestinal del colesterol, tanto el dietario como el biliar, sin modificar
los niveles de las lipoproteinas de alta densidad (LAD); impide la reesterificacion del
colesterol a nivel de la actividad de la acetil-colesterol-acil transferasa (ACAT);
aumentan la actividad y la expresién del transportador tipo ABC al acelerar el flujo
de colesterol desde las células intestinales al lumen intestinal.*°

El escualeno, un terpero hipocolesterolémico detectado en el material
insaponificable de las semillas oleaginosas y grasa animal, precursor del colesterol
y otros esteroles, al que se le atribuyen propiedades antioxidantes y
cardioprotectoras, puede reducir colesterol esterificado
(ciclopentanopenhidrofenantreno), mediante la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LBD) en sangre.®

La semilla de calabaza se ha estudiado y utilizado en el tratamiento de
enfermedades parasitarias, hipertrofia benigna prostatica, cistitis y como
hipoglicemiante.?” Sin embargo, se desconocen investigaciones que refieran el uso
de la semilla de calabaza y sobre todo del material insaponificable (fitoesteroles y
escualeno) como elemento hipocolesterolémico en humanos.

El objetivo del presente trabajo se bas6 en determinar el contenido de fitoesteroles
y escualeno de cinco variedades de semilla de calabaza para su posible uso como
hipocolesterolémicos en humanos.

METODOS
Toma de muestras

Se tomaron muestras de semillas de calabaza de 2 especies Curcubita maxima
Duchesne y C. moschata Duchesne de Cuba y México, de las variedades Fifi (C.
moschata de Cuba), Marucha (C. moschata de Cuba), INIVIT C-88 (C. maxima de
Cuba), Tapatia (C. moschata de México) y Chata (C. maxima de México). Se tomo
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en cuenta que las semillas de calabaza tuvieran el mismo tiempo de almacenaje
(12 meses), sin tratamiento quimico, fisico o biolégico.

Andlisis quimico de las semillas de calabaza

El contenido de extracto etéreo, grasa verdadera, material insaponificable, perfil de
fitoesteroles y escualeno se determinaron en los laboratorios del Centro Tecnolégico
y Asistencia del Estado de Jalisco (CIATEJ), México. Todos los analisis se realizaron

por quintuplicado.

Extraccion de los lipidos

La extraccion de los lipidos de las semillas de calabaza se realizé mediante el
empleo de un extractor Soxhlet. Para garantizar una adecuada condensacion se
empled una corriente de agua fria. Se utilizo éter etilico anhidrido como solvente y
se regulé la temperatura a 47 ©C. El tiempo de extraccion fue aproximadamente de
4 h. Para eliminar el éter etilico anhidrido residual en las muestras, se utilizé un
rotavapor Heidolph, con temperatura regulada a 38 °©C, presion a 5 mmHg y
velocidad de 90 a 100 rpm. Por ultimo, las muestras se colocaron en una campana
de extraccion de solventes en hornillas a 38 °C.**

Saponificaciéon de la muestra

Se pes6 1 g de muestra en un matraz de fondo plano, posteriormente se agregaron
50 mL de solucién metandlica de KOH 2 M y se sometid a ebullicion suave (55-60
©C) durante 60 min.

Extraccién de materia insaponificable

La solucién obtenida en el punto anterior se coloc6é en una pera de decantacién, a la
cual se le agregaron 50 mL de agua destilada y 40 mL de éter. La soluciéon se dej6
reposar hasta la separaciéon de fases, esta técnica se repitioé tres veces conservando
las fracciones etéreas.

Las fases etéreas obtenidas se mezclaron en una pera de decantacién, se lavaron
las muestras obtenidas con 50 mL de agua destilada en 5 ocasiones. Una vez
obtenido un extracto concentrado, la muestra se introdujo en una estufa a 100 °C
durante 15 min, seguido se cuantificé por diferencia de pesos la cantidad de
materia insaponificable obtenida.*?

Derivatizacion de la materia insaponificable

La materia insaponificable obtenida en la etapa anterior, es diluida en una pequefa
cantidad de solvente y trasvasada a un tubo de ensayo, para después someter a
secado con corriente de nitrégeno.
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Se prepar6 del reactivo silante (TMS), en un tubo de vidrio mediante la mezcla de
hexametildisilazano como ingrediente activo, triclorometilsilano como catalizador y
piridina como solvente en proporcién 2:1:10.

El contenido de fitoesteroles y escualeno fue determinado mediante un
cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 (Palo Alto Ca.), equipado con detector
de ionizacién de flama, automuestreador HP 6890 series y una columna HP-5 (30 m
x 0,32 mm ID x 0,25 mm espesor de pelicula). La identificacidén y cuantificacion se
realizé por comparacion con el tiempo de retencién del estandar, calculando la
concentracion por comparacién con el area generada por los estandares en
soluciones: estigmasterol y a-sitosterol en concentracion de 1 mg/mL y para
campesterol de 0,017mg/mL.*3

Analisis estadisticos

Los datos se procesaron mediante analisis de varianza de clasificacién simple en un
disefio totalmente aleatorizado, se utilizé la prueba de Anova para la comparacion
de medias. Antes de realizar el analisis de varianza se procedi6 a verificar la
normalidad de los datos™*y la uniformidad de la varianza®®, segun el software
estadistico SPSS version 12.0. En los casos necesarios se empleé una comparacion
multiple de medias a posteriori.*®

RESULTADOS

Las variedades Tapatia (C. moschata) e INIVIT C-88 (C. maxima) mostraron el
mayor contenido de extracto etéreo (EE) y grasa verdadera (GV); se detectaron
diferencias significativas (p< 0,001) con las demdas variedades, la variedad Chata
present6 el mas bajo contenido.

El material insaponificable de las cinco variedades de semilla de calabaza se
observa en la tabla 1. La variedad Fifi difirié significativamente (p< 0,001) para el
resto de los tratamientos, con contenidos superiores; la variedad Tapatia present6
el contenido més bajo y las variedades cubanas mostraron concentraciones
superiores a las variedades mexicanas.

Tabla 1. Caracteristicas de la grasa de cinco variedades de semilla de calabaza {base hameda)

Cucurhita mochata Curcurbita maxima
Indicadores {g/kqg) Fifi Marucha | Tapatia | INIYIT C-88 Chata EE v significacion
Extracto etérea 342,0b | 335,8¢ | 345,32 342, 1b 331, 54 O, ap
Grasa verdadera 307« 304, 7* 336, 12 a11,gb a0g, 1be 1,42%+*
Material insaponificable | 35,02 31,19 21,0% 34,7k 34,0° 0,06%**

abede; medias con letras diferertes en la misma fila difieren a p=< 0,05 (Duncan, 1955) *: p< 0,05, ***: p< 0,001,

El perfil de fitoesteroles mostr6 diferencias significativas (p< 0,001) para todas las
variedades estudiadas (tabla 2). La variedad Marucha mostré las mayores
concentraciones de beta-sitosterol, campesterol, estigmasterol y estigmastenol. Las
variedades Tapatia e INIVIT C-88 mostraron diferencias significativas (p< 0,001)
en el contenido de beta-sitosterol con respecto a las variedades Fifi y Chata. Las
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variedades Chata y la Marucha presentaron las concentraciones mas altas de
campesterol.

Tabla 2. Contenido de fitoesteroles de cinco variedades de semilla de calabaza (Curcurbits moschata
y Curcurbita maxima) (base hdmeda)

Cucurbita moschats Cucurbita maxina
Indicadores {mg/100 g} Fifi Marucha | Tapatia | INIWIT C-88 | Chata | EE vy significacion
Beta-sitosterol 77,048 | 202,592 | 166,400 162, 14¢ 95,114 1,23%**
Campesteraol 38,754 40,314 44,2 4b 42, 06" Eo,0E4 0,EO5*™**
Estigmasteral 0,933 1,754 1,607¢ 1,680 1,214 0,015 **
Estigmastenal 13,17#= 28,632 25,89¢ 27,23b 18,204 0,317%**

abede: medias con letras diferertes en la misma fila difieren a p< 0,05 (Duncan, 1955) ***: p< 0,001,

La mayor concentraciéon de escualeno fue detectada (fig.) en la variedad Marucha,
que resulto la de mejor balance en el perfil de fitoesteroles y escualeno; presenté
diferencias significativas (p< 0,001) con las variedades Fifi, INIVIT C-88, Chata y
Tapatia.

40,27

34,71

21,14

13,98°
10,97

Marucha IMIVIT C-88 Chata Tapatia

Fig. Contenido de escualeno en cinco variedades de semilla de calabaza {g/100 g).

DISCUSION

El contenido de extracto etéreo (EE) en las variedades analizadas es excelente
(335,8 a 346,5 g/kg), comparada con las semillas de lino (310 a 330 g/kg), chia
(300 a 321 g/kg) y canola (343 a 382 g/kg),*"*° ademas, superior a otras semillas
como algodén (201 a 262 g/kg) y soya (171 g/kg), respectivamente. El alto
contenido de extracto etéreo en las semillas de calabaza podria estar asociado a
una elevada concentraciéon de material insaponificable, vitaminas liposolubles,
acidos grasos, beta-carotenos y fitoesteroles.

El material insaponificable de las grasas de las semillas de calabaza (21,0 a 35,0
g/kg) (tabla 2) mostré porcentajes superiores a los valores encontrados en los
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aceites de girasol (12 g/kg), algodén (10,8 g/kg), cartamo (12,3 g/kg) y alazor (15
g/kg).%° Esto permite valorar los compuestos solubles en grasas contenidas en las
semillas de calabaza, como esteroles, escualeno y pigmentos. Es importante referir
que el valor encontrado para el material insaponificable en las variedades
analizadas supera a los aceites mas frecuentes utilizados en la alimentacion
humana y animal.

En las variedades de semillas de calabaza analizadas (excepto la Fifi y Chata), los
fitoesteroles contienen porcentajes superiores (238,13 a 289,28 mg/100 g), al
aceite de soya (221 mg/100 g), aceite de oliva (176 mg/100 g), maiz (70 mg/100
g) y trigo (69 mg/100 g).° El aceite de algas (156,26 mg/100 g) posee un
porcentaje de beta-sitosterol inferior a las variedades Marucha (202,59 mg/100 g),
Tapatia (166,40 mg/100 g) e INIVIT C-88 (162,14 mg/100 g).?* A pesar de que la
variedad Fifi presentd el mayor contenido de extracto etéreo y material
insaponificable, se encontrd la menor concentracion de fitoesteroles, lo contrario
ocurre con la variedad tapatia. Asimismo se observa que las variedades cubanas
presentan un mayor contenido de esteroles, excepto de campesterol.

Segun el Scientific Committee on Food (SCF)*? se considera aceptable que un
alimento contenga de forma relativa de 30 a 65 % de beta-sitosterol, 10 a 40 % de
campesterol, de 6 a 30 % de estigmasterol y estigmastenol y 5 % de otros
fitoesteroles. La Marucha contiene de beta-sitosterol 71 %, campesterol 17 %,
estigmasterol y estigmastenol 10,76 %; las variedades restantes contienen 58 a 69
% de beta-sitosterol, 19 a 30 % de campesterol, de 10,85 a 12,40 % estigmasterol
y estigmastenol. Los datos en la tabla 2 muestran que los valores se encuentran
dentro del rango indicado por ese organismo. Cabe aclarar que el beta-sitosterol
encontrado en la Marucha es superior a lo indicado por el organismo internacional.

Los esteroles vegetales encontrados en las variedades de semilla de calabaza se
absorben solo 0,3 y 3,5 %, no obstante, pueden disminuir el colesterol tanto
enddgeno como exdgeno; al ser mas hidrofébicos que el colesterol, pueden
desplazarlo de las micelas de absorcién, lo que conduce a una disminucién de la
absorcion de colesterol por competencia,®*2° ademas, reducen la tasa de
esterificacion del colesterol en el enterocito, al disminuir la cantidad de colesterol
exportado a la sangre en forma de quilomicrones y aumentar su futura excreciéon.?®
Teniendo cuenta estos resultados la semilla de calabaza puede ser considerada un
nutracéutico capaz de contribuir a la disminucidon de colesterol en los humanos.

Las semillas oleaginosas y aceites contienen entre 3 y 30 mg/100 g de escualeno,
las variedades Tapatia (31,14 mg/100 g), INIVIT C-88 (34,71 g/100 g) y Marucha
(40,27 mg/100 g) sobrepasan el rango de referencia;?’ la concentracion del terpeno
en esas semillas puede contribuir a disminuir el colesterol total, al inhibir la
actividad de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa que sintetiza el
colesterol en el higado,?® ademas colateralmente aumentan las lipoproteinas de alta
densidad (LAD) que eliminan el colesterol y lo transporta desde la red vascular
hasta el higado.*2°3° Asimismo las variedades cubanas fueron favorecidas en la
concentracion de escualeno con respecto a las variedades mexicanas.

Los resultados obtenidos en la concentracion de los fitoesteroles y escualeno en las
variedades estudiadas permiten recomendar la semilla de calabaza para uso
humano, como posible reductor hipocolesterolémico.
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