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Resumen

El proposito de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante en extractos de semillas de cuatro
variedades de Cucurbita spp: Tetsukabuto, un hibrido entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.
(“zapallo japonés™); C. mixta Pangalo (“calabaza rayada™); C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne
ex Poir. (“coreanito”) y C. maxima Duchesne (“calabaza plomo™) con respecto a su contenido de fenoles
totales y flavonoides. Se obtuvieron extractos de polaridad decreciente utilizando los siguientes solventes:
agua acidificada, metanol, acetona y acetato de etilo; los fenoles totales y los flavonoides se cuantificaron
con el método de Folin-Ciocalteu, y el de formacion de complejos con AICI, al 5 % respectivamente. Para
determinar la actividad antioxidante de los extractos se utilizo la técnica de decoloracion del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH"). El contenido de fenoles totales fue: Tetsukabuto (165,48 = 0,94); C. mixta
Pangalo (293,07 + 6,86); C. moschata (118,79 £ 3,72); C. maxima Duchesne (194,91 £ 7,51) (umol GAE/g
de extracto). Los valores de flavonoides oscilaron entre (32,18 = 1,39) y (96,63 £ 1,14) mg de quercetina/g
de extracto. La actividad antioxidante expresada como concentracion inhibidora media (IC50) mostré los
siguientes resultados: Tetsukabuto (117,69 £ 5,81), C. mixta Pangalo (77,75 + 3,64), C. moschata (110,67 +
1,70), C. maxima Duchesne (87,39 + 8,64) (mg/ml). Un andlisis unidireccional de varianza mostrd que hay
diferencias significativas (p < 0,05) entre las variedades estudiadas. De los resultados obtenidos se observa
una clara relacion entre el contenido de fenoles totales y flavonoides con actividad antioxidante. C. mixta
Pangalo fue la variedad que mostr6 mayor actividad antioxidante, que puede ser considerada fuente de
antioxidantes naturales para producir un efecto benéfico para la salud.

Relationship between antioxidant activity and total phenolic
and total flavonoid contents in Cucurbita spp seeds

Summary

The purpose of this study was to determine the antioxidant activity in seed extracts of four varieties from
Cucurbita spp: Tetsukabuto, a hybrid between C. moschata and C. maxima Duchesne ex Lam. (“zapallo
japonés); C. mixta Pangalo (“calabaza rayada”); C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir.
(“coreanito”), and C. maxima Duchesne (“calabaza plomo”) in relation to total phenolic and total flavonoid

Palabras clave: actividad antioxidante - semillas - calabaza.
Key words: antioxidant activity - seeds - pumpkin.

19



Valenzuela y col.

contents. Extracts of decreasing polarity were obtained using the following solvents: acidified water, metha-
nol, acetone, and ethyl acetate, the total phenols and flavonoids were quantified by the Folin-Ciocalteu and
complexation with AICI, to 5% respectively. To determine the antioxidant activity of extracts free radical
2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) bleaching technique was used. Total phenolic content was: Tetsuka-
buto (165.48 £ 0.94); C. mixta Pangalo (293.07 = 6.86); C. moschata (118.79 &+ 3.72); C. maxima Duchesne
(212.87 £ 7.51) (umol GAE/g of extract). Flavonoid values ranged from (32.18 + 1.39) and (96.63 + 1.14)
quercetin mg/g of extract. Antioxidant activity expressed as median inhibitory concentration (IC50) showed
the following results: Tetsukabuto (117.69 + 5.81), C. mixta Pangalo (77.75 + 3.64), C. moschata (110.67
+ 1.70), C. maxima Duchesne (87.39 + 8.64) (mg/ml). A one-way analysis of variance showed significant
differences (p < 0.05) among the studied varieties. Results obtained show a clear relationship between the
content of total phenols and total flavonoid with antioxidant activity. C. mixta Pangalo variety showed higher
antioxidant activity, which can be considered a source of natural antioxidants with a beneficial effect on
health.

Introduccion

Desde la antigiiedad las semillas de calabaza (Cucur-
bita spp) tienen multiples usos en diferentes paises,
como alimento y con fines medicinales (Robinson
y col., 1997). El hombre, desde sus inicios, en un
proceso de relacion con el entorno busco siempre en
la naturaleza la manera de encontrar la cura de las
enfermedades que lo aquejaban. En forma empirica
en su afan de encontrar la sanacion de sus dolencias,
fue descubriendo el efecto del buen uso de las plan-
tas, y con el paso del tiempo investigo y extrajo sus
propiedades (Caceres y col., 2009).

Los compuestos fenolicos o polifenoles cons-
tituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
con diferentes estructuras y propiedades quimicas,
y actividad biologica, englobando mas de 8.000
compuestos distintos.

El estudio de las reacciones oxidativas se ha
incrementado en los ultimos afios debido a que la
oxidacion de los componentes celulares por accion
de los radicales libres, entre otros factores, fue reco-
nocida como la causa de procesos como el enveje-
cimiento celular y numerosas enfermedades, como
cancer, mal de Parkinson, Alzheimer y enfermedades
cardiovasculares (Espin y col., 2000; Fukumoto y
Mazza, 2000). Por sus potenciales aplicaciones en
la prevencion de numerosas enfermedades (Yu y
col., 2001) los antioxidantes naturales presentes en
granos, vegetales y frutas han recibido considerable
atencion.

La busqueda de variantes naturales es premisa
futura; por lo tanto, en este trabajo se determind el
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contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante en cuatro variedades de semillas de
Cucurbita spp (Figura 1) cultivadas en la provincia
del Chaco: Tetsukabuto (“zapallo japonés™) hibrido
entre C. moschata'y C. maxima Duchesne ex Lam.,
C. mixta Pangalo (“‘calabaza rayada”), C. moschata
(Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir. (“coreanito”)
y C. maxima Duchesne (“calabaza plomo”).

Figura 1.- Variedades de Cucurbita spp

B

CMa: Cucurbta maxima Duchesne o “calabaza plomo”;
CMi: Cucurbta mixta Pangalo o “calabaza rayada”; CMo:
Cucurbta moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex
Poir. o “coreanito”; T: “tetsukabuto”, un hibrido entre C.
moschata y C. maxima.
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Materiales y métodos
Material vegetal

Se procedio a la recoleccion de semillas de diferentes
variedades de Cucurbita spp de productores de la
region. Las muestras fueron desecadas hasta obtener
peso constante y luego, almacenadas en bolsas plas-
ticas, cerradas herméticamente e identificadas con
etiquetas. Muestras frescas de las especies vegetales
(hoja, flor y fruto) fueron depositadas en la Catedra
de Farmacobotanica de la Universidad Nacional del
Chaco Austral para su identificacion.

Obtencion de extractos con solventes de polaridad
decreciente

Se homogeneizaron 10 gramos de semillas de cala-
baza en 50 ml de agua desionizada acidificada (2 %
de 4cido acético) por medio de un homogeneizador
(Ultra-Turrax T25, JANKE y Kunkel, IKA-La-
bortechnik). La suspension se dejo a temperatura
ambiente durante 10 min y se centrifugd a 800 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se recogioé en un
erlenmeyer, y el sedimento se traté nuevamente con
50 ml de agua acidificada. La suspension se centri-
fugd a 800 rpm durante 10 min y el sobrenadante
resultante se combind con el sobrenadante de la
primera centrifugacion, mientras que el sedimento
restante se homogeneiz6 en 50 ml de metanol aci-
dificado (acido acético al 2 %). Este procedimiento
se realizo por duplicado.

Se extrajo luego el residuo restante de cada
fraccion con acetona y acetato de etilo. Finalmente
fueron obtenidos cuatro extractos de semilla de
calabaza: un extracto de acuoso (W), un extracto
metandlico (M), uno en acetona (Ac) y otro extracto
de acetato de etilo (AcEt). Todas las fracciones fue-
ron evaporadas a presion reducida y se volvieron a
disolver en el mismo solvente que se utilizo para su
extraccion; este proceso se practicod para cada una de
las cuatro variedades de Cucurbita spp estudiadas.

Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determin6 por el
método de Singleton y col. (1999), que se funda-
menta en que los compuestos fenolicos reducen el
reactivo de Folin-Ciocalteu (reactivo de tungsteno
y molibdato) para formar un complejo azulado que

absorbe a 765 nm. A 200 pl de muestra se agregaron
2 ml de agua desionizada y 0,2 ml del reactivo de
Folin-Ciocalteu; después de 2 minutos se agregd
0,8 ml de carbonato de sodio 15,9 %, se incubo a
50" C durante 5 minutos y se midio la absorbancia a
765 nm en un espectrofotometro UV-Visible Perkin
Elmer Lambda 25.

Se realizo una curva de calibracion con una so-
lucion alcoholica de acido galico (AG). Se empled
una solucién madre de concentracion 0,1 mg/ml, que
abarcaba un rango de 0,002 a 0,035 mg de acido por
ml de solucion. Los resultados fueron expresados en
umol de acido galico por g de extracto (umol AG/g
extracto).

Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales en los diferentes
extractos fue determinado por el método de Popova 'y
col. (2004) con modificaciones. A una alicuota de 0,2
ml de extracto se le adicionaron 1,8 ml de metanol
y 1 ml de solucion etandlica de AICI, 5 %. Después
de una hora de incubacion a temperatura ambiente,
la absorbancia fue medida a 425 nm en un espectro-
fotometro UV-Visible Perkin Elmer Lambda 25. Se
usaron soluciones de quercetina entre 5-25 pg/ml,
para construir la curva de calibracion.

El contenido de flavonoides totales fue calculado
como mg equivalentes de quercetina (QE)/g de ex-
tracto. Este procedimiento se efectué con cada uno
de los extractos de cada variedad por triplicado.

Actividad antioxidante

Se us6 el método descrito por Brand-Williams
(1995). Este método esta basado en la reduccion de
una solucion alcoholica de DPPH en presencia de
un antioxidante donador de hidrégeno. Se calculo la
cantidad de antioxidantes necesarios en la muestra
para reducir la concentracion inicial de radical DPPH
en un 50 %. El radical DPPH fue disuelto en etanol
al 95 %; se tomaron 2,5 ml de solucién de DPPH
de absorbancia igual a 1,0 y se agregaron alicuotas
del extracto. Los valores de eficiencia de concen-
tracion se realizaron a los 10 minutos de reaccion,
la disminucion de las absorbancias fue registrada a
intervalos de 1 minuto. Se trabaj6 a 515 nm como la
longitud de onda maxima en un espectrofotometro
UV-Visible Perkin Elmer Lambda 25. La concentra-
ci6n del radical DPPH, en el medio de la reaccion,
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se calculé mediante regresion no lineal a partir de
una curva de calibracion obtenida por diferentes
concentraciones del extracto vs. la concentracion
del radical DPPH.

La capacidad atrapadora de radicales libres (ARR)
se calculd mediante la ecuacion:

Aw
AAR(%) = 100{1 —A';;}
donde

A°: absorbancia al tiempo 0 sin el agregado de
muestra.

A : absorbancia de la muestra en estado estacio-
nario obtenida mediante el ajuste de los perfiles
cinéticos a tiempo infinito.

Sin embargo, los resultados obtenidos por este
método se informan como IC, que es la concentra-
cion inhibitoria media, es decir, la concentracion de
compuestos antioxidantes que es capaz de inhibir el
50 % del radical DPPH.

Analisis de datos

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de
un factor (p <0,05) y se empled la prueba LSD para
la comparacion de medias. Se utilizo el programa
estadistico STATGRAPHICS Plus.

Resultados

Contenido de fenoles totales

Los compuestos fenolicos son muy importantes
como constituyentes en las plantas debido a su
habilidad para secuestrar radicales libres y que esta
relacionada con la presencia en la molécula del grupo
hidroxilo. En la tabla 1 se muestra la concentracion
de compuestos fenolicos totales de cada fraccion
para las cuatro variedades de semillas de Cucurbita
spp. Un analisis unidireccional de varianza muestra
que hay diferencias significativas (p < 0,05) entre
las variedades estudiadas.

Tabla 1.- Fenoles totales en extractos de semillas de calabaza, como pmol de 4cido galico/g extracto

Variedad Fraccion
w M Ac AcEt Total
CMi 67,48 +1,22 9596+3,25 48,72+3,46 80,91+ 1,89 293,07 £ 6,86
CMo 14,15+ 0,20 70,78+0,20 22,57+1,40 11,29+0,21 118,79 £3,72
T 25,06 +0,78 68,80+1,48 29494267 42,12+0,67 165,48 +£ 0,94
CMa 53,88+0,58 62,79+3,34 30,75+£2,76 47,49+0,13 194,91 £ 7,51

*Fracciones: W: acuosa; M: metanol; Ac: acetona; AcEt: acetato de etilo.
**Variedad de semillas. CMi, C. mixta Pangalo; CMo, C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir; T, hibrido

entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.; CMa, C. maxima Duchesne.

Tabla 2.- Flavonoides totales en extractos de semillas de calabaza, como mg de quercetina/g extracto

Variedad Fraccion
W M Ac AcEt Total
CMi 1,35+0,05 1,42 +£0,15 39,12+ 1,94 54,74 +£0,46 96,63 + 1,14
CMo 0,43 +0,07 0,41 +£0,04 2564+0,12 53,55+0,21 80,14+ 0,18
T 1,72 £ 0,08 0,53 £0,01 20,66 + 1,02 9,27 +0,18 32,18+ 1,39
CMa 0,48 + 0,06 0,29 +£0,33 2423 +1,85 52,77+0,05 77,77 £ 1,82

*Fracciones: W: acuosa; M: metanol; Ac: acetona; AcEt: acetato de etilo.
**Variedad de semillas. CMi, C. mixta Pangalo; CMo, C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir; T, hibrido

entre C. moschata y C. maxima Duchesne ex Lam.; CMa, C. maxima Duchesne.
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Contenido de flavonoides totales

Los resultados del contenido de flavonoides totales
se presentan en la tabla 2 y se correlacionan con el
de contenido de fenoles totales puesto que los flavo-
noides son un subgrupo de los compuestos fenolicos.
Un analisis unidireccional de varianza muestra que
hay diferencias significativas (p < 0,05) entre las
variedades estudiadas.

Actividad antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante indican
que todas las variedades de semillas de Cucurbita
spp fueron capaces de atrapar radicales DPPH de
una manera dependiente de la concentracion; un
analisis unidireccional de varianza muestra que
hay diferencias significativas (p < 0,05) entre las
variedades estudiadas. Su actividad antioxidante
expresada como concentracion inhibidora media
(IC,,) se muestra en el figura 2.

Discusion

Los compuestos fenoélicos tienen una importante ac-
cion en la estabilizacion de la oxidacion lipidica, han
sido asociados con la capacidad atrapadora de radicales
libres y se ha sugerido que tienen efecto inhibitorio
sobre la mutagénesis y la carcinogénesis (Ortiz y col.,
2007). Los valores mas altos de fenoles totales se
observaron en la fracciones metanolicas de las cuatro
variedades de Cucurbita spp con valores que van desde
10,68-16,32 mg AG/g extracto, mayores a su vez, que
los informados por Xanthopoulou y col. (2009), pues
hallaron valores en la fraccion metandlica de 0,09-0,20
mg AG/g extracto de semillas de zapallo, y también

son superiores a los publicados por Parry y col. (2008),
1,58 mg AG/g de harina y en extractos metanolicos de
aceite de semillas de calabaza (Parry y col., 2006), que
informo un valor de 0,98 mg AG/g aceite.

A su vez, se obtuvo alta concentracion de com-
puestos fenolicos en la fraccion acuosa que se puede
atribuir a la presencia de proteinas y otros compues-
tos solubles en agua que contienen anillos fenolicos:
C. mixta Pangalo (67,48 £ 1,22 pmol GA/g extracto)
y C. maxima Duchesne, (53,88 £ 0,58 umol GA/g
extracto) son las variedades que presentaron mayor
contenido en esta fraccion.

En las fracciones de acetato de etilo, donde se
utilizod este solvente para extraer los compuestos
fenolicos, es muy dificil que algunos azucares atra-
viesen el extracto, pero si otros fenoles diferentes
a acidos fenolicos y que redujeron el reactivo de
Folin-Ciocalteu, debido a que en esta fraccion fueron
relevantes las concentraciones halladas en todas las
variedades de Cucurbita spp, con valores de 11,29
+0,21 2 80,91 + 1,89 umol GA/g extracto.

En cambio, en las fracciones con acetona se ob-
servaron los valores mas bajos en la cuantificacion de
fenoles totales. Segun la técnica espectrofotométrica
todas las especies presentaron mayor concentracion
de flavonoides totales en la fraccion de acetato de
etilo con valores que oscilaron entre 54,74 + 0,46
y 9,27 + 0,18 (mg de quercetina/g de extracto);
C. mixta Pangalo fue la variedad que present6é mayor
contenido, incluso menor que los informados por
(Caceres y col., 2009) pues hallaron para Cucurbita
argyrosperma, valores de 110 = 5,32 mg de quer-
cetina/g de muestra. Pero a su vez, es mayor que
el hallado por (Ojiako y col., 2007) en Cucurbita
moschata (quercetina 17,73 mg/100g).

En las cuatro variedades de semillas de Cucurbita
spp estudiadas, la capacidad atrapadora de radicales

Figura 2.- Concentracion inhibitoria media en extractos de semilla de calabaza
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Extractos: 1, acuoso; 2, metanolico; 3, acetona; 4, acetato de etilo.
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libres mas alta se detectd en las fracciones acuosas,
donde se destaco C. mixta Pangalo (IC, 3,83 +0,47),
con una capacidad mayor que la detectada por Xan-
thopoulou y col. (2009) para semillas de cucurbita. Sin
embargo, los valores hallados por estos autores son
mayores que los hallados para Tetsukabuto, C. mos-
chata y C. maxima Duchesne en la fraccion acuosa.

Ademas, extractos en acetona de avellana (0,098
mg/ml) (Alasalvary col., 2006) y extracto acuoso de
nuez 0,15-0,22 mg/ml (Pereira y col., 2008) parecen
ser mas eficaces inactivadoras del radical DPPH
que los correspondientes extractos de semilla de
calabaza.

Conclusion

De los resultados obtenidos se observa una clara
relacion entre el contenido de fenoles totales, fla-
vonoides y la capacidad atrapadora de radicales
libres. C. mixta Pangalo mostr6 mayor actividad
antioxidante, y se podria considerar a esta especie
una nueva fuente de antioxidantes naturales, para
producir un efecto benéfico sobre la salud.
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