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Universidad de Guayaquil
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CARRERA DE BIOLOGIA
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Guayaquil, 13 de agosto de 2019

Blga. Dialhy Coello, Mgs.

DIRECTORA DE LA CARRERA DE BIOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

Ciudad. -

De mis consideraciones:

Envio a usted el informe correspondiente a la tutoria realizada al Trabajo de Titulacidn Actividad
biolégica y composicion quimica en extractos de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler &
Whitaker, del estudiante Jhon Esteban Castillo Jalca, indicando que ha cumplido con todos los
parametros establecidos en las normativas vigentes:

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:
e Eltrabajo es el resultado de una investigacién.
e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.
e El trabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.
e El nivel de argumentacioén es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se adjunta el certificado del porcentaje de similitud y la valoracién del trabajo
de titulacién con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de titulacion, CERTIFICO, para los fines pertinentes,
que el estudiante Jhon Esteban Castillo Jalca estd apto para continuar el proceso de titulacion

de revision final.

Atentamente,

Blgo. Xavier Cornejo, M.Sc.
TUTOR DEL TRABAJO DE TITULACION
C.1. 0910758366
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ANEXO 5

RUBRICA DE EVALUACION TRABAJO DE TITULACION RUBRICA DE EVALUACION TRABAJO DE TITULACION

Titulo del Trabajo: Actividad biolégica y composicidon quimica en extractos de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler

& Whitaker

Autor: Jhon Esteban Castillo Jalca

ASPECTOS EVALUADOS PU,NTAJE CALF.
MAXIMO

ESTRUCTURA ACADEMICA Y PEDAGOGCA 4.5 4.5

Propuesta integra Dominios, Misidn y Visidn de la Universidad de Guayaquil. 0.3 0.3

Relacion de la pertinencia con las lineas y sublineas de investigacion de la Universidad de 0.4 0.4

Guayaquil, Facultada de Ciencias Naturales, Escuela de Biologia.

Base conceptual cumple con las fases de comprension, interpretacion, explicacién y 1.0 1.0

sistematizacion en la resolucion de un problema.

Coherencia en relacion con los modelos de actuacion profesional, problematica, tensiones y 1.0 1.0

tendencias de la profesidn, problemas a encarar, prevenir o solucionar de acuerdo al PND-BV

Evidencia el logro de capacidades cognitivas relacionadas al modelo educativo como 1.0 1.0

resultados de aprendizaje que fortalecen el perfil de la profesidn.

Responde como propuesta innovadora de investigacion al desarrollo social o tecnoldgico 0.4 0.4

Responde a un proceso de investigacidn-accion, como parte de la propia experiencia 0.4 0.4

educativa y de los aprendizajes adquiridos durante la carrera

RIGOR CIENTIFICO 4.5 4.5

El titulo identifica de forma correcta los objetivos de la investigacion 1.0 1.0

La introduccion expresa los antecedentes del tema, su importancia dentro del contexto 1.0 1.0

general, del conocimiento y de la sociedad, asi como, del campo al que pertenece, aportando

significativamente a la investigacion.

El objetivo general, los objetivos especificos y el marco metodoldgico estan en 1.0 1.0

correspondencia

El analisis de la informacidn se relaciona con datos obtenidos y permite expresar las 0.8 0.8

conclusiones en correspondencia a los objetivos especificos

Actualizacién y correspondencia con el tema, de las citas y referencias bibliogréficas 0.7 0.7

PERTINENCIA E IMPACTO SOCIAL 1.0 1.0

Pertinencia de la investigacion 0.5 0.5

Innovacién de la propuesta proponiendo una solucién a un problema relacionado con el perfil 0.5 0.5

de egreso profesional

CALIFICACION TOTAL* 10 10

*El resultado sera promediado con la calificacién del Tutor Revisor y con la calificacion obtenida en la

Sustentacién oral.

Blgo. Xavier Cornejo, M.Sc.
DOCENTE TUTOR DEL TRABAJO DE TITULACION
C.1. 0910758366

FECHA: 13 de Agosto del 2019
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CERTIFICADO PORCENTAIJE DE SIMILITUD

Habiendo sido nombrado Francisco Xavier Cornejo Sotomayor, tutor del trabajo de
titulacién certifico que el presente trabajo de titulacién ha sido elaborado por Jhon
Esteban Castillo Jalca, C.C.: 0950687145, con mi respectiva supervision como
requerimiento parcial para la obtencién del titulo de Bidlogo.

Se informa que el trabajo de titulacidon Actividad biolégica y composicion quimica en
extractos de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, ha sido orientado durante
todo el periodo de ejecucion en el programa antiplagio (URKUND) quedando el 2% de

coincidencia.

U R K U N D URKUND Tesis_Castillo_Urkund.docx (D54804880)

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES CARRERA DE BIOLOGIA
TRABAJO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL GRADO DE BIOLOGO

ACTIVIDAD BIOLOGICA Y COMPOSICION QUIMICA EN EXTRACTOS DE Cucurbita ecuadorensis
H.C. Cutler & Whitaker

Urkund Analysis Result

Autor Jhon Esteban Castillo Jalca

Analysed Document: Tesis_Castillo_Urkund.docx (D54804880) Tutor Blgo. Xavier Cornejo, M.Sc

Submitted: 8/13/2019 10:23:00 PM GUAYAQUIL, 2019

S.ubr_n.ltted By: emilio.cucalonz@ug.edu.ec © Derechos de Autor Jhon Esteban Castillo Jalca 2019

Significance: 2%
DEDICATORIA

Sources included in the report: Este trabajo de titulacion esta dedicado a mis tres pilares fundamentales: a la mujer més
inteligente y amorosa que he conocido en mi vida, para el hombre mds perseverante y

Trabajo de titulacion Viviana Valdez Urkund.docx (D48152160) valiente del planeta, sin olvidar a la nifia mas hermosa que han visto mis ojos. Madre, padre y

hermana, esta tesis logro ser realizada gracias a la bendicién de Dios y con el apoyo de
ustedes.

Instances where selected sources appear:

Blgo. Xavier Cornejo, M.Sc.
DOCENTE TUTOR
C.1.: 0910758366
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Guayaquil, 26 de agosto del 2019

Blga. Dialhy Coello, Mgs.

DIRECTORA (e) DE LA CARRERA DE BIOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

Ciudad.-

De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la REVISION FINAL del Trabajo de Titulacién Actividad bioldgica y
composicidon quimica en extractos de Cucurbita ecuadorensis H. C. Cutler & Whitaker del estudiante Jhon
Esteban Castillo Jalca. Las gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue revisado considerando
todos los parametros establecidos en las normativas vigentes, en el cumplimento de los siguientes aspectos:

Cumplimiento de requisitos de forma:
e El titulo tiene un maximo de 15 palabras.
e La memoria escrita se ajusta a la estructura establecida.
e El documento se ajusta a las normas de escritura cientifica seleccionadas por la Facultad.
e Lainvestigacidn es pertinente con la linea y sublineas de investigacién de la carrera.
e Los soportes tedricos son de maximo 10 aios.
e La propuesta presentada es pertinente.

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:

El trabajo es el resultado de una investigacion.

El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

El trabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado, el certificado de porcentaje de similitud, la valoracién del tutor,
asi como de las paginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que el trabajo de investigacion cumple con
los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revisidn, considero que el estudiante Jhon Esteban Castillo Jalca estd apto para
continuar el proceso de titulacién. Particular que comunicamos a usted para los fines pertinentes.

Atentamente,

Blga. Ménica Armas Soto, MSc.
DOCENTE TUTOR REVISOR
C.l. 0907686240
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ANEXO 8

RUBRICA DE EVALUACION MEMORIA ESCRITA TRABAJO DE TITULACION

Titulo del Trabajo: Actividad bioldgica y composicidn quimica en extractos de Cucurbita

ecuadorensis H. C. Cutler & Whitaker
Autor(s): Jhon Esteban Castillo Jalca

ASPECTOS EVALUADOS PUNTAJE | CALF. | COMENTARIOS
MAXIMO

ESTRUCTURA Y REDACCION DE LA MEMORIA 3 3

Formato de presentacion acorde a lo solicitado 0.6 0.6

Tabla de contenidos, indice de tablas y figuras 0.6 0.6

Redaccidn y ortografia 0.6 0.6

Correspondencia con la normativa del trabajo de titulacién 0.6 0.6

Adecuada presentacion de tablas y figuras 0.6 0.6

RIGOR CIENTIFICO 6 6

El titulo identifica de forma correcta los objetivos de la 0.5 0.5

investigacion

La introduccion expresa los antecedentes del tema, su 0.6 0.6

importancia dentro del contexto general, del conocimiento y

de la sociedad, asi como del campo al que pertenece

El objetivo general esta expresado en términos del trabajo a 0.7 0.7

investigar

Los objetivos especificos contribuyen al cumplimiento del 0.7 0.7

objetivo general

Los antecedentes tedricos y conceptuales complementan y 0.7 0.7

aportan significativamente al desarrollo de la investigacion

Los métodos y herramientas se corresponden con los 0.7 0.7

objetivos de la investigacion

El andlisis de la informacién se relaciona con datos obtenidos 0.4 0.4

Factibilidad de la propuesta 0.4 0.4

Las conclusiones expresan el cumplimiento de los objetivos 0.4 0.4

especificos

Las recomendaciones son pertinentes, factibles y validas 0.4 0.4

Actualizacién y correspondencia con el tema, de las citas y 0.5 0.5

referencia bibliografica

PERTINENCIA E IMPACTO SOCIAL 1 1

Pertinencia de la investigacion/ Innovacion de la propuesta 0.4 0.4

La investigacion propone una solucién a un problema 0.3 0.3

relacionado con el perfil de egreso profesional

Contribuye con las lineas / sublineas de investigacién de la 0.3 0.3

Carrera/Escuela

CALIFICACION TOTAL* 10 10

* El resultado sera promediado con la calificacion del Tutor y con la calificacion de obtenida en la Sustentacién oral

Blga. Mdnica Concepcién Armas S, MSc.
DOCENTE TUTOR REVISOR

No. C.1. 0907686240 FECHA: 26 de agosto del 2019
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Universidad de Guayaquil
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UNIDAD DE TITULACION
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REPOSITORIO NACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA
FICHA DE REGISTRO DE TESIS/TRABAJO DE GRADUACION

Actividad bioldgica y composicidn quimica en extractos de

TITULO Y SUBTITULO: Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker
AUTO_R(ES) Jhon Esteban Castillo Jalca
(apellidos/nombres):

REVIS_OR(ES)/TUTOR(ES) Francisco Xavier Cornejo Sotomayor
(apellidos/nombres):

INSTITUCION: Universidad de Guayaquil

UNIDAD/FACULTAD: Facultad de Ciencias Naturales

MAESTRIA/ESPECIALIDAD:

Biologia

GRADO OBTENIDO:

Bidlogo

FECHA DE PUBLICACION:

Octubre, 2019 No. DE PAGINAS: 80

Desarrollo biotecnoldgico, conservacion y aprovechamiento

AREAS TEMATICAS: sostenible de los recursos naturales y adaptacién al cambio
climatico.

PALABRAS CLAVES/ Actividad antioxidante, actividad antibacteriana, Cucurbita

KEYWORDS: ecuadorensis.

RESUMEN/ABSTRACT (150-250 palabras):

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas
de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, una especie endémica de los bosques secos de la
costa de Ecuador, fueron alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas, mientras
que las quinonas, antraquinonas y saponinas estuvieron ausentes. El mesocarpio del fruto de esta
especie presentd contenidos de 9.19 + 0.25 g de carbohidratos totales/ 100 g de peso seco, 14.90 +
0.30 g de lipidos totales/ 100 g de peso seco y 3.39 + 0.08 g de proteinas totales/ 100 g de peso seco,
respectivamente. El mayor contenido fendlico fue para el extracto etandlico de los frutos con 20.82 +
0.87 mg de GAE /g de extracto seco. El mayor contenido de flavonoides totales fue para el extracto
etandlico de los frutos con 134.36 + 0.34 mg de CE/ g de extracto seco. El extracto etandlico del fruto
revelo la mayor capacidad antioxidante con IC50= 1.90 mg/mL. Todos los extractos evaluados de esta
especie, no presentaron actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria
monocytogenes. En base a estos resultados, los frutos de C. ecuadorensis se los puede considerar como
un suplemento nutricional con un potencial antioxidante natural.

ADJUNTO PDF:

CONTACTO CON AUTOR/ES:

| NO

Teléfono: 0986607662 E-mail: jhon.castilloj@ug.edu.ec
Nombre: Universidad de Guayaquil

Teléfono: (04) 3080777 - 3080758

E-mail: info@fccnngye.com

CONTACTO CON LA
INSTITUCION:
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Guayaquil, 26 de agosto del 2019

CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrado Xavier Cornejo Sotomayor, tutor del trabajo de titulacion Actividad
bioldgica y composicidn quimica en extractos de Cucurbita ecuadorensis H. C. Cutler & Whitaker
certifico que, el presente trabajo de titulacidn, elaborado por Jhon Esteban Castillo Jalca, con
C.l. No. 0950687145, con mi respectiva supervision como requerimiento parcial para la
obtencidn del titulo de Bidlogo en la Carrera de Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales, ha
sido REVISADO Y APROBADO en todas sus partes, encontrandose apto para su sustentacion.

Blga. Mdnica Armas Soto, MSc.
DOCENTE TUTOR REVISOR
C.l. No: 0907686240
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LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO EXCLUSIVA PARA EL
USO NO COMERCIAL DE LA OBRA CON FINES ACADEMICOS

Yo, Jhon Esteban Castillo Jalca con C.I. No. 0950687145, certifico que los contenidos
desarrollados en este trabajo de titulacidon, cuyo titulo es Actividad bioldgica vy
composicidn quimica en extractos de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker son
de mi absoluta propiedad y responsabilidad Y SEGUN EL Art. 114 del CODIGO ORGANICO
DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION*,
autorizo el uso de una licencia gratuita intransferible y no exclusiva para el uso no
comercial de la presente obra con fines académicos, en favor de la Universidad de

Guayaquil, para que haga uso del mismo, como fuera pertinente

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E
INNOVACION (Registro Oficial n. 899 - Dic./2016) Articulo 114.- De los titulares de derechos de obras
creadas en las instituciones de educacidn superior y centros educativos.- En el caso de las obras
creadas en centros educativos, universidades, escuelas politécnicas, institutos superiores técnicos,
tecnoldgicos, pedagdgicos, de artes y los conservatorios superiores, e institutos publicos de
investigacién como resultado de su actividad académica o de investigacion tales como trabajos de
titulacidn, proyectos de investigacion o innovacion, articulos académicos, u otros analogos, sin
perjuicio de que pueda existir relacién de dependencia, la titularidad de los derechos patrimoniales
corresponderd a los autores. Sin embargo, el establecimiento tendra una licencia gratuita,
intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra con fines académicos.

Jhon Esteban Castillo Jalca
C.l. No. 0950687145
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Actividad biolégica y composicion quimica en extractos de Cucurbita
ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker

Autor: Jhon Esteban Castillo Jalca
Tutor: Blgo. Xavier Cornejo Sotomayor, M.Sc.
RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el tamizaje fitoquimico, se cuantificaron los
contenidos de fenoles y flavonoides totales, se evaluaron la actividad
antioxidante y actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii y Listeria monocytogenes, de los extractos etandlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler &
Whitaker, una especie endémica de los bosques secos de la costa de Ecuador.
Ademas, se cuantificaron los contenidos totales de carbohidratos, lipidos y
proteinas en el mesocarpio del fruto de esta especie. Los metabolitos
secundarios presentes en todos los extractos evaluados de C. ecuadorensis,
fueron alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas,
mientras que las quinonas, antraquinonas y saponinas estuvieron ausentes. El
mesocarpio del fruto de esta especie present6 contenidos de 9.19 + 0.25 g de
carbohidratos totales/ 100 g de peso seco, 14.90 + 0.30 g de lipidos totales/ 100
g de peso seco y 3.39 + 0.08 g de proteinas totales/ 100 g de peso seco,
respectivamente. El mayor contenido fendlico fue para el extracto etandlico de
los frutos con 20.82 £ 0.87 mg de GAE /g de extracto seco. El mayor contenido
de flavonoides totales fue para el extracto etandlico de los frutos con 134.36 +
0.34 mg de CE/ g de extracto seco. El extracto etandlico del fruto revelo la mayor
capacidad antioxidante con ICso= 1.90 mg/mL. La presencia de fenoles,
flavonoides, terpenoides y cumarinas podrian contribuir a dicha actividad. Todos

los extractos evaluados de esta especie, no presentaron actividad antibacteriana


https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria
monocytogenes. Estos resultados revelaron informacion importante sobre la
capacidad de eliminar radicales libres y el elevado contenido de carbohidratos,
lipidos y proteinas que poseen los frutos de Cucurbita ecuadorensis, por lo tanto,
se los puede considerar como un suplemento nutricional con un potencial
antioxidante natural. Este trabajo podria considerarse como el primer registro
sobre el tamizaje fitoquimico, contenidos totales de carbohidratos, lipidos y
proteinas, el contenido de fenoles y flavonoides, la actividad antioxidante y

actividad antibacteriana de Cucurbita ecuadorensis.

Palabras claves: 2,2-Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH), actividad antioxidante,

actividad antibacteriana, Cucurbita ecuadorensis, tamizaje fitoquimico
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Biological activity and chemical composition in extracts of Cucurbita
ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker

Author: Jhon Esteban Castillo Jalca

Advisor: Blgo. Xavier Cornejo Sotomayor, M.Sc.

ABSTRACT
In the present work, phytochemical screening was performed, total phenol and
flavonoid contents were quantified, antioxidant activity and antibacterial activity
against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii and Listeria
monocytogenes, in the ethanolic and chloroform extracts of the fruits and leaves
of Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, an endemic species of the dry
forests of the coast of Ecuador. In addition, the total carbohydrate, lipid and
protein contents were quantified in the mesocarp of fruits of this species. The
secondary metabolites present in all evaluated extracts of C. ecuadorensis, were
alkaloids, flavonoids, tannins, triterpenes, sterols and coumarins; while quinones,
anthraquinones and saponins were absent. The mesocarp of fruits presented
contents of 9.19 + 0.25 g of total carbohydrates/ 100 g of dry weight, 14.90 + 0.30
g of total lipids/ 100 g of dry weight and 3.39 + 0.08 g of total proteins/ 100 g of
weight dry, respectively. The highest phenolic content was for the ethanolic
extract of fruits with 20.82 + 0.87 mg GAE/ g dry extract. The highest content of
total flavonoids was for the ethanolic extract of fruits with 134.36 = 0.34 mg CE/
g dry extract. The ethanolic extract of fruits revealed the highest antioxidant
capacity with IC50 = 1.90 mg/ mL. The presence of phenols, flavonoids,

terpenoids and coumarins could contribute to this activity. All evaluated extracts



of this species did not present antibacterial activity against Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii and Listeria monocytogenes. These results
revealed important information the ability to eliminate free radicals and the high
total carbohydrate lipids and proteins that the fruits of Cucurbita ecuadorensis
contain. Those could be regarded as a nutritional supplement with a natural
antioxidant potential. This work could be considered as the first record of
phytochemical screening, the total contents of carbohydrates, lipids and proteins,
the total contents of phenols and flavonoids, the antioxidant activity and

antibacterial activity of Cucurbita ecuadorensis.

Keywords: 2,2-Diphenyl-I-Picrylhydrazyl (DPPH), antioxidant activity,

antibacterial activity, Cucurbita ecuadorensis, phytochemical scree
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DIRECTOR DE TRABAJO DE TITULACION

En mi calidad de Tutor de este Trabajo de Titulacion Certifico que, el presente
trabajo ha sido elaborado por el sefior Jhon Esteban Castillo Jalca por lo cual

autorizo su presentacion.

Blgo. Francisco Xavier Cornejo Sotomayor, M.Sc
Director del Trabajo de Titulacion
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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el tamizaje fitoquimico, se cuantificaron
los contenidos de fenoles y flavonoides totales, se evaluaron la actividad
antioxidante y actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii y Listeria monocytogenes, de los extractos etandlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler &
Whitaker, una especie endémica de los bosques secos de la costa de Ecuador.
Ademas, se cuantificaron los contenidos totales de carbohidratos, lipidos y
proteinas en el mesocarpio del fruto de esta especie. Los metabolitos
secundarios presentes en todos los extractos evaluados de C. ecuadorensis,
fueron alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas,
mientras que las quinonas, antraquinonas y saponinas estuvieron ausentes. El
mesocarpio del fruto de esta especie present6 contenidos de 9.19 + 0.25 g de
carbohidratos totales/ 100 g de peso seco, 14.90 + 0.30 g de lipidos totales/ 100
g de peso seco y 3.39 + 0.08 g de proteinas totales/ 100 g de peso seco,
respectivamente. El mayor contenido fendlico fue para el extracto etandlico de
los frutos con 20.82 £ 0.87 mg de GAE /g de extracto seco. El mayor contenido
de flavonoides totales fue para el extracto etandlico de los frutos con 134.36 +
0.34 mg de CE/ g de extracto seco. El extracto etandlico del fruto revelo la mayor
capacidad antioxidante con ICso= 1.90 mg/mL. La presencia de fenoles,
flavonoides, terpenoides y cumarinas podrian contribuir a dicha actividad. Todos
los extractos evaluados de esta especie, no presentaron actividad antibacteriana
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria
monocytogenes. Estos resultados revelaron informacion importante sobre la
capacidad de eliminar radicales libres y el elevado contenido de carbohidratos,
lipidos y proteinas que poseen los frutos de Cucurbita ecuadorensis, por lo tanto,
se los puede considerar como un suplemento nutricional con un potencial
antioxidante natural. Este trabajo podria considerarse como el primer registro
sobre el tamizaje fitoquimico, contenidos totales de carbohidratos, lipidos y
proteinas, el contenido de fenoles y flavonoides, la actividad antioxidante y

actividad antibacteriana de Cucurbita ecuadorensis.

Xiv


https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

Palabras claves: 2,2-Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH), actividad antioxidante,

actividad antibacteriana, Cucurbita ecuadorensis, tamizaje fitoquimico

XV



ABSTRACT

In the present work, phytochemical screening was performed, total phenol
and flavonoid contents were quantified, antioxidant activity and antibacterial
activity against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii and
Listeria monocytogenes, in the ethanolic and chloroform extracts of the fruits and
leaves of Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker, an endemic species of
the dry forests of the coast of Ecuador. In addition, the total carbohydrate, lipid
and protein contents were quantified in the mesocarp of fruits of this species. The
secondary metabolites present in all evaluated extracts of C. ecuadorensis, were
alkaloids, flavonoids, tannins, triterpenes, sterols and coumarins; while quinones,
anthraquinones and saponins were absent. The mesocarp of fruits presented
contents of 9.19 + 0.25 g of total carbohydrates/ 100 g of dry weight, 14.90 + 0.30
g of total lipids/ 100 g of dry weight and 3.39 + 0.08 g of total proteins/ 100 g of
weight dry, respectively. The highest phenolic content was for the ethanolic
extract of fruits with 20.82 £ 0.87 mg GAE/ g dry extract. The highest content of
total flavonoids was for the ethanolic extract of fruits with 134.36 = 0.34 mg CE/
g dry extract. The ethanolic extract of fruits revealed the highest antioxidant
capacity with IC50 = 1.90 mg/ mL. The presence of phenols, flavonoids,
terpenoids and coumarins could contribute to this activity. All evaluated extracts
of this species did not present antibacterial activity against Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii and Listeria monocytogenes. These results
revealed important information the ability to eliminate free radicals and the high
total carbohydrate lipids and proteins that the fruits of Cucurbita ecuadorensis
contain. Those could be regarded as a nutritional supplement with a natural
antioxidant potential. This work could be considered as the first record of
phytochemical screening, the total contents of carbohydrates, lipids and proteins,
the total contents of phenols and flavonoids, the antioxidant activity and

antibacterial activity of Cucurbita ecuadorensis.

Keywords: 2,2-Diphenyl-I-Picrylhydrazyl (DPPH), antioxidant activity,
antibacterial activity, Cucurbita ecuadorensis, phytochemical screening.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Las primeras culturas del Ecuador que datan del periodo preceramico,
obtuvieron informacién de manera empirica sobre los usos alimenticios,
medicinales, toxicos y otras numerosas propiedades biolégicas que poseen las
plantas. A partir de estos conocimientos transmitidos de generacion en
generacion y con el avance de la ciencia y tecnologia, se dio origen a la
fitoquimica, disciplina encargada del estudio de los compuestos quimicos en
plantas. El objetivo fue encontrar las evidencias de los efectos terapéuticos de
las plantas que son utilizadas como medicina tradicional y que poseen
propiedades capaces de prevenir o mitigar enfermedades y/o contrarrestar
agentes patodgenos en los seres vivos (Naranjo y Escaleras, 1995; Valencia,
1995; de la Torre, Navarrete, Muriel, Macias y Balslev, 2008; Torri, 2013).

En las plantas se encuentran muchos compuestos quimicos producto del
metabolismo primario y secundario, estos son utilizados para insumos
alimenticios por poseer propiedades antioxidantes, anticancerigenas
antibacterianas, entre otras (Williams, Stone, Hauck y Rahman, 1989; Lock,
1998; Cano, Macias, Pereira, Dranguet, Guzman y Calzada, 2009), que son
valoradas en la industria farmacéutica, debido a que permiten desarrollar
medicamentos provenientes de fuentes naturales (Bingham et al.,, 1998;
Paganga, Miller y Rice-Evans, 1999; Kuklinski, 2000).

Como producto del metabolismo primario se encuentran los
carbohidratos, lipidos y proteinas; estos compuestos que cumplen un rol directo
en todo el reino vegetal al ser los responsables de los procesos de biosintesis
que controlan el crecimiento, fotosintesis, asimilacion de nutrientes, entre otros.
Estos metabolitos al ser beneficiosos para el consumo humano tienen una gran
importancia en el campo biotecnolégico, debido a que permiten innovar nuevos
recursos de origen natural para producciones industriales (Petiard y Bariaud-
Fontanel, 1987; Rivas, Oranday y Verde, 2016; Fang, Fernie y Luo, 2018).

En cambio, los metabolitos secundarios son principios activos que no

actuan de manera directa en las plantas, estos se han desarrollado a través de



procesos evolutivos, y poseen importancias ecologicas, entre ellas, contrarrestar
agentes patégenos y/o depredadores cuando la planta se encuentra en
condiciones adversas (Septlveda, Porta y Rocha, 2004; Avalos y Pérez, 2009;
Kroymann, 2011; Vélez, Campos y Sanchez, 2014). A pesar de ello, algunos de
estos compuestos son de alto interés en la industria farmacologica lo que
permiten obtener nuevos recursos naturales para fines medicinales, o como
repelentes, cosméticos, entre otros, considerandolos de gran importancia social

y econdémica (Miller y Rice-Evans, 1999; Gonzales y Castro, 2017).

Actualmente, la medicina tradicional es analizada y valorada gracias a la
importancia de los compuestos quimicos y las propiedades biolégicas con
potencial medicinal que nos brindan las plantas. Sin embargo, en Ecuador se
registran alrededor de 21,400 especies de plantas nativas entre ellas 4173 son
endemicas, con escaso estudio fitoquimico que evallen el alto potencial
medicinal o terapéutico que poseen las plantas (Lock, 1998; Neill y Ulloa-Ulloa,
2011; Vogelsang, 2011; Quispillo, 2013; Bailon-Moscoso Romero-Benavides,
Tinitana-Imaicela y Ostrosky-Wegman, 2015; Rivas, Oranday y Verde, 2016).

En la provincia de Manabi, los frutos de Cucurbita ecuadorensis son
utilizados por los moradores rurales como astringente para aliviar ronchas (de la
Torre y Navarrete, 2008). Es por eso que la presente tesis busca ampliar la
informacion acerca de las propiedades terapéuticas de esta especie endémica
de la costa de Ecuador y norte de Perd como opcion a un nuevo suplemento

alimenticio con propiedades terapéuticas naturales.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La flora en el Ecuador es muy diversa debido a procesos adaptativos y de
coevolucién que han ido desarrollando las especies nativas de los Andes
(Gentry, 1990; Ulloa Ulloa y Jgrgensen, 1995; Jgrgensen y Ledn-Yanez, 1999).
Jargensen y Leon-Yanez (1999) registraron mas de 16000 especies de plantas
vasculares en Ecuador, posteriormente Neill y Ulloa-Ulloa (2011) adicionaron y
actualizaron los nombres de alrededor de 5.400 especies, entre ellas plantas
endémicas. De estos datos, se estima que el 60 % de las especies son
medicinales y aun se mantiene una fuerte tradicibn en cuanto a su uso,

especialmente por los pueblos indigenas (Naranjo y Escaleras, 1995).

La familia Cucurbitaceae son plantas angiospermas que se distribuye en
zonas secas y humedas del Ecuador (Jgrgensen y Leon-Yanez, 1999). Los
primeros habitantes de este pais se alimentaban de frutos, hojas, flores y
semillas de varias especies de esta familia desde tiempos del preceramico.
(Jayaprakasam, Seeram y Nair, 2003; Piperno y Stothert, 2003; de la Torre et
al., 2008; Alvarez, 2014). Los compuestos quimicos y actividad biologica de los
miembros de las Cucurbitaceae son de importancia, estudios realizados a
especies de esta familia reportan compuestos con propiedades citotoxicas,
antibacterianas, antioxidantes, cicatrizantes, antihelminticas, hepatoprotectoras,
cardiovasculares, antidiabéticas y antinflamatorias (Jayaprakasam, Seeram y
Nair, 2003; Caili, Huan y Quanhong, 2006).

A esta familia pertenece Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker
(Cutler y Whitaker, 1968), una rastrera-trepadora de frutos grandes que es
conocida por su nombre vernaculo como: ‘Chia’ en la provincia de Manabi,
‘Alamama’ o "Jalamama’, ‘Mate Chino’ en la provincia del Guayas y ‘Malambo’
en la provincia de Esmeraldas (de la Torre et al., 2008). Esta fue semi-
domesticada y utilizada como alimento por habitantes de la cultura Las Vegas,
hasta su posterior remplazo por Cucurbita moschata (Duchesne ex Lam.)
Duchesne ex Poir (Piperno, Andres y Stothert, 2000; Pickersgill, 2007; Stothert,
2011).



Segun los registros tomados de las colecciones montadas que reposan
en los herbarios, los frutos y hojas de C. ecuadorensis tienen diversas
aplicaciones de uso tradicional en areas rurales de la costa de Ecuador y
noroccidente de Peru, son utilizados para aliviar ronchas en el cuerpo humano,
los frutos sirven ocasionalmente para alimentacion humana y en la naturaleza
son un alimento silvestre preferido por equinos (de la Torre et al., 2008). Sin
embargo, en cuanto al conocimiento de sus propiedades fitoquimicas, no se
registran estudios en C. ecuadorensis que evidencien los compuestos quimicos

responsables de sus propiedades.



3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La fitoquimica estudia los metabolitos primarios y secundarios producidos
por especies vegetales de interés, mediante el analisis, aislamiento, purificacién,
y elucidacién de las estructuras, ademas, caracteriza la actividad biolégica de
diversas sustancias quimicas producidas (Valencia, 1995; Lock, 1998). Teniendo
en cuenta la riqgueza de plantas utiles que posee el Ecuador, se considera
necesario realizar los estudios fitoquimicos respectivos para conocer los
principios activos, actividad biolégica y nutrientes producidos por las especies
nativas (de la Torre et al., 2008).

La familia Cucurbitaceae posee fenoles, flavonoides, flavonas, saponinas,
taninos, alcaloides, terpenoides, triterpenoides, esteroides; metabolitos con
propiedades antioxidantes, antinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, ,
en general (De Tommasi, De Simone, Speranza y Pizza, 1999; Basch, Gabardi,
y Ulbricht, 2003; Siciliano, De Tommasi, Morelli y Braca 2004; Caili, Huan y
Quanhong, 2006; Khan, Hussain, Matjais, Zakaria y Khan, 2011; Okunrobo,
Uwaya, Imafidon, Osarumwense y Omorodion, 2012; Yue, Xu, Cao, Zhang y
Zhao, 2013; Noumedem et al, 2013; Thiruvengadam y llI-Chung, 2015).

Los estudios fitoquimicos en las hojas y frutos del género Cucurbita,
revelan la presencia de taninos, saponinas, cumarinas, quinonas, flavonoides,
terpenos, alcaloides, fenoles y esteroles. Ademas, los frutos y semillas de
Cucurbita poseen un alto porcentaje en flavonoides y fenoles totales, mostrando
actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, y Pseudomonas fluorescens
(Karpagam, Varalakshmi, Bai y Gomathi, 2011; Jacobo, Maréstica, Zazueta y
Gallegos, 2011; Noumedem et al., 2013; Bahramsoltani et al., 2017; Singh,
2012).

En la provincia de Manabi, los frutos de Cucurbita ecuadorensis son
utilizados por los moradores rurales como astringente para aliviar ronchas (de la
Torre y Navarrete, 2008). Con este antecedente, es de interés realizar los
estudios pertinentes que permitird generar informacién técnica-cientifica de la

actividad antibacteriana, antioxidante y los principios activos responsables de las



propiedades que se evaluaran en el extracto de los frutos y hojas de Cucurbita

ecuadorensis.



4. HIPOTESIS
Los extractos etandlicos y cloroférmicos obtenidos de los frutos y hojas de

Cucurbita ecuadorensis poseen actividad antioxidante y antibacteriana.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Determinar la composicion quimica mediante el tamizaje fitoquimico, la
actividad antioxidante y antibacteriana en extractos etandlico y cloroférmico de

Cucurbita ecuadorensis.

5.2. Objetivos especificos
Cuantificar los carbohidratos, lipidos y proteinas totales presentes en la
biomasa seca de los frutos de C. ecuadorensis.

Cuantificar flavonoides y fenoles totales presentes en los extractos

etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de C. ecuadorensis.

Evaluar la actividad antioxidante mediante la técnica del 2,2-Difenil-I-
Picrilhidrazilo (DPPH) y la actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis subsp.
Spizizenii, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, en los extractos etandélicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de C. ecuadorensis.



CAPITULO I

6. ANTECEDENTES

La familia Cucurbitaceae son plantas angiospermas que se distribuye en
zonas secas y humedas del Ecuador (Jgrgensen y Ledn-Yéanez, 1999). Los
primeros habitantes de este pais se alimentaban de frutos, hojas y semillas de
varias especies de esta familia desde tiempos del preceramico. (Jayaprakasam,
Seeram y Nair, 2003; Piperno y Stothert, 2003; de la Torre et al., 2008; Alvarez,
2014).

Varias frutas, semillas y hojas de la familia Cucurbitaceae son de
importancia alimenticia o terapéutica debido a sus altos componentes
nutricionales y metabolitos secundarios como cumarinas, quinonas, taninos,
alcaloides, triterpenoides, esteroles, fenoles, flavonoides, flavonas y saponinas;
responsables de propiedades terapéuticas como: antioxidantes, antibacterianas,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, antihipertensivas,
antiparasitarias, entre otros (De Tommasi, De Simone, Speranza y Pizza, 1999;
Basch, Gabardi, y Ulbricht, 2003; Siciliano, De Tommasi, Morelli y Braca 2004;
Pozner y Novara 2010; Khan, Hussain, Matjais, Zakaria y Khan, 2011; Okunrobo,
Uwaya, Imafidon, Osarumwense y Omorodion, 2012; Yue, Xu, Cao, Zhang y
Zhao, 2013; Noumedem et al, 2013; Thiruvengadam y Ill-Chung, 2015).

Los frutos silvestres de Cucurbitaceae poseen un sabor amargo el cual
es apetecible para caballos, burros y cerdos, esta caracteristica es ocasionada
por el cucurbitano o cucurbitacina, un tipo de triterpenoide que posee
propiedades antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias (Konoshima et
al., 1994; Lira, 1995; Dandawate, Subramaniam, Padhye y Anant, 2016).

Se ha demostrado que los valores nutricionales varian en los frutos de la
familia Cucurbitaceae con alta demanda alimenticia a nivel mundial, como
Citrullus lanatus (sandia), Cucumis melo (melén), Cucumis sativus (pepino) y
Momordica charantia (achochilla), revelando concentraciones de 4.5, 6, 1.9y 4.8
g de carbohidratos totales/100 g de peso seco; 0.15, 0.0, 2 y 0.18 g de lipidos
totales/100 g de peso seco y 0.4, 0.6, 0.7 y 0.15 g de proteinas totales/100 g de



peso seco, respectivamente (Valero, Rodriguez, Ruiz y Avila 2018; Semeniuk,

Bela, Vonka, Romero y Nufiez, 2018).

Actualmente, son escasos los estudios fitoquimicos que evidencien los
efectos terapéuticos de las hojas de diversas especies del género Cucurbita. Sin
embargo, los frutos y semillas poseen metabolitos secundarios como
flavonoides, fenoles, tocoferoles, terpenos, triterpenos, taninos, cumarinas,
quinonas, saponinas, alcaloides y esteroles. Estos metabolitos son los
responsables de las actividades antioxidantes, anticancerigenas vy
antibacterianas contra Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae. Ademas, poseen
abundantes nutrientes como carbohidratos, acidos grasos, polisacéaridos,
proteinas, entre otros (Karpagam, Varalakshmi, Bai y Gomathi, 2011; Jacobo,
Marostica, Zazueta y Gallegos, 2011; Singh, 2012; Noumedem et al., 2013;
Bahramsoltani et al., 2017; Salehi et al., 2019).

Jacobo, Maréstica, Zazueta y Gallegos (2011), en el trabajo de revision
“Cucurbita moschata Duchesne vs Cehualca, propiedades médicas,
fisicoquimicas y beneficios para la salud” mencionaron que el mesocarpio del
fruto y los aceites de las semillas de Cucurbita moschata poseen efectos
antioxidantes, antidiabéticos, antihipertensivos, antitumorales y antiparasitario
intestinal, a causa de los compuestos bioactivos como fenoles, proteinas y

polisacéaridos que poseen.

Estudios reportan contenidos fendlicos en frutos de Cucurbita moschata,
revelando concentraciones entre 4.76 mg equivalente de acido galico (GAE)/ g
de extracto secoy 22.92 + 1.06 mg GAE/ g de extracto seco. Estos valores estan
directamente relacionado con la actividad antioxidante evaluada por la técnica
2,2-Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH), la que present6 una concentracion inhibitoria
del 50% (ICso) de 4.015 * 0.20 mg de extracto/mL (Jacobo, Maréstica, Zazueta
y Gallegos, 2011; Bahramsoltani et al., 2017).

Qian (2014), demostré que el extracto del fruto de Cucurbita moschata
posee un alto potencial antibacteriano contra Escherichia coli, Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus, con una zona de inhibicién de 9.78, 13.21 y 11.36 mm



de diametro. Wang, Liu, Wang, Yu, Xuy Yang (2017), caracterizaron la actividad
antibacteriana de un tipo de polisacéarido aislado y purificado de extractos de
semillas, denominado Protein-bound polysaccharide (PSP-1), obteniendo una
zona de inhibicion de 7.2, 13.6, 0.8, 0.2 y 1.0 mm de diametro para las bacterias
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pichia fermentans y Escherichia coli,

respectivamente.

El extracto etandlico de las hojas de esta especie no presento actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae (del Castillo, Molinares, Campo, y Bettin, 2017). No obstante,
Salehi, B et al., 2019) menciona que los extractos acetdnicos de las semillas y el
mesocarpio del fruto poseen efecto bacteriostatico contra Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

En la cuantificacion de los componentes nutricionales del fruto de
Cucurbita moschata, registraron concentraciones de 1.9 g de carbohidratos
totales/ 100 g de peso seco, 0.16 g de lipidos totales/ 100 g de peso seco y 0.97
g proteinas totales/ 100 g de peso seco, respectivamente (Jacobo, Mardstica,
Zazueta y Gallegos, 2011).

Las hojas de Cucurbita pepo poseen taninos, quinonas, saponinas,
cumarinas, flavonoides, esteroles, terpenoides, alcaloides, fenoles, lecitina,
cucurbitano, flavonoides, vitaminas B, C y E; agentes responsables de las
actividades biolégicas reportadas para esta especie como antioxidante,
antiparasitaria, hepatoprotectora e inhiben el crecimiento de las cepas de
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Andjelkovic, Van
Camp, Trawka, y Verhé, 2010; El-Aziz, El-Kalek y City, 2011). Ademas, la
decoccidn de las frutas posee actividad antibacteriana contra Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Providencia stuartii y Pseudomonas aeruginosa (Magassouba et al., 2010;
Noumedem et al., 2013).

Se reportaron débiles concentraciones de fenoles totales en el
mesocarpio del fruto de Cucurbita pepo, entre 4.99 + 0.29 y 5.49 mg GAE/ g de
extracto seco (Deng, Lin, Xu, X, Gao, Xie, y Li, 2013; Blanco, Font, Martinez y
Del Rio, 2015).
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Los contenidos nutricionales de los frutos de Cucurbita pepo obtienen
concentraciones de 2.2 g carbohidratos totales/ 100 g de peso seco, 0.2 g lipidos
totales/ 100 g de peso seco y 0.65 g proteinas totales/ 100 g de peso seco,

respectivamente (Valero, Rodriguez, Ruiz y Avila, 2018).

Las partes aéreas de Cucurbita maxima poseen propiedades
antidiabéticas, diuréticas, hepatoprotectoras, anticancerigenas, poteancivas,
entre otros (Dubey, 2012). Ademas, son utilizadas como medicina tradicional
para tratar la anemia, vomitos de sangre, trastornos urinarios, cataratas,
insuficiencia renal, heridas, prostatitis, osteosarcoma, presion arterial,

estrefiimiento, cancer en el pulmén y cabeza (Salehi et al., 2019).

Extractos del fruto de esta especie poseen alcaloides, esteroles,
terpenoides, saponinas, fenoles y flavonoides, metabolitos responsables de la
actividad antibacteriana contra Escherichia coli, Bacillus subtilis vy
Staphylococcus aureus, Staphylococcus werneri, Pseudomonas putida,
Pseudomonas aeruginosa, Kleibsella pneumoniae (Ravishankar et al., 2012;
Singh, 2012).

La concentracion de fenoles varia entre 2.68 + 0.03 a 7.34 + 0.4 mg GAE/
g de extracto seco y flavonoides desde 1.55 + 0.04 a 7.49 + 0.20 mg equivalentes
de quercetina (CE)/ g de extracto seco, a los que se atribuye su actividad
antioxidante evaluada con la técnica del DPPH, con un IC50= 0.038 mg/mL
(Saha, Mazumder y Haldar, 2011; Moyo, Amoo, Ncube, Ndhlala, Finnie, y Van
Staden, 2013; Gurav, Mondal, y Vijayakumar, 2014; Kushawaha, Chatterji,
Yadav, y Watal, 2016).

Singh (2012), sefala que el extracto de las semillas de Cucurbita maxima
posee efecto bacteriostatico frente a cepas de Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens con
una zona inhibitoria de 16, 28, 10, 20, 24 mm de diametro. Adicionalmente, Pérez
y Anesini (2014), indicaron que no posee actividad antibacteriana contra

Salmonella typhi.

Las especies mas consumidas por los habitantes del Ecuador del género
Cucurbita, son los frutos de Cucurbita maxima (zapallo) y Cucurbita ficifolia
(zambo), por esta razon Ortega (2013); Estrada, Sanchez y Alcantar (2018)
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realizaron estudios acerca de la cuantificacion de metabolitos primarios
(carbohidratos, lipidos y proteinas) de los frutos de estas especies, estos revelan
concentraciones entre 2.2 g de carbohidratos totales/ 100 g de peso seco, 0.2 g
de lipidos totales/ 100 g de peso seco y 0.65 g de proteinas totales/ 100 g de
peso seco, para Cucurbita maxima y 4.4 g de carbohidratos totales/ 100 g de
peso seco, 0.3 + 0.3 g de lipidos totales/ 100 g de peso seco, 0.4 + 0.1 g de

proteinas totales/ 100 g de peso seco para Cucurbita ficifolia.

Con base a los antecedentes previamente citados, se considera que los
valores nutricionales y compuestos quimicos responsables de las actividades
bioldgicas en las especies del género Cucurbita de la familia Cucurbitaceae son
de gran importancia (Jayaprakasam, Seeram y Nair, 2003; Caili, Huan y
Quanhong, 2006; Salehi et al., 2019); sin embargo, no se han realizado estudios

fitoquimicos en Cucurbita ecuadorensis.
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7. MARCO TEORICO

7.1. Descripcion botanica y taxonomica de Cucurbita ecuadorensis

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase Dilleniidae

Orden Cucurbitales

Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Cucurbitoideae
Tribu Cucurbitae
Género Cucurbita
Especie Cucurbita ecuadorensis H.C. Cutler & Whitaker

Cucurbita ecuadorensis es una herbacea de habito rastrero, endémica de
los bosques secos de la costa de Ecuador y norte de Perd, en la biorregion del
Bosque Seco Deciduo del Pacifico Ecuatorial (BSDPE). Puede alcanzar hasta
10 m de longitud. Posee un tallo cubierto por tricomas largos y asperos, en
relacion a los tipos de tricomas de la mayoria de las especies del mismo género.
Las hojas son simples, pentalobuladas, con margenes irregulares, miden
generalmente entre 11-32 cm de ancho; de color verde oscuro con manchas
claras, y escabrosas en el haz; pueden poseer dos o tres zarcillos por nudo (fig.
1). Las flores en general son solitarias, monoicas, con un pedicelo pubescente
de 2 a5 cm de longitud, la corola mide 5-8 cm de longitud, el céliz es pubescente,
posee lobulos agudos de 1-2 cm de largo. Las flores masculinas poseen un caliz
ampliamente redondeado y una corola estrictamente acampanada de color
amarillo con aroma distintivo. La flor femenina, posee el pedunculo floral estriado
longitudinalmente y ligeramente dilatado en la union con la flor o el fruto. Su fruto
es un pepo globoso de aproximadamente 10 a 18 centimetros de diametro con
epicarpio liso y duro, el mesocarpio es carnoso, y poco fibroso de color blanco,
tiene olor a melon y frecuentemente con sabor amargo. Las semillas son

numerosas, embebidas en el mesocarpio, de forma ovada, 11 a 15 mm de largo
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y 7-8 mm de ancho. El cuerpo de la semilla posee una coloracion crema con el
margen blanco (fig. 1) (Cutler y Whitaker, 1968; Santiana, 2011).

Figura 1. Hojas (a) y fruto (b) de Cucurbita ecuadorensis. Fuente: autor.

7.1.1. Ecologia

Es una especie endémica de la biorregién del Bosque Seco Deciduo del
Pacifico Ecuatorial, ha sido categorizada en estado de conservacion vulnerable
(VU) (Santiana, 2011). Su patron de distribucion abarca zonas secas de la
provincia de Loja, Guayas, Santa Elena, Manabi, Esmeraldas y Los Rios, con
una inusual disyuncién en los Andes del norte de la provincia de Imbabura (Cutler
y Whitaker, 1968; de la Torre et al., 2008; Santiana, 2011). Recientemente ha
sido registrada en el Departamento de Tumbes, en el noroccidente de Perd

(Cornejo, com. pers.).

7.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje o screening fitoquimico, es la parte inicial para identificar
cualitativamente los principales metabolitos secundarios responsables de las
propiedades bioldgicas que se encuentra en una planta objetivo (Lock, 1998). Se
desarrolla a partir del analisis por medio de reacciones de coloracion o
precipitacion en extractos que se han obtenido con la ayuda de solventes
organicos como el etanol, metanol, cloroformo, entre otros. Esta evaluacién solo
requiere de pequefias cantidades de reactivos, ademas, las reacciones
dependeran de la proporcién de metabolitos que se encuentren en el extracto,
por lo que se considera es rapida y de bajo costo. Adicionalmente, sirve como
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punto de partida para la extraccion o aislamiento de los grupos quimicos de
interés (Who, 1998; Pesante, Larrea y Bustamante, 2017).

7.3. Metabolitos Secundarios

Se forman mediante las rutas biosintéticas de diversas moléculas
organicas del metabolismo primario del carbono, originando compuestos
bioactivos de estructuras complejas de bajo peso molecular como los alcaloides,
flavonoides, taninos, terpenos, cumarinas, esteroles quinonas, entre otros (fig.
2), que presentan una distribucion variable en hojas, flores, frutos, y estaran
restringidas de acuerdo a familias, géneros o incluso especies en el reino vegetal
(Avalos y Pérez, 2009; Gudiel, 2009; Ochoa y Sarmiento, 2018).
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Figura 2. Esquematizacion de las rutas biosintéticas de diversas moléculas
organicas para la formacién de los metabolitos secundarios en las plantas.
Obtenido de Avalos y Pérez (2009).

7.3.1. Alcaloides

Son metabolitos secundarios nitrogenados, procedentes del
metabolismo de los aminoacidos que se encuentran en tejidos periféricos,
solubles en agua (fig. 3). Son conocidos por su actividad biolégica contra
herbivoros y agentes patdégenos, ademas ser anestésicos, antitumorales,

antipaludicos, adicionalmente, estimulan el sistema nervioso -central,
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auténomo, la respiracion, circulacion sanguinea (Wink, 2006; Fattorusso y
Taglialatela, 2008).
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Figura 3. Estructura baS|ca de los alcaloides. Obtenido de Arango (2008).
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7.3.1.1. Reconocimiento de alcaloides

En el momento de realizar un tamizaje fitoquimico, el extracto se
combinara con el yodo y metales pesados como el bismuto, mercurio y
tungsteno, si se forman precipitados, se interpretara como positivo para

alcaloides (Garcia y Ramirez, 2009).

7.3.2. Taninos

Son polimeros fendlicos, de estructura compleja cuando los grupos
hidroxilos se adhieren a proteinas o a leves cantidades de iones de hierro,
son solubles en agua, presentan una amplia distribucion, encontrando estos
compuestos en cualquier parte aérea de una planta, protegiéndolas de
agentes Dbacterianos (fig. 4). Poseen propiedades astringentes,
vasoconstrictoras, antibacterianas y antinflamatorias (Garcia y Carril, 2009;
Sieniawska y Baj, 2017). Se clasifican en dos grupos dependiendo de su
sintesis bioldgica: (i) taninos hidrosolubles, son producidos por la via del
acido shikimico, vy, (ii) los taninos condensados, éstos derivan por biosintesis
del catecol (Isaza y Hipdlito, 2007; Patra y Saxena, 2011; Vélez, Campos y
Sanchez, 2014).
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Figura 4. Estructuras de un tipo de tanino. Obtenido de Garcia, Fernandez,
Fuentes (2015).

El-Kamali y Mahjoub (2009) mencionaron que en Cucurbita pepo se
encuentran compuestos fenolicos como el &cido protocatecéutico, acido
sirinico, acido trans-p-cumarico, acido trans-sinapico, tirosol, vanilina.
Adicionalmente, Krimer-MaleSevi¢, Madarev-Popovi¢, Vastag, Radulovi¢ y
Pericin (2011) detectaron la presencia de fenoles en extractos de semillas
de C. pepo como el acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido
protocatectcico, acido vanilico, acido jeringo; Acido p-cumarico, &cido

cafeico, acido ferulico y acido sinapico.

7.3.2.1. Reconocimiento de taninos

En la prueba de Cloruro férrico 10%, los taninos reaccionan con iones
de hierro, formando multiples puentes de hidrégenos (fig. 5), obteniendo
estructuras complejas, provocando una reaccion de color negro azulado o

negro grisaceo (Vazquez et al., 2012).

- -3

OH .

OH,
| i
H;O s OH, 2
P
4 + H O™ r =OH, — __,."e\‘ 4+ 6 HC
‘ OH | ™ou
OH i
OH
fenol hexaacuo hierro (lil)

(complejo formado a partir de FeCl, (ac))

tetrafenol hierro (lil)

Figura 5. Esquematizacion de las reacciones de taninos en contacto a iones
hierro. Obtenido de Ochoa y Sarmiento (2018).
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7.3.3. Flavonoides

Son compuestos fendlicos responsables de la coloracion de flores,
frutos y a veces hojas, estan ampliamente distribuidos en todas las especies
vegetales. Existen mas de 4.000 compuestos con un origen biosintético en
comun el cual involucra un solo precursor denominado 2-fenilcromano (Ce-
Cs-Cs); ademas, estan estructurados por dos anillos arométicos unidos por
un puente de carbono, segun el grado de oxidacion del anillo piranico puede
agruparse en distintas clases, tales como: las flavonas, flavonoles,
flavononas, flavanos, calconas, auronas y antocianinas (fig. 6) (Escamilla,

Cuevas y Guevara, 2009; Llacuna y Mach, 2012; Vazquez et al.,2012).

La mayoria de estos compuestos se los consideran nutrientes
importantes, por estar presentes en los alimentos y por su alto potencial como
antioxidante (Porras y Lopez, 2009; Patil y Masand, 2019). No obstante,
poseen otras propiedades biolégicas como  hepatoprotectoras,
vasoconstrictoras, antinflamatorias y cardiotonicas (Hoensch y Ortel, 2015;
Wang, Liy Bi, 2018).

o g @ o g
s OH = oH

Antocianidina

Flavanal

Flavona Flawvonal

Figura 6. Estructura béasica y tipos de flavonoides. Obtenido de Martinez,
Gonzalez, Culebras y Tufién (2002).
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Estudios mediante cromatografia liquida de alta resolucion, indicaron
gue los frutos de Cucurbita pepo contienen flavonoides como la quercetina y
otros derivados (Iswaldi, Gomez, Lozano, Arraez, Segura y Fernandez,
2013).

7.3.3.1. Reconocimiento de flavonoides

En la prueba de Shinoda, cuando se agrega acido clorhidrico y
fragmentos de Magnesio en el extracto, este acido reacciona con el
Magnesio, convirtiéendose en Cloruro de Magnesio dejando un hidrégeno
libre, este hidrogeno produce la reduccion del ion flavilio de color rojo
escarlata (fig. 7) (Delporte, 2010).

O 4+ Mg/2HCl —» ‘ MgCl,
OH

+
0]

Figura 7. Reaccion quimica de los flavonoides en contacto con el acido
clorhidrico y fragmentos de magnesio. Obtenido de Delporte (2010).

7.3.4. Cumarinas

Son compuestos fluorescentes miembros del grupo de las
Benzopironas, derivados de la lactona del &cido o-hidroxicinamico. Su
distribucién abarca desde la raiz hasta flores y frutos, no obstante, no todas
las familias del reino vegetal poseen estas sustancias. Son de gran interés
por sus propiedades terapéuticas, vasodilatoras, antitumorales,
espasmoliticas, alelopaticas, antioxidantes y antibacteriana (Dominguez,
1973; Jain y Joshi, 2012).

7.3.4.1. Reconocimiento de cumarinas
Estos compuestos revelan su presencia en los extractos, cuando estan

expuestos a la luz ultravioleta (Dominguez, 1973).
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7.3.5. Triterpenos y esteroles

Los triterpenos son terpenos de 30 carbonos que proceden de la
ciclacion del escualeno (fig. 8), pueden ser tetraciclicos o pentaciclicos que
poseen mas de 100 esqueletos diferentes con grupos hidroxilo, cetona,
aldehido o acido carboxilico (Tomas y Lock, 2001; Kushiro Ebizuka, 2010;
Chen, Tholl, Bohlmann y Pichersky, 2011). Estas sustancias se encuentran
en las mitocondrias, cromosomas o cloroplastos de las células, dependiendo
la especie vegetal. Ademas, poseen un papel importante de proteccién contra
hongos, bacterias y herbivoros (Nes y Heftmann, 1981; Sandjo y Kuete, 2013;
Koul, 2018).

chair=
chair—
chair

HOY

Oxidosqualene

Figura 8. Biosintesis de la ciclacién del escualeno para la formacion de
Triterpenos. Obtenido de Kushiro y Ebizuka (2010).

Los esteroles son derivados de los triterpenos que han perdido tres
metilos en los carbonos cuatro y seis, con una estructura tetraciclica que
consta de tres anillos de seis carbonos fusionados con un anillo de cinco
carbonos (Ege, 1998). Estos metabolitos se encuentran en alimentos como
frutas, vegetales y hojas, almacenandose principalmente entre el reticulo

endoplasmatico y la membrana plasmatica o en el citoplasma (Menon, 2018).

Plat et al. (2019) consideran que estos compuestos son suplementos
nutricionales, porque poseen efectos inhibidores de componentes lipidicos,
reduciendo las concentraciones de colesterol en la absorcion del intestino
delgado. No obstante, revelan propiedades antibacterianas y antioxidantes
(Cely, Matulevich y Castrillon, 2014).
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7.3.5.1. Reconocimiento de triterpenos y esteroles

Cuando el grupo hidroxilo de estos compuestos estan en contacto con
agentes deshidratantes como el &cido sulfurico y anhidrido acético, aumenta
la saturacion en la conjugacion de los anillos (fig. 9), formando una coloracion
rosada, roja, magenta o violeta, revelando presencia para triterpenos. Sin
embargo, cuando forman una coloracion verde-azulada, revelan presencia
para esteroles (Ardila, 2014).

___,__|::;'_jf_'_f;;{:;§ _,_L;jj_jj_;:hg
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Figura 9. Reaccion quimica de triterpenos y esteroles ante el acido sulfarico
y anhidrido acético. Obtenido de Ardilla (2014).

7.3.6. Quinonas

Son compuestos fendlicos oxidados formados por ciclacion a partir del
Acetil-S-CoA. De acuerdo a su naturaleza quimica se clasifican en
monociclicas (benzoquinonas); biciclicas (naftoquinonas) y triciclicas
(antraquinonas) (fig. 10). Las quinonas son conocidas por su abundancia en
el reino vegetal, accion terapéutica sobre sistema respiratorio y su altas
propiedades antimicrobianos, antitumorales, antioxidantes (Accame, 2000;
Leyva, Loredo, Lépez, Escobedo y Navarro, 2017).

o

o]

Benzoquinona Nafloquinona Antraguinona
Monociclica Biciclica Triciclica

Figura 10. Estructura basica y clasificacion de quinonas de acuerdo a su
naturaleza quimica. Obtenido de Leyva, Loredo, Lopez, Escobedo y
Navarro (2017).
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7.3.6.1. Reconocimiento de Quinonas
Cuando las quinonas, naftoquinonas y antraquinonas estan en
contacto en un medio 4cido, se oxidan estas sustancias y se hidrolizan los
compuestos glicosidicos, presentando un comportamiento caracteristico,

dando como resultado una coloracion rojiza (Carvajal et al., 2009).

7.4. Actividad antioxidante
Los antioxidantes son moléculas capaces de inhibir los radicales libres
producidos como consecuencia de las reacciones de oxidacién durante el
metabolismo. Estos radicales libres ocasionan dafios a nivel celular, causando
enfermedades como cancer, aterosclerosis, mal de Alzheimer, entre otros
(Brand-Williams, Cuvelier y Berset, 1995; Moon y Shibamoto, 2009).

El cuerpo humano no es capaz de generar cantidades necesarias de
antioxidantes para capturar la acumulacién de radicales libres en las células, por
esta razdn, requieren antioxidantes exdégenos, de preferencia de origen natural
(Martinez, Gonzélez, Culebras y Tufion, 2002). Entre los principales
antioxidantes estan los 3-carotenos (percusores de la vitamina A), la vitamina C
y E (Martinez, Gonzalez, Culebras y Tufidon, 2002). Sin embargo, los estudios en
plantas alimenticias y medicinales que revelan principios activos como los
fenoles y flavonoides, estan aumentando en las ultimas décadas debido al alto
potencial como antioxidante natural y elevado consumo de estos principios
activos a través de la dieta (Maestro y Borja, 1993; Martinez et al., 2002; Moon
y Shibamoto, 2009).

Existen diversos procedimientos para evaluar la capacidad antioxidante
en extractos de plantas, sin embargo, la metodologia mas utilizada es la técnica
de 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), esta consiste en la eliminacién de
radicales libres si los contenidos de fenoles y flavonoides totales encontrados en

el extracto actian como un antioxidante natural (Moon y Shibamoto, 2009).

7.4.1. Fundamento de la técnica de eliminacion de radicales libres de
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

El DPPH es un radical libre que posee un electron desapareado,

cuando este reactivo entra en contacto con un agente antioxidante natural,
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absorbe un atomo de hidrégeno del antioxidante (fig. 11), desnaturalizando
el color violeta intenso a un amarillo palido, este color esté caracterizado por
una longitud de onda de 517 nm, por lo que esta técnica puede ser medida

mediante un espectrofotometro de UV visible (Moon y Shibamoto, 2009).

RH
(Antioxidant)

K = O;N N-—N
\

2,2-Diphenyi-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrythydrazyl
free radical (DPPH+) (DPPH)

Figura 11. Reaccion quimica entre el DPPH y un agente antioxidante.
Obtenido de Moon y Shibamoto (2009).

7.4.2. Fundamento de la cuantificaciéon de fenoles

Cuando se alcalinizan los compuestos fendlicos con el carbonato de
sodio, estos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdotingstico), de color amarillo, dando lugar a una reaccion de
oxido/reduccion, generando un ién fenolato que presenta una coloracién azul
cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 765 nm (fig. 12) (Mufioz
et al., 2017).
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Figura 12. Reaccién quimica de los fenoles ante el reactivo Folin-Ciocalteu.
Obtenido de (Mufioz, Torres, Nufiez, de la Rosa, Garcia, Ayala y
Alvarez, 2017).
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7.4.3. Fundamento de la cuantificacion de flavonoides

Cuando el extracto entra en contacto con el cloruro de aluminio, se
forma complejos labiles estables con el grupo cetona en C-4 o bien el grupo
hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles (fig. 13) (Chang et al., 2002).

Figura 13. Formacion de complejos labiles de los flavonoides y flavonas con
iones de aluminio.

7.5. Actividad antibacteriana

La mayoria de los metabolitos secundarios como taninos, flavonoides,
alcaloides, quinonas, cumarinas y otros compuestos aromaticos que se
encuentran en extractos de plantas, inhiben el crecimiento de bacterias Gram
positivas bloqueando la sintesis del péptidoglicano, destruyendo la pared
celular y desestabiliza la membrana citoplasmatica, por el cual expulsa el
citoplasma hacia el exterior provocando una lisis celular en bacterias Gram
negativas (Morales, 1995; Tereschuk, Riera, Castro y Abdala, 1997;
Domingo y Lopez, 2003; Cavalieri et al., 2005; Pineda, Camiloaga y Zufiiga,
2007; Cuca, Coy, Coy y Lozano, 2011; Pefia, 2011; Escalona et al., 2013;
Cardoso y Pastrana, 2015).

7.5.1. Mecanismo de accién de los taninos como antibacterianos

Los taninos al poseer grupos hidroxilos en su estructura, a través de
reacciones con grupos sulfhidrilos o de otras interacciones con proteinas son
los responsables de la inhibicibn enzimatica, es decir, se encuentran
intimamente relacionados con la toxicidad de las bacterias, entre mas grupos
hidroxilos obtenga la molécula de un tanino, mas letal es para el

microorganismo (Rivas, Oranday y Verde, 2016).
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7.5.2. Mecanismo de accién de flavonoides como antibacterianos

Las moléculas de flavonoides cuando presentan grupos metilos en sus
estructuras inhiben una numerosa variedad de enzimas en las bacterias,
como las hidrolasas: 3-glucoronidasa, hialuronidasa, fosfatasa alcalina, aril-
sulfatasa, ATPasa H+ de las membranas lisosomal, perjudicando el
metabolismo y crecimiento del agente patdgeno (Rivas, Oranday y Verde,
2016).

7.5.3. Mecanismo de accion de alcaloides como antibacterianos

Los alcaloides presentes en el extracto producen mutaciones en el
ADN y ARN, ocasionando efectos negativos en la traduccion proteica en las
bacterias. Ademas, son los responsables de la desestabilizacion de la
membrana e inhibicion de hidrolasas o la proteinas G (adenilato ciclasa)
(Pefa, 2011; Suérez, Enrique, Barrera, Andrés, Coy y Moreno, 2011; Rivas,
Oranday y Verde, 2016).

7.5.4. Mecanismo de accioén de cumarinas como antibacterianos

Las cumarinas son compuestos fendlicos con accién
fotosensibilizantes sobre las bacterias, provocando alteracién en el ADN o
ARN y desorganizacion de procesos biolégicos cuando estan expuestos a luz
UV (Rivas, Oranday y Verde, 2016).

7.5.5. Mecanismo de accion de quinonas como antibacterianos

Son compuestos fendlicos que se adhieren a polipéptidos de la pared
celular que inactivan las enzimas y las proteinas ocasionando complejos
irreversibles en su estructura, logrando inhibir su funcién (Rivas, Oranday y
Verde, 2016).
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CAPITULO Il

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biolégico
Los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis fueron colectados en la
parroquia San Vicente, provincia de Manabi (0°57°49.8”S, 80°41'41.83”W), en la
costa de Ecuador. La identificacion botéanica fue realizada por el M.Sc. Xavier
Cornejo, curador del herbario GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la

Universidad de Guayaquil.

8.2. Procesamiento del material vegetal
Del material vegetal se obtuvieron dos tipos de extractos: etandlico y
cloroférmico. El extracto etandlico se obtuvo mediante el secado y maceracion
de las hojas y del mesocarpio del fruto de C. ecuadorensis (anexo 1). Se colocé
el material vegetal en un matraz con etanol al 99%, se dejo en reposo durante
cinco dias, en oscuridad a temperatura ambiente (anexo 2). Posteriormente, el

extracto se concentré en un rotavapor Buchi r-3 (anexo 3).

El extracto cloroférmico se obtuvo mediante una extraccion liquido-liquido,
se agrego en un embudo de decantacién una solucién de extracto etanélico del
material vegetal y cloroformo a relacion 1:1. Se dejo en reposo durante 24 h, la
solucién se separ6 en dos fases y se recogio la fase apolar cloroférmica (anexo
4). Posteriormente, el extracto se concentré en un rotavapor Buchi r-3 (anexo 3).

8.3. Tamizaje fitoquimico
Se determiné la presencia de alcaloides, flavonoides, quinonas,
antraquinonas, esteroides, triterpenos, saponinas, taninos y cumarinas mediante

la metodologia propuesta por Gudiel (2009) y Rondoén (2017).

8.3.1. Determinacion de alcaloides.

Se agregaron 2 mL de acido clorhidrico al 5% a 10 mg de extracto seco.
Posteriormente, al extracto diluido se le afiadieron 3 gotas de los reactivos
Wagner, Mayer, Bouchardat y Dragendorff. Un precipitado rojo marrén (Wagner),
precipitado de color blanco amarillento (Mayer), precipitado marrén (Bouchardat)

y precipitado rojo anaranjado (Dragendorff), revela la presencia de alcaloides.

26



8.3.2. Determinacioén de flavonoides.

Prueba de Shinoda. Se afadieron 3 gotas de &cido clorhidrico
concentrado a 2 mL de extracto diluido en alcohol etilico. La presencia del color
naranja, rojo o magenta revela la presencia de flavonas y flavonoles,

respectivamente.

Prueba de hidréxido de sodio (10%). A 1 mL de extracto diluido en alcohol
etilico, fueron afiadidos 3 gotas de hidréxido de sodio al 10%. La coloracién
amarilla-roja, café-naranja, parpura-roja o azul, indica la presencia de flavonas,

flavonoles, chalconas y antocianinas, respectivamente.

8.3.3. Determinacion de saponinas.

Prueba de la espuma. Se agreg6 1 mL de agua destilada caliente a 20 mg
del extracto etandlico en un tubo de ensayo, se agitdé vigorosamente para formar
espuma, se dejé en reposo durante 10 minutos. El contenido de saponinas se
report6 de la siguiente manera: sin espuma (ausencia); espuma menos de 3 mm
de alto (pobre); espuma de 6 mm de altura (moderada) y espuma de mas de 8
mm de altura (abundante).

8.3.4. Determinacion de quinonas y antraquinonas.

Prueba de Borntrager. Se traté con 3 mL de cloroformo a 3 mL de extracto,
la capa de cloroformo se separd. Posteriormente se agregaron gotas de
hidréxido de potasio al 5%. La aparicion de color rojo en fase alcalina indicé la

presencia de quinonas.

Prueba de hidréxido de amonio. A 2 mL de extracto disuelto en alcohol
etilico se afiadi6 una gota de hidroxido de amonio concentrado. Se dejé en
reposo durante dos minutos, una formacion de color rojo indico la presencia de

antraquinona.

Prueba de acido sulfurico. En 10 mg de extracto disuelto en alcohol etilico
se afiadi6é una gota de acido sulftrico concentrado, la formacion de color rojo

indicO la presencia de quinonas.
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8.3.5. Determinacion de esteroides y triterpenos.

Prueba de Salkowski. En 3 mL del extracto disuelto en alcohol etilico, se
agregaron 2 mL de cloroformo y 1 mL de &cido sulfdrico concentrado lentamente
hasta que se formé una doble fase. La presencia de color café pardo en la capa

media indicé un anillo esteroideo.

Prueba Lieberman Bouchard. A 2 mL del extracto disuelto en alcohol
etilico se agregb 1 mL de anhidrido acético y 3 gotas de &acido sulfarico
concentrado. Se dejo en reposo por 5 minutos, una capa intermedia de color
azul-verde indico esteroles, y el color rosado, rojo, magenta o violeta revelo la

presencia de terpenoides

8.3.6. Determinacion de taninos.

Se disolvio 10 mg de extracto en 1 mL de etanol, seguido se afiadio 4
gotas de solucion acuosa de cloruro férrico al 10%. La formacion de un color

negro azulado o verdoso indic6 la presencia de fenoles.

8.3.7. Determinacion de cumarinas.

Se disolvié 10 mg de extracto seco en etanol. Se agregd 0.5 ml de agua
destilada hirviendo. En un papel filtro se aplic6 2 manchas, a una mancha se
agrego 1 gota de hidréxido de potasio al 10%. Se observo bajo luz ultravioleta
en completa oscuridad. La fluorescencia azul o verde, revel6 la presencia de

cumarinas.

8.4. Cuantificacion de carbohidratos, proteinas y lipidos
Se realiz6 la cuantificaciébn de carbohidratos, lipidos y proteinas a la
biomasa seca del fruto de C. ecuadorensis.

8.4.1. Extraccién y cuantificacion de carbohidratos totales.

Se utilizé el método de Fenol-sulfurico propuesta por Dubois et al. (1956).
A 10 mg de biomasa seca se afiadieron 4 mL de NaOH 1M, Se agito en vortex y
luego se sometieron las muestras en bafio de maria a 95-100 °C por 1 hora. Se

reparti6 1 mL en tubos (triplicado). Se afiadieron 25 pL de fenol al 80%. Se
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agrego 2,5 mL de acido sulfarico. Se repitidé esta operaciéon con todas las
muestras y la curva patron. Se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 30
minutos, las muestras se leyeron a 484 nm bajo a curva de calibracion de glucosa
(200, 400, 600, 800, 1000 ug/ mL) antes de las 2 horas en un espectrofotometro
Multiskan GO Thermo Scientific. El contenido total de carbohidratos se expreso

como mg de carbohidratos totales/100 g de peso seco.

8.4.2. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales.

Se utilizd el método colorimétrico propuesto por Lowry et al. (1951). Se
agregaron 2 mL de NaOH 1 M a 10 mg de biomasa seca, las muestras se
sometieron a bafio de maria a 95-100 °C por 1 hora y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Luego se centrifugaron por 10 minutos a 4000 rpm, se
transfiri6 100 uL del sobrenadante a un tubo de ensayo (por triplicado), se
afiadieron 400 pyL de agua destilada, 500 yL de NaOH 1M. Se afiadieron 2 mL
de la disolucion de 50 mL de Na2COs al 5% con 2 mL Tartrato de sodio-potasio
al 1% y CuSOa. 5 H20 al 0,5%, tanto a las muestras a analizar como a la curva
patrony al blanco, se agité para homogenizar. Después de 10 minutos, se afiadié
400 pL del reactivo Folin-Ciocalteau con agua destilada 1:1, se agito
inmediatamente. Para finalizar se dejo en reposo 30 minutos a temperatura
ambiente y leyo a 750 nm bajo a curva de calibracion de albumina de suero de
bovino (BSA) (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150 pug/ mL) en un
espectrofotometro Multiskan GO Thermo Scientific. ElI contenido total de
proteinas se expres6 como mg de proteinas totales/100 g de peso seco

8.4.3. Extraccion y cuantificacion de lipidos totales.

Se utilizé el método de carbonizacion simple propuesto por Folch et al.
(1956). Se adicion6 1.5 mL de cloroformo y 3 mL de metanol a 10 mg de biomasa
seca. Se almacend a -4°C en oscuridad durante 24 horas. Posteriormente se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 min y se recolectd el sobrenadante. Se
agregaron 1.5 mL de cloroformo y 2 mL de agua destilada. Se centrifugd
nuevamente a 4000 rpm durante cinco minutos para separar la fase acuosa y
organica. Se retir0 la fase superior acuosa, posteriormente se evaporo la fase

organica a 50°C durante 24 horas. Se resuspendié en 1 mL de cloroformo. Se
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tom6 500 uL de extracto lipidico resuspendido, se adicion6 2 mL de &acido
sulfurico concentrado y se llevd a 200°C durante 15 min, posteriormente se enfrio
a -4°C durante 10 min. Se agregd 2 mL de agua destilada y se ley6 a 375 nm
bajo a una curva de calibracion de tripalmitina (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 270 pg/ mL) en un espectrofotometro Multiskan GO Thermo Scientific. El
contenido total de lipidos se expresé como mg de lipidos totales/ 100 g de peso

SecCo.

8.5. Cuantificacién de flavonoides y fenoles totales
8.5.1. Cuantificacion de flavonoides totales.

Se aplicé el método colorimétrico de cloruro de aluminio propuesta por
Zhishen et al. (1999). Se pesé 5 mg de los extractos etandlico y cloroférmico y
se disolvieron en 5 mL de etanol absoluto. Se afiadié una alicuota (0.25 mL) de
extracto a un tubo de ensayo. Se agregd un 1 mL de H20 destilada. Se afiadi6
al tubo de ensayo 0.075 mL de NaNO: al 5%. Después de 6 minutos, se agregé
0,075 mL de AICIs al 10%. Después de 5 minutos, 0.5 mL de NaOH 1 M y se
completé el volumen total hasta 2.5 mL con H20. Se mezclo bien la solucion. La
absorbancia se medié frente a blanco de reactivo preparado a 510 nm, bajo a
una solucion estandar de Quercetina (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90y 100 ug/
mL) (anexo 5) en un espectrofotometro Multiskan GO Thermo Scientific. El
contenido total de flavonoides se expres6 como mg equivalentes de quercetina

(CE)/ g de masa fresca. Las muestras se analizan por triplicado.

8.5.2. Cuantificacién de fenoles totales.

Se realiz6 el método de Folin-Cicalteou propuesta por Singleton et al.
(1999). Se peso6 10 mg de los extractos etandlico y cloroférmico y se disolvieron
en 2 mL de etanol absoluto. Se afiadié una alicuota (150 uL) de extracto a un
tubo de ensayo. Se agrego 75 uL de Folin-Cicalteou. Inmediatamente se agito
en vortex. Se esperd 10 minutos, en absoluta oscuridad. Se afiadio 375 uL de la
solucion de Carbonato de sodio. Se agité y guardd en absoluta oscuridad por 30
minutos. La absorbancia se midi6 frente a blanco de reactivo preparado a 760
nm bajo una solucién estandar de Acido galico (30, 50, 80, 100, 120, 150, 180,

210 pg/ mL) en un espectrofotometro Multiskan GO Thermo Scientific. El
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contenido total de flavonoides se expresé como mg equivalentes de acido galico

(GAE)/ g de extracto seco. Las muestras se analizaron por triplicado.

8.6. Actividad Antioxidante
Se evaluo la actividad antioxidante mediante la técnica de eliminacion de
radicales libres de 2,2 difenil-1 picrilhidrazilo (DPPH) propuesta por Brand-
Williams et al. (1995).

8.6.1. Preparacion del DPPH y acido ascérbico.

Se prepard una solucion stock (A) de DPPH a 6 x10° M diluida en metanol.
Posteriormente, se preparé una solucién stock (B), tomando 5 mL de la solucion
stock (A) diluido a 1mL de metanol. Se prepar6 una solucién de acido ascorbico
a lmM.

8.6.2. Preparacion del extracto.
Se prepard una solucion del extracto etandlico y cloroférmico del fruto y
hoja de C. ecuadorensis a una concentracion de 5 mg/mL.

8.6.3. Procedimiento.

Se coloc6 en un tubo de ensayo 100 L de la solucion de cada extracto y
1400 pL de la solucién stock (B). Se dejo en oscuridad y tapados los tubos
durante 30 minutos. Posteriormente, se medid las lecturas a 517 nm en un
espectrofotometro uv-visible BioMate 3S Thermo Scientific, utilizando como

control negativo el metanol y control positivo el acido ascorbico.

8.6.4. Calculos del porcentaje de inhibicion.

Se determind el porcentaje de inhibicion del DPPH mediante la férmula:

absorbancia del DPPH—Absorbancia muestra

%I= x 100
absorbancia del DPPH

El porcentaje de inhibicion de los extractos fue mayor al 50 %, por lo tanto,
se realiz6 una solucion estandar con concentraciones de 2.5, 1.25, 0.75, 0.5, 0.2

mg/mL, para encontrar la minima inhibitoria del 50% (ICso). El porcentaje de
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inhibicion de la solucion de acido ascérbico sirvi6 como patron de antioxidante

para la comparacion de los porcentajes de inhibiciones.

8.7. Actividad antibacteriana

8.7.1. Condiciones de cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo Mueller-Hinton Agar a 30°C durante 24 h,
para los cultivos de tres bacterias Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802)
y tres Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
subsp. spizizenii ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 19115)

8.7.2. Evaluacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se llevd a cabo mediante el ensayo de difusion
de disco propuesta por Bauer-Kirby (1966). Se diluy6 las colonias de bacterias
Gram positivas y Gram negativas en solucién salina estéril al 0,9 %, se midieron
las lecturas a 550 nm en un espectrofotometro uv-visible BioMate 3S Thermo
Scientific hasta que se obtuvo una turbidez a un estandar McFarland N °1 (300-
8 CFU / mL).

Se tom6 200 pL del in6culo bacteriano estandarizado al McFarland N°1 'y
se incubd en agar Muller-Hinton a 36°C durante 24 h. Posteriormente, los
extractos etandlicos de los frutos y hojas se diluyeron en etanol al 99% a una
concentracion de 200 ppm (200 mg/mL).

Se usO etanol al 99% como control negativo y como control positivo
antibioticos para cada bacteria Gram negativa y Gram positiva (tabla 1). Se
adicionaron 20 pL de cada solucién de los extractos en un disco de filtro estéril
individual de 6,35 mm y se colocaron en la superficie del agar Muller-Hinton

previamente inoculado.

Los perimetros de la circunferencia de la zona de inhibiciéon fue medida
con un calibrador vernier digital posicionando la placa de Petri sobre un fondo

oscuro.
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Tabla 1. Antibidticos utilizados como control positivo contra bacterias Gram
negativas (*) y Gram positivas.

Antibidtico Dosis Bacteria Cepa
Gentamicin® Oxoid™ (10uQ) Escherichia coli * ATCC 25922
Tobramicina® Oxoid™ (10uQ) Pseudomonas ATCC 15442

aeruginosa *
Tetracycline® Oxoid™ (30 pg) Vibrio ATCC 17802
parahaemolyticus*
Ceftriaxone® Oxoid™ (30 ug) Staphylococcus ATCC 25923
aureus
Sulfamethoxazole® (25 pg) Bacillus subtilis ATCC 6633
Oxoid™ subsp. Spizizenii
Penicillin® G Oxoid™ (10uQ) Listeria ATCC 19115
monocytogenes

8.8. Analisis estadistico

Se compard el porcentaje de inhibicibon del DPPH en extractos

etandlico y cloroférmico de las hojas y mesocarpio del fruto de Cucurbita

ecuadorensis, frente al 4cido ascorbico, realizando un test de Anova simple,

mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus.
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CAPITULO IV

9. RESULTADOS

9.1. Tamizaje fitoquimico
El analisis fitoquimico de extractos etanolicos y cloroférmicos de los frutos
y hojas de Cucurbita ecuadorensis, se realiz6 mediante varios ensayos quimicos
para identificar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios como
alcaloides, flavonoides, saponinas, quinonas, antraquinonas, triterpenoides,

esteroles, taninos y cumarinas.

Los alcaloides fueron abundantes en todas las pruebas utilizadas en los
extractos etanolicos y cloroférmicos de los frutos de C. ecuadorensis. No
obstante, en ambos extractos de las hojas, los alcaloides se encontraron en

menor proporcion.

Los flavonoides fueron moderados en los extractos etandlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de C. ecuadorensis. Posiblemente
corresponden a los flavonoles, el cual se evidencié tratando la muestra con una
solucién de hidroxido de sodio al 10% y se observd la formacion de una
coloracién café-naranja (anexo 6). Mientras que las saponinas, quinonas y
antraquinonas se encontraron ausentes en todos los extractos evaluados (tablas
2y 3).

En los extractos evaluados de los frutos y hojas de C. ecuadorensis, los
compuestos fendlicos estuvieron presentes en pequefias cantidades,
posiblemente corresponden a los taninos condensados como el catecol, el cual
se evidencié cuando se traté la muestra con una solucién de cloruro férrico al

10% y se observo la formacion de un precipitado marron (anexo 7).

Las cumarinas se encuentran en proporciones moderadas en los
extractos etanodlicos de los frutos y hojas, mientras que en los extractos
cloroférmicos de estas partes aéreas, estan en débiles proporciones (anexo 8;
tablas 2 y 3). En los extractos etandlicos de los frutos y hojas, los triterpenos
estuvieron presentes en moderadas cantidades. Los esteroles fueron mas
abundantes en el extracto etandlico de los frutos y moderados en el extracto

etandlico de las hojas (anexo 9; tabla 2).
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Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de extractos etandlicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Esteroles/

Alcaloides Flavonoides  Saponinas Quinonas/Antraquinonas ; Taninos Cumarinas
Triterpenos
Extractos NaOH NH4OH 0
etanélicos RW RM RB RD RS 10% Espuma  RBg 10% H2SOs4 RS-L RL-B  FeCl310% Luz UV
+ +

Frutos +++  +++ - ++ - - - + +++ Azul Negro +++
Hoj + + + ++ ++ o * +
0jas ) ) i ) i i Azul Negro

Claves: Ausente (-), Moderado (++), Abundante (+++). Reactivo de Wagner (RW), Reactivo de Meyer (RM), Reactivo de Bouchardart (RB),
Reactivo de Dragendorff (RD), Reactivo de Shinoda (RS), Reactivo de Borntrager (RBg), Reactivo de Salkoswki (RS-L), Reactivo de Liberman
Bouchard (RL-B).

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de extractos cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Alcaloides Flavonoides Saponinas Quinonas/Antraquinonas E;teroles/ Taninos Cumarinas
Triterpenos
Extractos NaOH NH4OH FeCls
cloroférmicos RW RM RB RD RS 10% Espuma RBg 10% H2SOs4 RS-L  RL-B 10% Luz UV
+
Frutos ++ 4+ - ++ - - - - ++ - Negro ++
Hoj + + + + N -
ojas ) ) ) ) ) ) ) Azul Negro

Claves: Ausente (-), Moderado (++), Abundante (+++). Reactivo de Wagner (RW), Reactivo de Meyer (RM), Reactivo de Bouchardart (RB),
Reactivo de Dragendorff (RD), Reactivo de Shinoda (RS), Reactivo de Borntrager (RBg), Reactivo de Salkoswki (RS-L), Reactivo de Liberman
Bouchard (RL-B).
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9.2. Cuantificacién de carbohidratos, lipidos y proteinas

Se cuantificaron los carbohidratos, lipidos y proteinas totales en la
biomasa seca del mesocarpio del fruto de C. ecuadorensis. Esta reveld
concentraciones de 9.19 + 0.25 g de carbohidratos totales/ 100 g de peso seco;
14.90 £ 0.30 g de lipidos totales/ 100 g de peso seco y 3.39 £ 0.08 g de proteinas
totales/ 100 g de peso seco, respectivamente. La presencia de lipidos en el
mesocarpio del fruto fue mayoritaria entre los metabolitos primarios evaluados
(fig. 14).

16
14
12
10

g/ 100 g de biomasa seca

Carbohidratos totales Proteinas totales Lipidos totales

Figura 14. Contenidos totales de carbohidratos (m), proteinas () y lipidos (m),
determinadas en la biomasa seca del mesocarpio del fruto de Cucurbita

ecuadorensis.
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9.3. Cuantificacién de fenoles y flavonoides totales

9.3.1. Cuantificacion de fenoles totales

Se determind el contenido fendlico total del extracto etandlico y
cloroférmico de los frutos y hojas de C. ecuadorensis por medio de una curva de
calibracion de acido gélico (GAE), en la cual se obtuvo la ecuacion de regresion
lineal y= 0.0071x + 0.0226, r°= 0.9961 (fig. 15; anexo 10).

Absorbancia (nm)
o
(o]

y =0,0071x + 0,0226
R*=0,9961

0 50 100 150 200 250
Concentracion ug GAE/mL

Figura 15. Curva de calibracion de acido gélico (GAE) para la determinacion de
contenidos de fenoles totales de los extractos etandlicos y cloroformicos
de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Se observd que el extracto etandlico de los frutos de C. ecuadorensis
posee el mayor contenido fendlico, con una concentracion de 20.82 + 0.87 mg
GAE/ g de extracto seco, no obstante, el extracto cloroférmico de las hojas
presentd el menor contenido fendlico de 5.44 + 0.18 mg GAE/ g de peso seco
(tabla 4).

Tabla 4. Contenidos de fenoles totales determinados en los extractos etanélicos
y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Fenoles totales (mg GAE/ g

Muestras
extracto seco)
Extracto etandlico de los frutos 20.82 + 0.87
Extracto cloroférmico de los frutos 18.04 £ 0.75
Extracto etandlico de las hojas 10.79 £ 0.61
Extracto cloroférmico de las hojas 5.44 +0.18
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9.3.2. Cuantificacion de flavonoides totales

Se determind el contenido de flavonoides totales de los extractos
etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas por medio de una curva de
calibracion de quercetina (CE), en la cual se obtuvo la ecuacién de regresion
lineal y= 0.00045x + 0.067, r’>= 0.997 (fig. 16; anexo 11).

y = 0,00045x + 0,067
R*=0,997

0 200 400 600 800

Concentracién pg CE/mL

Figura 16. Curva de calibracién de quercetina (CE) para la determinacién de
contenidos de flavonoides totales de los extractos etandlicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

El mayor contenido de flavonoides de los extractos evaluados se encontro
en el extracto etandlico de los frutos de C. ecuadorensis, con una concentracion
de 134.36 + 0.34 mg CE/ g de extracto seco, no obstante, el extracto cloroférmico
de las hojas presento6 el menor contenido fendlico de 44.05 + 1.65 mg CE/ g de
extracto seco (tabla 5).

Tabla 5. Contenidos de fenoles totales determinadas en los extractos etandlicos
y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Flavonoides totales (mg CE/ g

Muestras
extracto seco)
Extracto etanolico de los frutos 134.36 £ 0.34
Extracto cloroférmico de los frutos 132.38 £ 1.69
Extracto etandlico de las hojas 44.22 + 0.59
Extracto cloroférmico de las hojas 44.05 = 1.65
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9.4. Actividad antioxidante
Las actividades antioxidantes (porcentaje de inhibicion del radical DPPH)
de los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas fueron
comparadas frente al acido ascorbico. El acido ascorbico obtuvo un 95.00 £ 0.0
% de inhibicion de DPPH, semejante al extracto etandlico del fruto que revel6 un
86.32 + 1.49% de inhibicion del DPPH. Seguido del extracto cloroférmico de los
frutos con el 70.50 + 0.10 % de inhibicion, el extracto etandlico de las hojas con
el 77.21 £ 0.11 % de inhibicidn; y el extracto cloroférmico de las hojas con el
66.91 £ 0.12% de inhibicion, siendo estos resultados considerables frente al

acido ascorbico (fig. 17; anexo 12).

Puesto que el p-valor del test de Anova simple fue inferior a 0.05, hubo
diferencia significativa estadisticamente entre las medias de la actividad
antioxidante entre los extractos evaluados de C. ecuadorensis y el acido

ascorbico, para un nivel de confianza del 95%.

100,00
_90,00
[
£ £80,00
& ©70,00
c x
- _260,00
:‘é’ < 50,00
< 240,00
=5
o 'S 30,00
T 5
x ©20,00
10,00
0,00
Acido ascorbico Extr. Etandlico Extr. Extr. Etandlico Extr.
Fruto cloroférmico Hojas cloroférmico
Fruto Hojas

Figura 17. Actividad antioxidante de los extractos etandlicos y cloroférmicos de
los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis comparadas con el acido
ascorbico.

El extracto etandlico del fruto de C. ecuadorensis presentd una
concentracion de inhibicion del 50% (ICso) de 1.90 mg/mL (tabla 6; anexo 13),
este se calcul6 con la ecuacion de la regresion lineal y= 14.092x + 22.872, r2=
0.9916 (anexo 14).
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El extracto cloroférmico del fruto de C. ecuadorensis presentd un ICso=
1.95 mg/mL (tabla 6; anexo 15), este se calcul6 con la ecuacion de regresion
lineal y= 7.2036x + 35.955 con un r2= 0.977 (anexo 16).

El extracto etanolico de las hojas de C. ecuadorensis presentd un ICso=
1.91 mg/mL (tabla 6; anexo 17), este se calcul6 con la ecuacion de regresion
lineal y=22.489x + 7.1014con un r2= 0.9987 (anexo 18).

El extracto cloroférmico de las hojas de C. ecuadorensis presentd un ICso=
2.00 mg/mL (tabla 6; anexo 19), este se calculé con la ecuacion de regresion
lineal y=21.943x + 6.4805 con un r2= 0.9791 (anexo 20).

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion y ICso de los extractos etanolicos y
cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Capacidad
Muestras antioxidante ICso
mg/mL

Acido ascérbico .

Extracto etandlico de los frutos 1.90
Extracto cloroférmico de los frutos 1.95
Extracto etandlico de las hojas 1.91
Extracto cloroférmico de las hojas 2.00

Claves: Ausente (-)

Por otro lado, en la fig. 18 se observa un estudio comparativo del
contenido de flavonoides y fenoles totales con la actividad antioxidante. Los
contenidos de fenoles totales expresados como mg equivalentes de acido gélico
(GAE)/ g de los extractos etanolicos y cloroférmicos del fruto de C. ecuadorensis,
se encuentran relacionados con la actividad antioxidante los mencionados
extractos. Sin embargo, la actividad antioxidante de los extractos etandlicos y
cloroférmicos de las hojas no esta relacionada con los contenidos de fenoles

totales de dichos extractos.

Ademas, los contenidos totales de flavonoides expresados como mg
equivalentes de quercetina (CE)/ g de los extractos etandlico y cloroférmico del
fruto de C. ecuadorensis, no estan relacionadas con la actividad antioxidante de
dichos extractos (fig. 19). Sin embargo, la actividad antioxidante de los extractos
etandlico y cloroférmico de las hojas esta directamente relacionadas con los

contenidos totales de los mencionados extractos (fig. 19).
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Figura 18. Comparacion de los porcentajes de inhibicion del DPPH (actividad
antioxidante) frente a los contenidos de fenoles totales (mg GAE/ g; linea
café) de los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis.
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Figura 19. Comparacion de los porcentajes de inhibicién del DPPH (actividad
antioxidante), frente a los contenidos de flavonoides totales (mg CE/ g;
linea roja) de los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas
de Cucurbita ecuadorensis.

9.5. Actividad antibacteriana
Los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de C.
ecuadorensis no presentaron actividad antibacteriana contra las tres bacterias

Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
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15442, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802), y las tres Gram positivas

ensayadas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis subsp.
spizizenii ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 19115) (tabla 7).

Tabla 7. Actividad antibacteriana contra tres bacterias Gram negativas (**) y tres

Gram positivas (*).

Zona del halo de inhibicion (mm)

Extractos Extractos L .
A P Antibidticos de referencia
etandlicos cloroférmicos
Bacterias Frutos Hojas Frutos Hojas CN TOB TE CRO SXT P
**Escherichia coli
ATCC 25922 NI NI NI NI 22
**Pseudomonas
aeruginosa ATCC NI NI NI NI 22
15442
**\/ibrio
parahaemolyticus NI NI NI NI 27
ATCC 17802
*Staphylococcus
aureus ATCC NI NI NI NI 13
25923
*Bacillus subtilis
ATCC 6633 NI NI NI NI 30
*Listeria
monocytogenes NI NI NI NI 18
ATCC 19115

Claves: No presentd inhibicién (NI), Gentamicin (CN) (10 pg), Tobramicina (TOB) (10ug),
Tetracycline (TE) (30 ug), Ceftriaxone (CRO) (30 ug), Sulfamethoxazole (STX) (25 pg), Penicillin

G (P) (10 pg).
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10. DISCUSION

10.1. Tamizaje fitoquimico

Todos los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de
Cucurbita ecuadorensis analizados, revelaron la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, triterpenos, esteroles y cumarinas, mientras que las
saponinas, quinonas Yy antraguinonas se encontraron ausentes. Estos
metabolitos secundarios que podrian ser responsables a las propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas,
antihipertensivas y antiparasitarias (De Tommasi, De Simone, Speranzay Pizza,
1999; Basch, Gabardi, y Ulbricht, 2003; Siciliano, De Tommasi, Morelli y Braca
2004; Pozner y Novara 2010; Khan, Hussain, Matjais, Zakaria y Khan, 2011,
Okunrobo, Uwaya, Imafidon, Osarumwense y Omorodion, 2012; Yue, Xu, Cao,
Zhang y Zhao, 2013; Noumedem et al, 2013; Thiruvengadam y lll-Chung, 2015).

La familia Cucurbitaceae es conocida debido a la presencia de saponinas
(Karpagam, Varalakshmi, Bai y Gomathi, 2011; Gurav, Mondal, y Vijayakumar,
2014; Kushawaha, Chatterji, Yadav, y Watal, 2016); no obstante, en algunas
especies del género Cucurbita se las encuentra con menor frecuencia o ausentes
(Singh, 2012; Noumedem et al., 2013; Salehi et al., 2019). Por otro lado, los
estudios sobre los contenidos de las quinonas y sus derivados en esta familia

SONn escasos.

En todas las pruebas utilizadas en los extractos etanélicos y cloroformicos
de C. ecuadorensis se detectaron presencias considerables de alcaloides en los
frutos, mientras que en las hojas los alcaloides se encuentran en menor
proporcién. Diversos estudios sobre el contenido de alcaloides presentes en el
género Cucurbita, indican que la mayor proporcién se encuentran en las semillas,
las mismas que han sido estudiadas por ser los responsables de propiedades
antibacterianas (Noumedem et al., 2013; Kushawaha, Chatterji, Yadav, y Watal,
2016; Bahramsoltani et al., 2017; Wang, Liu, Wang, Yu, Xu y Yang, 2017).

Los contenidos de flavonoides en los extractos etandlico y cloroférmico de
los frutos y hojas de C. ecuadorensis fueron moderados, posiblemente
corresponden a los flavonoles. Esto coincide con Iswaldi, GOmez, Lozano,

Arrdez, Segura y Fernandez (2013), quienes mencionaron que los flavonoles
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como la quercetina y otros derivados responsables de la actividad antioxidante y

antibacteriana en especies del género Cucurbita.

En el extracto etandlico y cloroférmico de los frutos y hojas de C.
ecuadorensis, los compuestos fendlicos fueron pocos frecuentes, estos
posiblemente corresponden a los taninos condensados como el catecol. Sin
embargo, Salehi et al., 2019 mencionan que los taninos y otros derivados, son
abundantes en algunas especies del género Cucurbita.

Los triterpenos estuvieron presentes en moderadas proporciones en los
extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos de C. ecuadorensis. Este
metabolito, podria estar relacionado con la presencia del cucurbitano o
cucurbitacina, un triterpenoide localizado en los frutos de esta familia
responsable de las propiedades antioxidantes y antinflamatorias, ademas es el
responsable del sabor amargo en los frutos, lo cual es apetecible por equinos
(Konoshima et al., 1994; Lira, 1995; Dandawate, Subramaniam, Padhye y Anant,
2016), esto podria explicar el uso de los frutos de C. ecuadorensis en caso de
afecciones de la piel y su consumo por equinos en Ecuador (de la Torre et al.,
2008).

En los extractos etandlicos de los frutos y hojas de C. ecuadorensis, las
cumarinas se encuentran en proporciones moderadas, mientras que en los
extractos cloroformicos de estas partes aéreas se encuentran en débiles
proporciones. Esta variacibn de cumarinas en ambos extractos podria estar
relacionados al tipo de solvente organico que se ha utilizado, debido a que éste
compuesto es soluble en solventes polares como el etanol, mientras que en
solventes apolares como el cloroformo mantiene su proporcion (Dominguez,
1973).

No todas las familias del reino vegetal poseen cumarinas, sin embargo,
en Cucurbitaceae este compuesto se encuentra distribuido en hojas y frutos.
Estas son de gran interés por sus propiedades terapéuticas, vasodilatadoras,
antitumorales, espasmoliticas, alelopaticas y antioxidantes (Dominguez, 1973;
Jain y Joshi, 2012). No obstante, los registros de cumarinas en especies del

género Cucurbita son muy escasos.
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10.2. Contenidos totales de carbohidratos, lipidos y proteinas

Como producto del metabolismo primario se encuentran los
carbohidratos, lipidos y proteinas. Con el consumo adecuado, estos metabolitos
pueden ser beneficiosos para el ser humano, ademas poseen una gran
importancia en el campo biotecnolégico, debido a que permiten innovar nuevos
suplementos alimenticios de origen natural para producciones industriales
(Petiard y Bariaud-Fontanel, 1987; Rivas, Oranday y Verde, 2016; Fang, Fernie
y Luo, 2018).

Los frutos de Cucurbita ecuadorensis contienen un elevado valor
nutricional y exhiben diferencias marcadas en cuanto a las concentraciones de
carbohidratos, lipidos y proteinas totales, en comparacion con otras conocidas
especies de Cucurbitaceae de uso alimenticio y medicinal (tabla 8).

Tabla 8. Tabla comparativa de los contenidos totales de carbohidratos, lipidos y

proteinas de los frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos de las
especies de Cucurbitaceae de uso alimenticio y/o medicinal

g de

g de lipidos _ 99€
carbohidrat totales/ proteinas/
Frutos os totales/ 100 g de Fuente
100 g de
100 g de es0 peso
peso seco geco seco
. , 14.90 £ 3.39+
Cucurbita ecuadorensis  9.19 £ 0.25 030 0.08 Autor
Cltrullys lanatus 4.50 0.15 0.40
(sandia)
Cucumis melo (melén) 6.00 0.00 0.60 Valero,
Cucumis sativus Rodriguez, Ruiz
(pepino) 1.90 2.00 0.70 y Avila (2018)
Cucurbita pepo 2.20 0.20 0.65
(calabacin)
Jacobo,
Cucurbita moschata 1.90 0.16 0.97 Marostica,
Zazueta 'y
Gallegos (2011)
Cucurbita maxima 210 0.95 0.70 Ortega (2013);
(zapallo) Estrada,
Cucurbita ficifolia Sanchezy
(zambo) 4.40 0.30 040 Alcantar (2018)
Momordica charantia Semeniuk, Bela,
4.80 0.18 0.15 Vonka, Romero y

(achochilla)

Nufiez (2018)
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El elevado valor nutricional registrado en los frutos de C. ecuadorensis
(Tabla 8) concuerda con Piperno, Andres y Stothert (2000); Pickersgill (2007);
Stothert (2011), el cual mencionan que esta especie fue semi-domesticada y
utilizada como alimento por habitantes de la cultura Las Vegas, hasta su
posterior remplazo por Cucurbita moschata, presumiblemente porque posee un

sabor mas agradable.

Los altos contenidos de lipidos totales que posee el mesocarpio de los
frutos de C. ecuadorensis, sugieren su uso como antihipercolesterolemicos
debido a que los triterpenos podrian inhibir los componentes lipidicos, y reducir
las concentraciones de colesterol en la absorcion del intestino delgado (Plat et
al., 2019).

10.3. Contenidos totales de fenoles y flavonoides

10.3.1. Contenidos de fenoles totales

Los fenoles son de estructura compleja con grupos hidroxilos adheridos a
proteinas o a leves cantidades de iones de hierro, presentan una amplia
distribucion en cualquier parte aérea de una planta, poseen propiedades
astringentes, vasoconstrictoras, antibacterianas y antinflamatorias (Garcia y
Carril, 2009; Sieniawska y Baj, 2017).

Los extractos etandlico y cloroférmico de los frutos de Cucurbita
ecuadorensis mostraron 20.82 + 0.87 mg de GAE /g de extracto seco y 18.04 +
0.75 mg de GAE /g de extracto seco, respectivamente. Estas concentraciones
de fenoles totales estan entre las mas altas comparadas con el de otras especies
en el mismo género; los contenidos fendlicos son solamente comparables a los
de Cucurbita moschata (tabla 9). Las elevadas concentraciones de contenidos
fendlicos de esta especie al tener relacién con la actividad antioxidante en los
frutos, son uno de los metabolitos responsables de dicha actividad.
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Tabla 9. Tabla comparativa de los contenidos de fenoles totales en los frutos de
Cucurbita ecuadorensis con los frutos de algunas especies de Cucurbita
de uso alimenticio y/o medicinal

Material vegetal Fenoles totales (mg de
GAE/ g de extracto seco)
Fuente
Frutos Extracto Extracto
etandlico cloroférmico
Cucurbita ecuadorensis ~ 20.82 +0.87 18.04 +0.75 Autor
Cucurbita moschata Jacobo, Margstica,
22.92 +1.06 S/D Zazueta y Gallegos
(2011)
Cucurbita maxima Deng, Lin, Xu, X,
7.34+£0.4 S/D Gao, Xie, y Li
. (2013); Gurav,
r
Cucurbita pepo 4.99 +0.29 S/D Mondal, y

Vijayakumar (2014)

Claves: Sin datos (S/D)

Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de Cucurbita
ecuadorensis mostraron contenidos fendlicos totales de 10.79 + 0.61 mg de
GAE/ g de extracto seco y 5.44 + 0.18 mg de GAE / g de extracto seco. Por lo
tanto se podria considerar que este es el primer registro de los contenidos
fenodlicos totales en extractos etandlicos y cloroformicos de las hojas de una

especie de este género.

10.3.2. Contenidos de flavonoides totales

Los flavonoides son pigmentos conformados por compuestos fendlicos
que se encuentran en todas las partes aéreas del reino vegetal; son metabolitos
de interés debido a sus potenciales propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antinflamatorias (Singleton et al., 1999; Zhishen et al., 1999;
Rondodn et al., 2017).

Los extractos etandlico y cloroférmico de los frutos de Cucurbita
ecuadorensis presentaron 134.36 + 0.34 mg de CE/ g de extracto seco y 132.38
*+ 1.69 mg de CE/ g de extracto seco. Estas concentraciones de fenoles totales
estan entre las mas altas comparadas con dos especies del mismo género (tabla
10).
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Tabla 10. Tabla comparativa de los contenidos de Flavonoides totales en los
frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos de algunas especies de
Cucurbita de uso alimenticio y/o medicinal

Flavonoides totales

Material vegetal (mg de CE/ g de
extracto seco) Fuente
Extracto Extracto
Frutos

etandlico cloroférmico
134.36 + 132.38 +

Cucurbita ecuadorensis Autor

0.34 1.69
Valenzuela, Cravzov,
. 77.77 = Soro, Tauguinas,
Cucurbita moschata 182 S/D Giménez y Gruszycki
(2014)
. . 80.14 + Kushawaha, Chatterji,
Cucurbita maxima 018 S/D Yadav, y Watal (2016)

Claves: Sin datos (S/D)

Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de Cucurbita
ecuadorensis mostraron contenidos de flavonoides totales de 44.22 + 0.59 mg
de CE/ g de extracto seco y 44.05 + 1.65 mg de CE / g de extracto seco. Estas
concentraciones de fenoles totales estan entre las mas altas comparadas con el
de otras especies del mismo género (tabla 11).

Tabla 11. Tabla comparativa de los contenidos de Flavonoides totales en las

hojas de Cucurbita ecuadorensis con las hojas de algunas especies de
Cucurbita de uso alimenticio y/o medicinal

Material vegetal Flavonoides totales (mg Fuente
de CE/ g de extracto seco)
Hojas Extracto Extracto
etandlico cloroférmico
Cucurbita ecuadorensis 4422 +0.59 44.05+1.65 Autor
Cucurbita maxima 26.50 £ 1.40 S/D Saha, Mazumder
y Haldar (2011)
Cucurbita pepo 25.43 S/D Koh, Lu, y Zhou
(2019).

Claves: Sin datos (S/D)

10.4. Actividad antioxidante

A pesar de que hubo diferencia significativa estadisticamente entre los
extractos evaluados de C. ecuadorensis y el acido ascorbico, el porcentaje de
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inhibicion del radical DPPH en el extracto etandlico de los frutos fue de 86.32%,
cercano al del acido ascorbico (Vitamina C) que obtuvo un porcentaje del
95.00%.

La actividad antioxidante de los frutos de C. ecuadorensis poseen un
86.32 + 1.49 % de inhibicibn del DPPH, con un ICsp = 1.90 mg/mL. Esta
propiedad estéa relacionada con los contenidos de fenoles totales presentes en
los frutos (fig. 18) y coincide con Bahramsoltani et al. (2017), quienes
mencionaron que los contenidos de fenoles totales de los frutos atribuyen a la
actividad antioxidante. Estos resultados estan entre las mas altas comparadas
con el de otras especies en el mismo género (Tabla 12).

Tabla 12. Tabla comparativa de la actividad y capacidad antioxidante de los

frutos de Cucurbita ecuadorensis con los frutos de algunas especies de
Cucurbita de uso alimenticio y/o medicinal

Material vegetal Actividad Capacidad Fuente
antioxidante antioxidante
Frutos Porcentaje de ICs0 (Mg/mL)
innhibicion (%)
Cucurbita ecuadorensis 86.32 +1.49 1.90+£0.14 Autor
Cucurbita maxima 29.60 4.07 Valenzuela,
Cravzov, Soro,
Tauguinas,
Giménez y
Gruszycki
(2014);
Indrianingsih,
Rosyida,
Apriyana,
Hayati, Nisa,
Darsih,

Kusumaningrum,
Ratih y Indirayati
(2019)

Cucurbita moschata 23.85 4.02 Bahramsoltani et
al. (2017);
Indrianingsih,
Rosyida,
Apriyana,
Hayati, Nisa,
Darsih,
Kusumaningrum,
Ratih y Indirayati
(2019)
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Adicionalmente, las hojas de C. ecuadorensis posee un 77.21 £ 0.11 %
de inhibicién del DPPH con un ICso = 1.91 mg/mL. Estos resultados demuestran
la actividad antioxidante presente en hojas de C. ecuadorensis, esta propiedad
esta relacionada con los contenidos de flavonoides totales de dichos extractos
(fig. 19) y coinciden con Moyo, Amoo, Ncube, Ndhlala, Finnie, y Van Staden
(2013), quienes indican que los contenidos de flavonoides totales estan
relacionados con la actividad antioxidante de los frutos en Cucurbita maxima.
Estos resultados estan por debajo comparadas con el de otras especies en el
mismo género que presentaron triterpenos, esteroles y otros compuestos
bioactivos en mayores proporciones (Tabla 13).

Tabla 13. Tabla comparativa de la actividad y capacidad antioxidante en las

hojas de Cucurbita ecuadorensis con las hojas de algunas especies de
Cucurbita de uso alimenticio y/o medicinal

Material vegetal Actividad Capacidad Fuente
antioxidante antioxidante
Hojas Porcentaje de IC50
innhibicion (%) (mg/mL)
Cucurbita ecuadorensis 77.21+£0.11 1.91 Autor
Cucurbita pepo 84.28 0.49 Dar, Farman,
Dar, Khan,
Munnir,
Rasheed y
Wagqas (2017)
Cucurbita maxima 85.15 0.47 Yenda, V-Raoy
Rao (2014)
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10.5. Actividad antibacteriana

A pesar de que los extractos de C. ecuadorensis poseen alcaloides en
todas las pruebas utilizadas, no presentaron actividad antibacteriana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria
monocytogenes. La causa podria ser la ausencia de otros compuestos con
actividad antibacteriana como quinonas, antraquinonas y saponinas, debido a
que estas sustancias desestabilizan la membrana y se adhieren a polipéptidos
de la pared celular de las bacterias que inactivan o inhiben la funcién de las
enzimas o de las proteinas, ocasionando complejos irreversibles en su estructura
(Ravishankar et al., 2012; Singh, 2012; Rivas, Oranday y Verde, 2016).

Adicionalmente, ambos extractos de las hojas de C. ecuadorensis
tampoco poseen actividad antibacteriana contra las bacterias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii y Listeria monocytogenes. Este resultado
coincide con Castillo, Molinares, Campo, y Bettin (2017), quienes mencionan que
el extracto etandlico de las hojas de Cucurbita moschata no posee actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Klebsiella
pneumoniae. Por el contrario, El-Aziz, El-Kalek y City (2011), reportan que el
extracto etandlico de las hojas de Cucurbita pepo inhibe el crecimiento de las

cepas de Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

Los resultados de la actividad antibacteriana de los extractos evaluados,
difieren con numerosos estudios realizados de los frutos de varias especies del
género Cucurbita. Es decir, la mayoria de las especies de este género se
caracterizan por inhibir el crecimiento de las cepas de Klebsiella pneumoniae,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella spp., Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus y Vibrio
cholerae (Noumedem et al., 2013; Kushawaha, Chatterji, Yadav, y Watal, 2016;
Bahramsoltani et al., 2017; Wang, Liu, Wang, Yu, Xu y Yang, 2017; Salehi et al.,
2019). Por lo tanto, se considera que C. ecuadorensis podria ser la Unica especie
de este género que no posee actividad antibacteriana en los frutos y hojas (tabla
14).
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Tabla 14. Tabla comparativa de la actividad antibacteriana de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis con los frutos de algunas especies de Cucurbita
de uso alimenticio y/o medicinal

Inhibicion de crecimiento

Especie Bacterias Fuente
Cucurbita ecuadorensis NI Autor
Cucurbita moschata Escherichia coli, Bacillus Wang, Liu,

subtilis, Pseudomonas
aeruginos, Pichia
fermentans y
Staphylococcus aureus

Wang, Yu, Xuy
Yang (2017);
Salehi et al.
(2019)

Cucurbita pepo

Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae y
Providencia stuartii,
Pseudomonas aeruginosa

Magassouba et
al. (2010);
Noumedem et al.
(2013)

Cucurbita maxima

Escherichia coli, Bacillus
subtilis y Staphylococcus
aureus, Staphylococcus
werneri, Pseudomonas
putida, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens y Kleibsella
pneumoniae

Ravishankar et
al. (2012); Singh
(2012)

Claves: No present6 inhibicién (NI).
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11. CONCLUSIONES

Es importante evaluar las propiedades terapéuticas de las plantas con
usos etnoboténicos, a través de técnicas cientificas que permitan proporcionar
informacion sobre las especies de plantas que poseen potenciales terapéuticos

gue aportan uno o varios beneficios para la salud.

Segun la bibliografia, este trabajo podria considerarse como el primer
registro sobre el tamizaje fitoquimico, los contenidos totales de carbohidratos,
lipidos y proteinas, los contenidos totales de fenoles y flavonoides, la actividad
antioxidante y la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y

cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis.

Los extractos etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de esta
especie revelaron la mayoria de los metabolitos secundarios. Sin embargo, es
importante destacar que los taninos, flavonoides, triterpenos, esteroles y
cumarinas fueron los compuestos que contribuyen con la eliminacion de
radicales libres (actividad antioxidante). Los extractos evaluados de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis poseen un gran potencial de actividad antioxidante

siendo cercanos a la propiedad antioxidante del acido ascoérbico (vitamina C).

El mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis posee altos contenidos
de carbohidratos, lipidos y proteinas, en comparacién con los componentes
nutricionales de los frutos de otras especies de la familia Cucurbitaceae, que son
mayormente consumidos en el Ecuador y que poseen una alta demanda
alimenticia a nivel mundial, como: Citrullus lanatus (sandia), Cucumis melo
(meldn), Cucumis sativus (pepino), Momordica charantia (achochilla), Cucurbita

maxima (zapallo) y Cucurbita ficifolia (zambo).

Los altos contenidos de lipidos totales que posee el mesocarpio de los
frutos de C. ecuadorensis, y el hecho de que los triterpenos podrian inhibir los
componentes lipidicos, y reducir las concentraciones de colesterol en la
absorcion del intestino delgado (op. cit.), indican la factibilidad de poder realizar
ensayos de consumo de los frutos de esta especie por sus propiedades
medicinales, para contribuir a regular los elevados niveles de colesterol en seres

humanos.
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La actividad antibacteriana no fue satisfactoria en todos los extractos

evaluados.

La presente tesis reporta importante informacion sobre el elevado
potencial antioxidante y nutricional que poseen los frutos de Cucurbita
ecuadorensis, por lo que podria considerarse como un efectivo suplemento

nutricional con un gran potencial antioxidante natural.
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12. RECOMENDACIONES

Realizar estudios dirigidos a la identificacion de los compuestos bioactivos
mayoritarios en C. ecuadorensis, mediante técnicas de cromatografia de gases

o liquida de alta resolucion.

Aislar y purificar los compuestos bioactivos presentes de los extractos
etandlicos y cloroférmicos de los frutos y hojas de Cucurbita ecuadorensis, para
orientar el analisis del potencial terapéutico de los frutos como antioxidante y

conocer el o los componentes responsables de dicha propiedad.

Realizar estudios cualitativos y cuantitativos acerca de las vitaminas u
otros compuestos nutricionales que estdn presentes en los frutos de C.

ecuadorensis.

Realizar ensayos in vivo del potencial antihipercolesterolemico de los
extractos de los frutos de C. ecuadorensis, con direccion a aplicaciones en

farmacologia.

Teniendo en cuenta que la mayoria de los metabolitos secundarios
estuvieron presentes en los frutos y hojas de C. ecuadorensis, se podrian
realizar mas estudios sobre las propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas,
antihipertensivas, alelopaticas, vasodilatoras, antitumorales, espasmoliticas y
otros.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Secado (a, b) y maceraciéon (c) del mesocarpio de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis.

Anexo 2. Extractos etandlicos del mesocarpio del fruto (a) y hojas (b), después
de cinco dias de reposo en oscuridad a temperatura ambiente.
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Anexo 3. Concentracion de los extractos etandlicos y cloroformicos de los frutos
y hojas de Cucurbita ecuadorensis en un rotavapor Buchi r-3.

Anexo 4. Obtencion del extracto cloroférmico de los frutos (a, b, ¢) y hojas (d, e,
f) de Cucurbita ecuadorensis, observandose una extraccion liquido-
liquido.
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Anexo 5. Curva de calibracion para la cuantificacion de flavonoides totales
utilizando quercetina (CE) como estandar.

Anexo 6. Determinacién de flavonoides mediante la prueba de shinoda, (a)
control negativo, (b) positivo para flavonoles.
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Anexo 7. Determinacion de taninos mediante la prueba FeCls 10%: (a) control
negativo en frutos, (b) positivo para taninos condensados en frutos, (c)
control negativo en hojas, (d) positivo para taninos condensados en hojas.

Anexo 8. Determinacion positiva para cumarinas: (a; flecha) fluorescencia
celeste, mediante la determinacion de luz UV.
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Anexo 9. Determinacién de esteroles mediante la prueba de Salkoswki: (a)
control negativo, (b) positivo para esteroles.
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Anexo 10. Cuantificacion de fenoles totales mediante la metodologia de Folin-
Cicalteou.
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Anexo 11. Cuantificacion de flavonoides totales por el método colorimétrico de
cloruro de aluminio.

Anexo 12. Actividad antioxidante del acido ascorbico, comparado a los extractos
etanolicos (b) y cloroférmicos (c) de los frutos y extractos etandlicos (d) y
cloroférmicos (e) de las hojas de Cucurbita ecuadorensis
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Anexo 13. Diferentes concentraciones del extracto etandlico de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis, para determinar la concentracion de inhibicion
del 50% (ICso).
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Anexo 14. Regresion lineal para calcular el ICso del extracto etanodlico del
mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis.
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Anexo 15. Diferentes concentraciones del extracto cloroférmico de los frutos de
Cucurbita ecuadorensis, para determinar la concentraciéon de inhibicion
del 50% (ICso0).
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Anexo 16. Regresion lineal para calcular el ICso del extracto cloroférmico del
mesocarpio del fruto de Cucurbita ecuadorensis.
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Anexo 17. Diferentes concentraciones del extracto etanodlico de las hojas de
Cucurbita ecuadorensis, para determinar la concentracion de inhibicion
del 50% (ICso0).
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Anexo 18. Regresion lineal para calcular el ICso del extracto etandlico de las
hojas de Cucurbita ecuadorensis.
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Anexo 19. Diferentes concentraciones del extracto cloroférmico de las hojas de
Cucurbita ecuadorensis, para determinar la concentraciéon de inhibicion
del 50% (ICso).
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Anexo 20. Regresion lineal para calcular el ICso del extracto cloroférmico de las
hojas de Cucurbita ecuadorensis.
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