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Resumen

La especie Cucurbita ficifolia Bouché, comunmente conocida como
chilacayote, es una de las cinco especies del género Cucurbita que se cultiva
desde épocas prehispénicas. Los frutos maduros e inmaduros, asi como sus flores
forman parte de la alimentacién en diferentes partes del mundo y en México.
Ademas del uso culinario, diferentes partes de la planta se pueden utilizar con
fines medicinales. Se ha reportado que el jugo del fruto maduro tiene propiedades
hipoglucemiantes, incluso es utilizado como un remedio casero para tratar la

diabetes.

Para contribuir con las investigaciones referentes al efecto hipoglucemiante
de los frutos de chilacayote, el presente estudio se realizé para determinar la
influencia del procesamiento térmico sobre dicha propiedad funcional en virtud del
uso que se le da a esta especie en la cocina tradicional Mexicana.

Para ello se utilizaron frutos inmaduros y maduros y se caracterizaron
mediante andlisis fisicos y quimicos. Se aplicaron los siguientes tratamientos
térmicos: a los frutos inmaduros se les aplicé una coccion por inmersién en agua
(92.5°C) y a vapor durante 20 min; a los frutos maduros se les extrajo el jugo, el
cual se filtrd y esterilizé (121°C, 15 Ib/plg®, 15 min). Los extractos para las pruebas
biolégicas se obtuvieron, en el caso de los frutos inmaduros (cocidos y en fresco),
mediante su molienda con un homogeneizador y liofilizando los filtrados obtenidos.
En los frutos maduros, tanto el jugo fresco como el jugo esterilizado se liofilizaron.
El efecto hipoglucémico de los extractos, se determind mediante un estudio agudo
con ratones macho Mus musculus (CD-1) de 30.0+5.0 g de peso. Se utilizaron
animales normoglucémicos y se formaron grupos con 4 animales cada uno,
dispuestos de la siguiente manera: a) control (Tween 20 al 5%, 4 mL/kg), b)
glibenclamida (10 mg/kg) y c) los extractos de C. ficifolia (400 mg/kg). Los

tratamientos fueron administrados via intraperitoneal con un ayuno previo de los
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animales de 12 horas. Se tomaron muestras a los 0, 120, 240 y 360 min mediante
puncion de la vena caudal de la cola del ratdn; se determind la glucemia con un

glucémetro y tiras reactivas Accu-Check Performa de Roche™®.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de los
extractos obtenidos de frutos inmaduros, siendo el tratamiento del extracto
obtenido por coccion en agua el de mayor efecto. Entre los tratamientos de los
extractos obtenidos a partir de frutos maduros, no se encontraron diferencias
significativas, sin embargo, si se observo disminucion de la glucemia. Asi el
tratamiento térmico afecta de forma negativa la propiedad hipoglucemiante de los
frutos de C. ficifolia, por lo que la disminucion depende tanto del estado de

madurez del fruto como el tipo de tratamiento térmico aplicado.




I. Introduccion

El chilacayote (C. ficifolia Bouché) es una de las cinco especies de Cucurbita
(género endémico americano, Familia Cucurbitaceae) que se cultivan desde
épocas prehispanicas, las cuales han sido registradas en numerosos sitios
arqueolégicos de Ameérica en distribuciones geograficas particulares. No se
conocen los ancestros silvestres a partir de los cuales fueron domesticadas, por lo
qgue el origen de cada una de ellas se interpreta, principalmente, por la ubicacion
geografica y la antigiedad de los hallazgos arqueoldgicos. C. ficifolia fue
registrada desde México a Perl; los restos de mayor antigiedad (480 DC)
proceden de Huaca Prieta, Perd. Sin embargo, existen dos teorias sobre su lugar
de origen, una propone a México o Centroamérica, y la otra postula a Sudamérica,

especificamente en los Andes (Wurschmidt, 2003).

C. ficifolia se encuentra ampliamente distribuida como cultivo desde los 1,000
hasta casi los 3,000 m de altitud, particularidad que la hace diferente a las otras
especies del género ya que éstas crecen a altitudes menores (FAO, 1992). Se
cultiva en varios tipos de suelo, aunque se desarrolla preferentemente en aquellos
gue son capaces de retener humedad y poseen buen drenaje, no soporta suelos
totalmente arcillosos, pero se adapta en suelo con pH béasico, neutro y acido
(CONABIO, 2013); quiza ésta sea la razén por la cual C. ficifolia sea una especie
de regeneracion natural, que sobrevive y se reproduce sin la ayuda humana ya
que también existen poblaciones silvestres de esta especie que se encuentran a

las orillas de las parcelas o en los caminos (Mera y cols., 2011).

En el 2013, el Servicio de informacion agricola y pesquera (SIAP, 2013)
reportd que en México, los principales estados productores son el Estado de
México y Morelos, con una superficie de 138 y 41 ha, respectivamente. También

figura el Distrito Federal con 5 ha cultivadas; para el afio 2014 de la produccion
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agricola, el chilacayote se coloc6é en el puesto 72, con una superficie total
sembrada y cosechada de 202.5 ha (SIAP, 2014).

Cucurbita ficifolia Bouché es una planta cuyas propiedades hipoglucemiantes
han motivado el interés para abordar diversos aspectos de estudio, como por
ejemplo el grado de su efecto en comparacion con otras plantas y/o
medicamentos, la caracterizacion del desarrollo de sus frutos y potencial de

consumao.




II. Antecedentes

2.1. Cucurbita ficifolia Bouché

La familia Cucurbitaceae alberga 118 géneros con aproximadamente 830
especies. Se distribuye principalmente en las regiones tropicales del mundo y
algunas especies se extienden a las regiones templadas de ambos hemisferios.
En México existen 38 géneros de las subfamilias (Cucurbitoideae vy
Zanoninoideae) con 136 taxa (especies y taxa infraespecificos) (Mera y cols.,
2011).

El género Cucurbita, uno de los mas importantes, cuenta con 27 especies.
Las especies de este género forman el grupo conocido como calabazas, de las
cuales cinco han sido domesticadas: C. pepo L. (calabaza de india), C. ficifolia
Bouché (chilacayote), C. moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poiret
(calabaza de castilla); C. maxima Duchesne ex Lam (calabaza kabosha) y C.
argyrosperma Huber. Con excepcién de C. maxima las calabazas se encuentran
ampliamente distribuidas en México, en pequefia escala C. maxima se encuentra
en Centroamérica y parte norte de América del Sur (Cerén y cols., 2010). Son
importantes desde el punto de vista econdmico, nutricional y cultural tanto a nivel

nacional como mundial (Cerén, 2010).

En el caso particular de C. ficifolia, el valor nutritvo mas importante se
encuentra en las semillas, cuyo consumo representa un aporte considerable de
proteinas y aceites. La pulpa de los frutos, por su color blanco, presenta
deficiencias en p-caroteno, ademas de una moderada cantidad de carbohidratos y
bajo contenido en vitaminas y minerales (CONABIO, 2013). En promedio, por cada
100 g de porcion comestible, los frutos tiernos y maduros de C. ficifolia aportan a
la dieta 0.3% y 0.2% de proteina, 4.4% y 6.9% de carbohidratos y 0.1% y 0.5% de
grasa, respectivamente (FAO, 2007).
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En México los usos alimenticios de la especie son varios: los brotes tiernos
se consumen como quelites en sopas o guisos; las flores en sopas, quesadillas,
cremas; los frutos tiernos como verdura, en guisos, caldos y sopas; la pulpa de
frutos maduros como dulce (cabellos de angel), en atoles, aguas frescas y
reposteria; las semillas — asadas, cocidas o hervidas - como botana, en guisos,
tamales, dulces, como adorno y complemento en otras preparaciones. En algunas
regiones el fruto, las semillas y las raices se pueden utilizar con fines medicinales.
Algunos tipos son utiles como contenedores (jicaras, cazuelas artesanales) y se
usan también para forraje (CONABIO, 2015). Ademas del uso alimenticio y
medicinal, las calabazas se pueden emplear con fines industriales, comerciales y

tradicionales como objetos para artesania (Ceron, 2010).

2.2. Propiedades hipoglucemiantes de C. ficifolia

El interés por estudiar la propiedad funcional del fruto de C. ficifolia surgi6
debido a que en lugares como Asia, Africa y América del Sur el extracto del fruto
de esta planta es utilizado como un remedio casero tradicional para tratar la
diabetes e incluso al extracto se le conoce como la insulina vegetal y en México, la
sugerencia de uso por parte de los curanderos se basa en ingerir un macerado en
agua del fruto maduro (Aguilar y cols., 1994). Con base en esta informacién, uno
de los primeros reportes realizados sobre la propiedad hipoglucemiante de esta
especie, se encuentra en un estudio comparativo que se realizé de doce plantas
comestibles usadas por la poblacion mexicana para tratar dicha enfermedad. El
efecto de las plantas se evalu6 en conejos sanos utilizando como controles
tolbutamida y agua; en el caso de C. ficifolia se observé un efecto hipoglucémico
elevado (Roman y cols., 1995). En el afio 2001 se realizé un estudio en pacientes
con hiperglucemia moderada que consisti6 en seguir los niveles de glucosa
durante 5 h tras la ingesta de un extracto crudo del fruto o agua potable en
sesiones diferentes, los resultados obtenidos fueron significativos respecto a la
disminucién de la glucemia en los pacientes y se comprobd la actividad

hipoglucémica evaluada con anterioridad en animales de laboratorio (Acosta y
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cols., 2001). Consecutivamente, se demostré que el jugo liofilizado del fruto de
chilacayote disminuyd los niveles de glucosa en ratones CD-1 y ratas Wistar con
diabetes inducida por medio de aloxana, en un estudio que involucré la

administracion diaria via oral del liofilizado durante 14 dias (Alarcon y cols., 2002).

De esta manera, el efecto hipoglucémico del fruto de C. ficifolia ha sido
demostrado en diferentes modelos experimentales, no obstante, el interés
cientifico ha tratado de establecer el posible mecanismo de accion de los extractos
del fruto, realizando estudios fitoquimicos y evaluando la actividad biologica de los
mismos a través de investigaciones que incluyen el uso de los extractos de C.
ficifolia o estandarizando el contenido de los compuestos con posible actividad
farmacoldgica. Por tal motivo se han evaluado pardmetros de estrés oxidativo e
inflamacion (Banderas, 2012; Diaz y cols., 2012; Roman y cols., 2012; Fortis y
cols., 2013; Fortis y cols., 2017) o productos de glicacion (Salinas, 2013),

utilizando tanto animales de experimentacion como lineas celulares.

Xia y Wang determinaron mediante cromatografia de gases una
concentracion elevada de D-quiro inositol (D-QI) y propusieron a este compuesto
como el principal responsable de la accion hipoglucemiante en ratas tratadas con
estreptozotocina (Xia y Wang, 2006). El D-QI es un compuesto que forma parte
de la estructura de los inositol fosfoglicanos, importantes mediadores de la accién
de la insulina (Kawa y cols., 2003), ya que participan en la activacion de las
enzimas glucogeno sintasa y piruvato deshidrogenasa (Larner y cols., 2010). En
otra investigacion se evalué el efecto de un extracto acuoso de C. ficifolia sobre la
via redox del glutation en ratones con diabetes inducida con estreptozotocina, se
encontrdé que el extracto mejord el estado redox en los animales, lo que podria
sustentar las propiedades antioxidantes del fruto y que su uso como tratamiento
alternativo para el control de la diabetes esta relacionado con la disminucion de las
complicaciones causadas por el estrés oxidativo. También se menciona que el
extracto podria potenciar su efecto cuando se administra con otros antioxidantes

derivados de los polifenoles, especialmente flavonoides (Diaz y cols., 2012).
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Un estudio relevante fue realizado utilizando la linea celular RINm5F; estas
células provienen de islotes pancreéticos tumorales benignos de rata que produce
insulina en exceso. En este estudio se propone que el extracto acuoso de C.
ficifolia activa al gen de insulina e incrementa el Ca** intracelular, provocando el
aumento de secrecion de la hormona (Miranda y cols., 2013; Miranda y cols.,
2016). Investigaciones recientes sugieren que el efecto hipoglucémico del extracto
acuoso del fruto de C. ficifolia en ratones diabéticos tratados por 30 dias con el
extracto, involucra también el almacenamiento de glucégeno en el higado (Garcia,
2017). Ademas, el estudio fitoquimico permitié la identificacion, mediante métodos
cromatograficos, espectroscopicos y espectrométricos, de 7 componentes
mayoritarios con actividad farmacoldgica: dos fitoesteroles (estigmast-7,22-dien-3-
ol y estigmast-7-en-3-ol), acido p-cumarico, &cido hidroxibenzoico, acido o-
hidroxifenilacético, acido p-hidroxifenilacético y salicina (Garcia, 2017; Garcia y
cols., 2017); sin embargo, aun no se ha reportado un estudio en donde se

examine el efecto de estos compuestos aislados.

2.3. Obtencién de los extractos de C. ficifolia

En la investigacion del efecto hipoglucemiante de C. ficifolia se han utilizado
diversos modelos experimentales y la metodologia seguida para la obtencion de
extractos de los frutos ha sido muy variada y a veces incompleta, lo cual ha
dificultado la continuidad de los estudios y la obtencibn de resultados

concluyentes.

Uno de los métodos reportados para la obtencién del extracto se basa en el
uso tradicional del fruto maduro de C. ficifolia como remedio para el control de la
diabetes: se parte el fruto por la mitad, se retira bagazo y semilla, las dos mitades
se llenan de agua para beber y se dejan en reposo durante 24 h a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, el liquido se considera como “el extracto
acuoso’, el cual se dosificé a razon de 4 mL/kg de peso corporal en un estudio en

donde se realiz6 el primer acercamiento cientifico sobre la evaluacion de la
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capacidad hipoglucemiante del fruto utilizando ratones CD1, cuyos resultados
mostraron disminucion de la glucemia en el modelo experimental utilizado (Soto,
1994).

En otros estudios se ha obtenido el extracto tras moler la pulpa del fruto
maduro de C. ficifolia. El jugo asi obtenido se filtré y se administré via oral en una
dosis de 4 mL/kg (Roman y cols., 1995), o se liofiliz6 y administré via oral e
intraperitoneal a dosis de 500 mg/kg de peso corporal (Alarcén y cols., 2002). Los
resultados obtenidos en ambos estudios mostraron disminucion de la glucemia en
los modelos experimentales usados: conejos, ratas y ratones; sin embargo, no se

reporto el rendimiento de los extractos.

La metodologia se ha ido mejorando para la obtencion del extracto de frutos
maduros, procediéndose a eliminar el exocarpo del fruto entero, retirando las
semillas para posteriormente rebanar, deshidratar y moler la pulpa. Una muestra
de la pulpa molida y seca se deja reposar en diferentes disolventes con la finalidad
de separar sus componentes. Los extractos organicos se concentran en rotavapor
y los acuosos se liofilizan (Angeles, 2009; Miranda, 2012; Banderas, 2012; Fortis,
2013). Los trabajos en los que se han aplicado estas metodologias varian en
cuanto a tiempos de reposo y cantidad de la pulpa deshidratada, asi como el
volumen de solvente utilizado; obteniendo resultados comparables respecto al
efecto hipoglucemiante del fruto evaluado, tanto en animales normoglucémicos
como con diabetes experimental. Ademas, estos extractos también han mostrado

efectos antioxidante y antiinflamatorio.

Con base en lo anterior, en el presente estudio se pretende la
estandarizacion de una metodologia para la obtencion de extractos activos del

jugo de chilacayote.
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2.4. Consumo de chilacayote (C. ficifolia) y el proceso térmico como

tecnologia de conservacion

Debido a la transformacién quimica y fisica a la que es sometido el fruto por
el uso gastronémico que se le da, se planted de interés investigar si conserva su
propiedad funcional tras el tratamiento térmico, pues en México tanto los frutos
como sus flores forman parte de la alimentacion en varias regiones y se consume
en pequefas porciones como complemento del plato fuerte o como platillo
especial para dias festivos, implicando en todos los casos de uso comestible un

tratamiento térmico.

Una de las tecnologias mas utilizadas para la conservacion de los alimentos
consiste en someterlos a un proceso de calentamiento en condiciones
determinadas de tiempo-temperatura, llamado procesamiento térmico. Los
objetivos del procesamiento térmico son asegurar la destruccion de
microorganismos tanto vegetativos como esporulados, detener las reacciones
metabdlicas (inhibir la actividad enzimatica), facilitar la coccidén (completa o parcial)
0 mejorar las caracteristicas sensoriales y mantener el valor nutricional de los
alimentos. Existen diferentes tipos de procesamiento térmico de los alimentos,

entre los que se encuentran:

Escaldado, que es una operacion preliminar al envasado, la cual consiste en
sumergir la materia prima en agua caliente (de 85 a 98°C) o bien exponerla al
vapor Vvivo, en la que debe existir un control preciso de temperatura y tiempo y se
realiza con diferentes propdsitos, dependiendo del producto, entre ellos: a) para
inhibir la accion enzimética (polifenol oxidasa, catalasa y peroxidasa) evitando el
oscurecimiento enzimatico y la pérdida de pigmentos (fijacion del color natural de
algunas hortalizas) y vitaminas; b) expulsién de gases de respiracion (O, y CO,),
para reducir la tensién sobre los sellos del envase (por €j. lata sanitaria) y reducir

la corrosién interna de la misma; c) la suavizacion del alimento, pre-coccion, la
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facilitacion de operaciones preliminares como el pelado, la remocion de sabores y

olores no deseables y mejorar la limpieza del producto.

Coccibn, proceso térmico en el cual se exponen los productos al calor hasta
modificar sus propiedades fisicas (aspecto, color, textura) y composicion quimica
(aroma, sabor y eliminacion de algunas sustancias téxicas termolébiles), para
hacerlos mas apetitosos, digestivos y microbiolégicamente seguros. En la mayoria

de los alimentos envasados, la coccion se completa con la esterilizacion.

Pasteurizacion, método para destruir o reducir drasticamente los

microorganismos patdégenos o causantes del deterioro, sobre todo en materiales
sensibles al calor. Se logra calentando a 80°C durante 15 segundos. Es un

método utilizado basicamente para productos fluidos.

Esterilizacidén comercial, dado que no es posible conseguir una esterilizacion

absoluta conservando los atributos de calidad de los productos, los procesos
térmicos aplicados para conseguir la conservacion segura de los alimentos, se
rigen por el concepto de esterilizacion comercial, con la cual se logra la
inactivacion o inhibicion de microorganismos 0 sus esporas, evitando su
crecimiento, para evitar las posibilidades de dafio al alimento o problemas de
salud en las condiciones normales de almacenamiento. La temperatura varia de

los 115° a los 121°C, se realiza bajo presion y esta en funcion del tipo de alimento.

Se ha observado que, existe un interés del consumidor cada vez mayor por
el valor nutricional y funcional que poseen las frutas y hortalizas, por lo que
siempre esta presente la preocupacion por los cambios que sufren estos alimentos

a causa del procesamiento.

Son pocos los estudios publicados en los que se comparan los cambios
producidos en los nutrientes de los vegetales procesados y los productos frescos,

pero todos coinciden en que la vitamina C, la vitamina B y los compuestos
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fendlicos invariablemente se pierden o degradan con el procesamiento entre un
20% y un 70% (almacenamiento, pelado, escaldado y procesamiento térmico)
(Bosquez y Colina, 2012).

Bajo este contexto, y en el caso particular del presente estudio, se exploro6 el
efecto que puede tener el tratamiento térmico sobre las propiedades
hipoglucemiantes de frutos de chilacayote.

12



III. Justificacion

Para contribuir con las investigaciones referentes al efecto hipoglucemiante
de C. ficifolia se requiere conocer la influencia del procesamiento térmico sobre la
propiedad funcional de los frutos, en virtud de que esta especie se utiliza en la
preparacion de diversos platillos, bebidas y postres en la cocina tradicional
Mexicana. Por lo que el presente estudio permitira sentar las bases para
posteriormente optimizar los factores necesarios para la elaboracion de un

alimento o bebida funcional.

IV. Hipdtesis

El procesamiento térmico aplicado a los frutos de C. ficifolia no afecta su

capacidad hipoglucemiante, independientemente de su estado de desarrollo.
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V. Objetivos

5.1. General

Determinar la influencia del procesamiento térmico en la capacidad

hipoglucemiante de frutos de C. ficifolia de dos estados de desarrollo.

5.2. Especificos

e Caracterizar los estados de desarrollo de los frutos y establecer las

condiciones de tratamiento térmico.

e Estandarizar la metodologia para la obtencion de los extractos de los frutos

frescos y tratados térmicamente.

e Determinar la capacidad hipoglucemiante de los frutos procesados

térmicamente.

14



VI. Metodologia

6.1. Material bioldgico

Se emplearon frutos de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) procedentes
de Atitalaquia, estado de Hidalgo. Para el estudio se consideraron dos estados de
desarrollo: inmaduros (aproximadamente de tres semanas de edad desde el
amarre del fruto) y maduros (aproximadamente de tres meses). A los frutos
recolectados se les hicieron pruebas fisicas y quimicas, que se describen a

continuacion.

6.1.1. Pruebas fisicas.

Peso y dimensiones. Los frutos se pesaron utilizando una balanza marca
Velab (100 mg — 5000 g). Las dimensiones se obtuvieron midiendo con una cinta
métrica el perimetro longitudinal (redondeando el fruto a partir del pedunculo) y
ecuatorial (redondeando la parte central del fruto entre el pedunculo y el céliz) asi

como los diametros del fruto cortado por la mitad (longitudinal y ecuatorial).

6.1.2. Pruebas quimicas

Previo a realizar las pruebas quimicas, los frutos se lavaron con detergente y
agua potable y se secaron con un pafiuelo de algodoén limpio. Para realizar las
pruebas a los frutos de chilacayote, se sigui6 el protocolo descrito en el manual
publicado por Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos
(OECD, 2009) y son las siguientes:

e Firmeza. Se utilizd6 un penetrometro manual para frutas. El puntal del

penetrometro se ubicd en los lados opuestos y en la parte central entre el
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pedunculo y el caliz del fruto. Para los frutos inmaduros el puntal se
introdujo en dos sitios diferentes a los que se les elimind, con un pelador de
acero inoxidable, una parte del exocarpo (2 cm? aprox.). Para los frutos
maduros, se tomaron tres medidas eliminando la cascara de manera

cuidadosa con un cuchillo. Los valores se reportan en Newtons (N).

Jugo. Se obtuvo con un extractor eléctrico marca Breville de 850 watts y
12000 rpm. Cabe mencionar que los frutos inmaduros se emplearon enteros
y a los frutos maduros se les elimind el exocarpo y las semillas para obtener

el jugo de la pulpa.

°Brix (°Bx). Se determinaron utilizando un refractometro de mano de escala
0-30% a 20°C, el cual primero se calibré con agua destilada y se procedié a

colocar una gota de jugo de chilacayote.

Acidez titulable (método volumétrico). Se tomaron 10 mL de jugo de
chilacayote con una pipeta volumétrica, se colocaron en un matraz
erlenmeyer y se diluyeron con 40 mL de agua destilada. Posteriormente, se
agregaron unas gotas de fenolftaleina y se titul6 con NaOH 0.1 N. La
titulacion se detuvo al vire color rosado de la fenolftaleina, registrando el
volumen de gasto de la solucion de NaOH. La ecuacién empleada para

calcular el porcentaje de acido méalico es la siguiente:

(mL de gasto * factor del acido * 100)

Acidez titulable (%) = ml de muestra

Para calcular la acidez titulable del jugo de chilacayote, se utilizé el valor

meq correspondiente para acido malico, de 0.067.
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e pH. Se determiné directamente sobre una muestra de 10 mL de jugo
de chilacayote, utilizando un potencidmetro marca Conductronic

(pH120) previamente calibrado con soluciones de pH 4, 7y 11.

6.2. Tratamientos térmicos

Una vez clasificados los frutos, se les aplicé el tratamiento térmico de
acuerdo al uso tradicional que se le da en cada caso, esto es, incorporado como
ingrediente a un guisado (frutos inmaduros) o preparado como bebida (frutos

maduros).

6.2.1. Coccioén

La aplicacion del tratamiento térmico a los frutos inmaduros se realiz6 con el
propdsito de lograr su coccion, las condiciones aplicadas fueron coccién por
inmersién en agua a ebullicién (92.5°C) y coccion a vapor de agua en ebullicion,
ambos por diferentes tiempos. El disefio de tratamientos aplicados se indica a

continuacion:

Cuadro 1. Disefio de tratamientos térmicos para frutos inmaduros de C. ficifolia

Factores Niveles

a) inmersion en agua en ebullicion (92.5 °C)
Tratamiento térmico (coccion)

b) Vapor

Tiempo 10, 15y 20 min

6.2.2. Esterilizacion

Como se ha mencionado anteriormente, en la parte central de México,

principalmente en el estado de Hidalgo, se prepara una bebida denominada como
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“tradicional”, mientras que en otros lugares es utilizado como ingrediente principal
para elaborar agua fresca endulzada con piloncillo. Considerando lo anterior se
realizé un jugo envasado y esterilizado, cuyo tratamiento térmico se indica en el

siguiente cuadro.

Cuadro 2. Disefio de tratamiento térmico para frutos maduros de C. ficifolia

Factores Niveles

Tratamiento térmico Esterilizacion comercial (121°C, 15 min)

6.3. Obtencién de los extractos

Tras la caracterizacion fisicoquimica y aplicacion del tratamiento térmico a los
frutos inmaduros y maduros de C. ficifolia, se plantearon dos metodologias

diferentes a seguir para la obtencion de los extractos.

6.3.1. Extractos de fruto inmaduro

Se utilizaron seis frutos inmaduros de C. ficifolia, se picaron enteros en cubos
pequefios (1 cm? aprox.) y se pesaron muestras de 100 g por duplicado, tanto
para las muestras en fresco como para las muestras de los frutos cocidos en
inmersion en agua y a vapor. Las muestras se procesaron con un homogeneizador
de inmersion manual marca Oster (250 W, mod. 2609), obteniendo una mezcla
tipo puré, la cual se filtré con tela de organza (R; = rendimiento 1), consiguiendo
asi el extracto que posteriormente fue liofilizado (RF). Se obtuvieron 3 tipos de
extractos liofilizados, el extracto fresco (EFFI), extracto de fruto cocido en agua
(EFICA) y de fruto cocido a vapor (EFICV).
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6.3.2. Extractos de fruto maduro

Dos frutos maduros de C. ficifolia se lavaron, pelaron y se obtuvo el jugo
con un extractor eléctrico. Posteriormente, el jugo se filtré con tela de organza
(Ry), se peso y midio el volumen, se envaso en frascos de vidrio y finalmente se
esterilizaron a 121°C por 15 min, en una olla a presion marca PRESTO (15 L) con
agua a 1/3 de su capacidad. Se obtuvieron dos extractos liofilizados (RF), el de
jugo fresco (EJFFM) y jugo esterilizado (EJEFM).

Caélculo de rendimiento (R;). Tras la filtracion del jugo, se determinaron el
volumen y peso de las muestras tanto en fresco como de los tratamientos
aplicados a los frutos en diferente estado de desarrollo y se calcularon los

rendimientos de la siguiente forma:

R1 (% (Peso del jugo filtrado [extracto]) 100
= k
(% p/p) (Peso de fruto fresco)

6.3.3. Extractos liofilizados

Se realizé una prueba preliminar con la finalidad tener una aproximacién de
rendimiento y asi optimizar el uso del equipo respecto al volumen y tiempo para
liofilizar los extractos. Para realizar los correspondientes célculos, se considero la

dosis de 400 mg/kg asi como el nimero de animales de experimentacion:

Peso promedio de un raton (supuesto): 50 g (0.05 kg)
Dosis: 400 mg/kg de peso corporal

Ratones por tratamiento: n = 4

(0.05 kg) * (400 mg)
1kg

dosis por ratéon = = 20mg
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ratones por tratamiento = (20 mg * 4) = 80 mg = 100 mg

De la prueba de liofilizacién se obtuvieron diferentes rendimientos de los
cuales se calcul6 un promedio cuyo valor aproximado es de 58.9 mg/mL, con este

dato se realizaron los calculos siguientes:

(100 mg*1 mL)
58.9mg

volumen a liofilizar = =1.69mL=2mL

Considerando los errores que pudieran existir se establecié un volumen a
liofilizar de 4 mL por duplicado. De esta manera, se peso y colocé cada mililitro de
extracto en tubos Eppendorff, posteriormente el volumen asi repartido se congeld
en un ultra congelador (-80°C) marca Sanyo scientific (MDF-U53VA), colocando
los tubos de manera horizontal (con la finalidad de mejorar la superficie de
contacto para aumentar la velocidad de sublimacion del agua). Al momento de
realizar la liofilizacién, los tubos se taparon con parafilm haciendo sobre éste
pequefias incisiones (para facilitar la migracion del vapor) y se colocaron en una
base disefiada a partir de las medidas del colector (Figura 1), el cual se conecto a
la liofilizadora (Labconco freezone 4.5) a las condiciones de temperatura (-40°C) y
vacio (133x10° mBar). Con estas especificaciones, el proceso de liofilizacion se
realiz6 durante 12 h, después de este tiempo, los extractos liofilizados se
almacenaron a temperatura ambiente en un recipiente hermético con desecante
dentro. La determinacion del rendimiento de liofilizacion (RF) se hizo con la

siguiente formula:

RF (% (Peso del extracto liofilizado) 100
= *
(%p/p) (Peso de fruto fresco)
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Figura 1. Montaje del contenedor con las muestras a liofilizar.

En la Figura 2 se muestra la metodologia seguida para la obtencion de los

extractos.
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SELECCION DE MATERIA PRIMA . Frutos en buen estado
|
LAVADO ® Detergente y agua potable
|
PESADO Frutos enteros

T » Balanza (100 mg-5000 g)

——  TRATAMIENTO TERMICO  ———

Unidad experimental: . “‘a ! | Unldadzelz(penmental:
3 frutos 3 “5\ FRUTOS FRUTOS MADUROS d ?utOj
(duplicado) INMADUROS (duplicado)
! v
PICADO PELADO | ®mp Manual, eliminacion del exocarpo y semillas
Balanza precisa (0.01 g-220 g) p ! l Extractor eléctrico Breville,
100 g/muestra por duplicado PESADO EXTRACC'OlN DEJUGO | & g50 . 12000 rpm
_ v
92.5°C/ En agua a ebullicion @« ' COCCION ‘ ! FILTRACION
20 min Vapor de agua | FRUTO FRESCO IR
, J_ !
Homogeneizador MOLIENDA ENVASADO | wp Frascos de vidrio (250 mL)
manual osterizer | 1UGO DE |
FILTRACION FRUTO FRESCO [~ [N ESTERILIZACION | W | 121 °C/15 min
R, ‘—I
T »  LIOFILIZACION
12 h de liofilizacion RF R, = rendimiento jugo filtrado (%p/p),
v RF = rendimiento liofilizado (%p/p)
PRUEBAS BIOLOGICAS

Figura 2. Metodologia de la aplicacién del tratamiento térmico y obtencion de extractos de los frutos de C. ficifolia
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6.4. Pruebas bioldgicas

6.4.1. Preparacion de los ratones

Para evaluar el efecto hipoglucémico de los extractos de C. ficifolia, se
realizé un estudio agudo para determinar los efectos de cada extracto a diferentes
dosis, con ratones normoglucémicos machos Mus musculus (CD-1) de 30.0£5.0 g
de peso del bioterio de la UAM-iztapalapa, mantenidos con una dieta basica para
roedores y ciclos de luz-oscuridad 12x12 h. Se formaron grupos con 4 animales
cada uno, dispuestos de la siguiente manera para la administracion de los

tratamientos:

Control negativo: Tween 20. Dosis: 4 mL/kg de peso corporal.

Control positivo: Glibenclamida. Dosis: 10 mg/kg de peso corporal.

Extracto del fruto fresco inmaduro (EFFI)
Extracto del fruto inmaduro cocido en agua (EFICA)
Extracto del fruto inmaduro cocido a vapor (EFICV)

Extracto de jugo fresco del fruto maduro (EJFFM)

N o g M wDd R

Extracto de jugo esterilizado del fruto maduro (EJEFM)

Debido a que la glibenclamida no se disuelve en agua (en su estructura
quimica posee sustituyentes no polares y grupos lipofilicos), es que se utilizé
Tween 20 (al 5%) como control negativo y por lo tanto todos los tratamientos

fueron disueltos en dicha solucion.

6.4.2. Dosis y via de administracion

Se realiz6 un estudio de dosis-respuesta de los extractos utilizando
concentraciones de los extractos de 200, 400 y 600 mg/kg de peso corporal. Los
tratamientos fueron administrados a los ratones via IP, sometidos a un ayuno

previo de 12 h. Los ratones se pesaron un dia antes y se calculé un promedio por
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grupo (n=4), por lo tanto, las cantidades a dosificar de los tratamientos se

calcularon de la siguiente manera:

Tratamiento: Tween 20 (5%)

Peso promedio del grupo (g): 32.25 =0.03225 kg

Dosis: 4 mL/kg de peso corporal

(0.03225 kg) * (4mlL)

Tween 20 = =0.13mL*4=0.52mL
1kg

Tratamiento: Glibenclamida

Peso promedio del grupo (g): 32.75 =0.03275 kg

Dosis: 10 mg/kg de peso corporal

(0.03275 kg) * (10 mg)

Glibenclamida =
ibenclamida 1kg

=0.3275mg *4 = 1.31mg

Debido a las especificaciones del reactivo, por cada 5.976 g se tienen 250

mg de glibenclamida, entonces:

(1.31mg) = (5.976 g)
250 mg

Glibenclamida = =0.0313 g/0.52 mL de Tween

Tratamiento: Extractos de C. ficifolia (ejemplo: EFFI)

Peso promedio del grupo (g): 33.25 =0.03325 kg

Dosis: 200 mg/kg de peso corporal

(0.03325 kg) * (200 mg)
1kg

EFFI =

= 6.65mg x4 =26.6 mg/0.52 mL de Tween

De acuerdo con esta féormula es como se calcularon las cantidades de todos

los extractos para ser dosificados a los ratones.
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6.4.3. Medicion de la glucemia

Tras la administracion de los tratamientos, se tomaron muestras a los 0, 120,
240 y 360 minutos obtenidas por puncion de la vena caudal de la cola del ratén y
se determind la glucemia con un glucometro comercial y con tiras reactivas Accu-

Check Performa de RocheMR.

6.4.4. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos se realizé un andlisis de varianza y prueba de Tukey.
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VII. Resultados y discusion

7. 1. Caracterizacion de los frutos de C. ficifolia Bouché

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisica y quimica se presentan
en las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los frutos de C. ficifolia

Perimetro Didmetro
Peso
Frutos (cm) (cm) @)
Ecuatorial Longitudinal Ecuatorial  Longitudinal g
Inmaduros 23.0£2.3 25.0£2.5 7.0£1.0 8.0£1.0 208.0£54.0
Maduros 40.0+3.0 50.0+5.0 12.0£1.0 16.0£2.0 1091.0+274.0

Tabla 4. Caracteristicas quimicas de los frutos de C. ficifolia

Firmeza o Acidez
Frutos (N) BX: PH (o acido malico)
Inmaduros 24.045.0 4.240.5 6.2+0.2 0.06+0.005
Maduros 58.0+3.0 6.2+0.4 6.0+0.3 0.08+0.003

De los datos obtenidos en la Tabla 3, se desprende que la forma de los frutos
es ovoidal, ya que su indice de relacion D/De es de 1.2+0.02 para los frutos
inmaduros y 1.3+0.07 para los frutos maduros, lo que nos podria indicar que dicha
forma se mantiene hasta el estado maduro. Este pardmetro es importante, debido
a que son utilizados para cuantificar el crecimiento de un fruto (Barcel6 y cols.,
1998). Respecto al peso, se puede apreciar que los frutos maduros son

aproximadamente cinco veces mas grandes que los frutos inmaduros.
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En relacién con las caracteristicas quimicas determinadas, la firmeza y los
°Bx, fueron los Unicos parametros en los que se observaron diferencias respecto a
los estados de desarrollo. La firmeza se relaciona con la fuerza necesaria para
penetrar un tejido; usualmente conforme un fruto se va desarrollando hay cambios
debido a la hidrolisis de los almidones y de las pectinas, se reduce el contenido de
fibra por lo que no s6lo hay cambios respecto a la firmeza, sino que también
aumenta la concentracién de azlcares (Agusti, 2010). Lo esperado es que un fruto
inmaduro tenga mayor resistencia para ser penetrado en sus tejidos y menor
concentracion de azucares y un fruto maduro, menor resistencia y mayor
concentracion de azucares. En el caso de C. ficifolia, si hay aumento en su
contenido de azucares, sin embargo, la firmeza aumenta debido a que el fruto

maduro es muy fibroso.

En cuanto al pH y la acidez, se puede observar que estos parametros no

cambian conforme el fruto se va desarrollando.

7.2. Condiciones de los tratamientos térmicos

En particular para el caso de los frutos inmaduros, se establecieron por
apreciacion sensorial segun el criterio y experiencia de consumidores habituales
de esta hortaliza. Por ello, para decidir cuél era el tiempo de coccion en el que los
frutos tienen la consistencia que la poblacion prefiere en los diversos platillos, se
realiz6 una encuesta informal de apreciacién de los frutos inmaduros cocidos
considerando basicamente la firmeza y suavidad al masticar, asi como el color de
los mismos. Con base en los resultados, se determind que el mejor tiempo de

coccion en agua y a vapor fue de 20 min, como se puede apreciar en la Figura 3.
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Frutoinmadurode C. ficifolia tras la aplicacion de tratamiento térmico

El pericarpioes

. El pericarpio . . opacoysuave, al
Chilacayote . . ' . !
4 Pericarpio verde mantiene su color El pericarpio es igualquelapulpa.
fresco. . . . verde opaco, es )
brillante, crujiente, al verdey crujiente, la " Sepuededecirque
. menos crujiente, la P
igualquelapulpa. pulpaesunpoco asigustay lo

pulpaessuave.
consumela

poblacién.

mas suave.

Figura 3. Apreciacion de los frutos inmaduros sometidos a coccion.

7.3. Estandarizacién de la metodologia para la obtencion de los extractos de

C. ficifolia.

Esta etapa se definié considerando tiempo, rendimientos y resultados de las
pruebas bioldgicas. Con respecto al primero, el tiempo para la obtencion de los
extractos es breve, ya que el fruto de C. ficifolia no se deshidrata ni macera en
algun disolvente. En la Tabla 5 se muestran los rendimientos obtenidos, asi como
la cantidad de extracto obtenido por tratamiento con la que se realizaron las

pruebas bioldgicas.

Tabla 5. Rendimientos de los extractos liofilizados

Tratamiento R1 RF Extracto liofilizado
(%p/p)  (%p/p) (mg/mL)
Fruto fresco inmaduro 80.1+0.09 4.0£0.002 41.0+2.0
Fruto inmaduro cocido en agua 50.3+1.10 2.6%+0.002 25.0+2.0
Fruto inmaduro cocido a vapor 44.2+2.30 4.3+0.001 43.0+1.0
Jugo fresco del fruto maduro 35144.10 6.3+0.003 63.0£3.0
Jugo esterilizado del fruto maduro ~ 77 5.5+0.002 55.0+2.0
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Los resultados que se indican en la Tabla 5 muestran los valores de R; de
los frutos inmaduros de C. ficifolia cocidos por inmersion en agua y a vapor varian
respecto al fresco, lo que en ambos casos significa que existe pérdida de agua,
lixiviacion o solubilizacién de sdlidos al aplicar el tratamiento térmico a dichos
frutos, lo que incide de manera directa sobre los valores de RF, que es el
rendimiento tras la obtencion del extracto. En el caso de los frutos maduros, R; es
bajo debido a que en el proceso de obtencion del jugo, merma materia vegetal
como la cascara, semillas y bagazo. Los valores de RF son muy parecidos siendo
menor el valor del jugo esterilizado respecto al fresco, causado quiza por la

degradacion de compuestos estructurales, probablemente carbohidratos.

7.4. Pruebas bioldgicas

En la Figura 4 se muestran los resultados del efecto hipoglucémico del
extracto de fruto fresco inmaduro (EFFI) en ratones normoglucémicos. Sélo la
dosis de 600 mg/kg de peso corporal redujo la glucemia de manera significativa a
los 240 y 360 min (p<0.05) respecto al control negativo (Tween 20). Por su parte,
en la Figura 5 se observa que el extracto del fruto cocido en agua (EFICA) a dosis
de 400 mg/kg de peso corporal a los 120 y 240 minutos reduce de manera
significativa la glucemia respecto al Tween 20. Ambos tratamientos (EFFI y
EFICA) también redujeron la glucemia significativamente con respecto a su

glucemia basal (Figuras 4 y 5, respectivamente).
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70.00 - EFFI
50.00
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=600 mg/kg

-30.00

-50.00

-70.00 - TIEMPO

Figura 4. Disminucion de la glucemia por la administracion intraperitoneal de diferentes dosis del
extracto de fruto fresco inmaduro. Diferencia estadisticamente significativa con respecto a:
LtGlucemia inicial, *Control negativo (Tween 20).

70.00 - EFICA
50.00 -
30.00 -
—=— TWEEN 20
2 10.00 —@— GLIBENCLAMIDA
~ . —A—200mg/kg
£ -10.00 —&— 400 mg/kg

-30.00

-50.00

-70.00 - TIEMPO

Figura 5. Disminucion de la glucemia por la administracion intraperitoneal de diferentes dosis del
extracto fruto inmaduro cocido en agua. Diferencia estadisticamente significativa con respecto a:
$XGlucemia inicial, *Control negativo (Tween 20).

En el caso del grupo al que se le administré el extracto de fruto inmaduro

cocido a vapor (EFICV), s6lo se encontré diferencia significativa respecto a la
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glucemia basal en las dosis de 400 y 600 mg/kg de peso corporal, como se puede

apreciar en la siguiente imagen.

70.00

50.00

30.00 —3— TWEEN 20
—@— GLIBENCLAMIDA
= 10.00
~ —A— 200 mg/kg
o
£

—o— 400 mglkg
=0~ 600 mg/kg

-10.00

-30.00

-50.00

-70.00 - TIEMPO

Figura 6. Disminucion de la glucemia por la administracion intraperitoneal de diferentes dosis del
extracto de fruto inmaduro cocido a vapor. Diferencia estadisticamente significativa con respecto a:
L*Glucemia inicial, *Control negativo (Tween 20).

Respecto a los extractos de los frutos maduros, tanto el fresco (EJFMM)
como el jugo esterilizado (EJEFM) tuvieron efecto hipoglucemiante, aunque no
hubo diferencia significativa en ninguno de los dos casos (Figura 7 y 8,
respectivamente). Sin embargo, el extracto de fruto fresco maduro resulté ser
téxico a dosis de 400 y 600 mg/kg de peso corporal, provocando el deceso de

algunos animales a partir de los 120 min.
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70.00 - EJFFM
50.00
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4 10.00
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-30.00
-50.00
270,00 - TIEMPO

Figura 7. Disminucion de la glucemia por la administracion intraperitoneal de diferentes dosis del
extracto del jugo de fruto fresco maduro. Diferencia estadisticamente significativa con respecto a:
LtGlucemia inicial, *Control negativo (Tween 20).

70.00 - EJEFM
50.00 -
30.00 + —@— TWEEN 20
—@— GLIBENCLAMIDA
= 1000 -
— —A— 200 mg/kg
o L
€ 10,00 ¢ —o— 400 mglkg
=600 mg/kg
-30.00 -
-50.00 -
-70.00 - TIEMPO (n=3)

Figura 8. Disminucion de la glucemia por la administracion intraperitoneal de diferentes dosis del
extracto del jugo esterilizado de fruto maduro. Diferencia estadisticamente significativa con
respecto a: 3tGlucemia inicial, *Control negativo (Tween 20).

Como puede observarse en las figuras, existe un efecto dosis dependiente

con los tratamientos administrados a ratones normoglucémicos.
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Por otro lado, en la Tabla 6 se muestra el porcentaje de disminucion de la
glucemia producido por cada tratamiento, el cual fue calculado con la siguiente
formula:

(Gt — GO) .

1
o 00

Disminucion (%) =

En donde:
G; = glucemia a cualquier tiempo.

Go = glucemia al tiempo 0.

Tabla 6. Porcentaje de disminucion de la glucemia

TRATAMIENTO TIEMPO (min)
120 240 360

Tween 20 12.03+8.47 -0.47£9.75 -9.46£2.87
Glibenclamida -28.54+2.24  -36.35#6.75  -26.90+10.33

EFFI (200 mg/kg) 32.23+6.42 7.39+0.95 3.93+7.57

EFFI (400 mg/kg) 12.72+16.09  -7.52+5.89 -2.2746.29
EFFI (600 mg/kg) 4.69+7.60 -26.40+4.57  -38.32+1.30
EFICA (200 mg/kg) -14.82+3.95  -29.67#3.06  -28.79+4.11
EFICA (400 mg/kg) -32.12+4.44  -36.2748.00  -31.24+8.95
EFICV (200 mg/kg) 4.09+7.42 -21.115.02 -26.14+6.16
EFICV (400 mg/kg) 23.31#13.36  10.72+4.19 -20.94+4.25
EFICV (600 mg/kg) 29.45+11.40  -8.53+2.17 -23.48+6.29
EJFFM (200 mg/kg) 7.59+7.47 -14.74+4.40  -12.37+11.13
EJFFM (400 mg/kg) 60.22+35.32  2.81+10.10  -14.07+28.98
EJFFM (600 mg/kg) 14.39+0.18  -12.37+8.74  -33.01+20.15
EJEFM (200 mg/kg) 7.45+2.01 -25.56+3.90  -11.22+6.46
EJEFM (400 mg/kg) 14.09+18.00  8.19+20.04 7.36218.47
EJEFM (600 mg/kg) -1.5249.41  -32.68+4.20  -14.40+9.05

Se puede apreciar en la tabla que EFFI (600 mg/kg de peso corporal) y
EFICA (400 mg/kg de peso corporal) a las 6 y 4 h de haber iniciado el estudio,

muestra resultados similares a la glibenclamida.
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Se estandarizé la metodologia para la obtencion de los extractos de frutos

frescos, cocidos y jugo de C. ficifolia.

Los extractos obtenidos del fruto inmaduro cocido a vapor (EFICV), de
jugo de fruto fresco maduro (EJFFM) y jugo esterilizado (EJEFM)
mostraron tendencia a reducir la glucemia en las diferentes dosis, pero las
diferencias con respecto al control (tween 20) no fueron estadisticamente

significativas.

El extracto de fruto inmaduro cocido en agua (EFICA) a dosis de 400
mg/kg tuvo diferencia estadisticamente significativa tanto con respecto a la

glucemia inicial como con respecto al control (tween 20).

El extracto de fruto inmaduro fresco (EFFI) a dosis de 600 mg/kg tuvo

diferencia estadisticamente significativa con respecto a la glucemia inicial.

Los extractos obtenidos del fruto inmaduro fresco (600 mg/kg) y del cocido
en agua (400 mg/kg), tienen porcentaje de disminucion de la glucosa

equivalente a la glibenclamida (10 mg/kg).

El tratamiento térmico afecta de forma negativa la propiedad
hipoglucemiante de los frutos de C. ficifolia, por lo tanto la disminucion
depende tanto del estado de madurez del fruto como el tipo de tratamiento

térmico aplicado.
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