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RESUMEN

La presente investigacién tiene como finalidad determinar el tiempo y
temperatura idoneos para minimizar el potencial alergénico alimentario de la
semilla del zapallo. Para su efecto, se determiné la hemoaglutinacion alergénica
basada en el método de referencia de la empresa Castor Ecuatoriana S.A.; cuyos
resultados fueron interpretados en porcentajes de alergia alimentaria. La
combinacién de los niveles de los factores en estudio generd 6 tratamientos, los
cuales fueron repetidos 3 veces; cada unidad de estudio fue de 20 semillas de
zapallo (Cucurbita Maxima D) tostado, realizando 3 repeticiones de cada uno,
dando un total de 18 unidades experimentales. Mediante la prueba estadistica
no parameétrica KRUSKAL WALLIS se obtuvo que el Factor A (tiempo de tostado)
no influye sobre el grado de alergia alimentaria (p-valor > 0,05); mientras que el
Factor B (temperatura de tostado), si influye significativamente sobre el grado de
alergia; Los tratamientos que menor grado de alergia presentaron fueron el T3
(160 °C x 15min), T5 (140°C x 20min) y T6 (160°C x 20 min), siendo T3 el mas
idoneo al presentar un menor tiempo y mayor temperatura de tostado. Los
graficos estadisticos demostraron que la temperatura idonea de tostado para
disminuir el grado de alergia alimentaria en la semilla de zapallo estan entre
140°C y 160 °C que corresponde a b2 y b3 respectivamente, ambas se
encuentran aptas para el consumo humano, sin embargo, el menor porcentaje

de alergia (25%) se lo obtiene a la temperatura maxima evaluada de 160°C.

Palabras clave: Semilla de zapallo, grado de alergia, tiempo de tostado,

temperatura de tostado, hemoaglutinacion.
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ABSTRACT

The proposed research was carried out in the Bromatology laboratory of the
ESPAM “MFL”, located at the “El Limdn” site, Bolivar canton, province of Manabi.
Its purpose is to determine the suitable time and temperature to minimize the food
allergenic potential of the pumpkin seed. For its effect, allergenic
hemagglutination was determined based on the reference method of the
company Castor Ecuatoriana S.A.; whose results were interpreted in food allergy
percentages. The combination of the levels of the factors under study generated
6 treatments, which were repeated 3 times; Each unit of study was 20 roasted
pumpkin seeds (Cucurbita Maxima D), performing 3 repetitions of each, giving a
total of 18 experimental units. As a result, it was obtained that the treatments with
the lowest levels of allergy were T3 (160 ° C x 15min), T5 (140 ° C x 20min) and
T6 (160 ° C x 20 min). The KRUSKAL WALLIS statistical test showed that Factor
A (roasting time) does not influence the degree of allergy because its p-value >
0,05; while Factor B (roasting temperature), if it significantly influences the degree
of allergy. Statistical graphs showed that the best roasting temperature to reduce
the degree of food allergy in the pumpkin seed is 160 ° C, which corresponds to
the b3, which indicates that the higher the temperature, the lower the degree of

allergy and toxicity.

Key words: Pumpkin seed, degree of allergy, toasting time, roasting temperature,

hemagglutination.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En el procesamiento de alimentos existen multiples subproductos a nivel mundial
lo cual presenta un gran problema de desperdicio para la industria, asi como
también las mismas son fuentes prometedoras de diferentes compuestos que
podrian ser utilizados de la manera correcta gracias a sus variadas propiedades
beneficiosas en cuanto a lo nutricional (Tamayo, Cartagena, & Londofio, 2011).

La semilla del zapallo es un subproducto de poco consumo a pesar de su alto
contenido nutricional y que benefician al ser humano contiene alrededor de 45%
de grasay proteina, vitamina A, B1, C; asi como también cuenta con propiedades
medicinales, estas semillas son la parte del fruto que se puede comer, que la
mayoria de veces son desperdiciadas (Chateauneuf, 2016); Patel & Bahna
(2017) indica que las semillas de zapallo son excelente fuente de alimento,
aunque a pesar de los beneficios que esta aporta en muchas ocasiones se
produce ciertas reacciones de hipersensibilidad que continuamente algunas son
graves; los alérgenos con los que esta semilla estd compuesta no han sido muy
bien caracterizados, por lo cual hay existencias de casos en los que se

demuestra alergia al ser consumidas.

Avila & Vasquez (2011), menciona que las semillas de zapallo son usadas de
manera ancestral por sus diferentes propiedades medicinales y alimenticias, que
generalmente han sido consumidas por el efecto antihelmintico y diurético que
brinda la misma. Desde el punto de vista alimentario estas semillas cuentan con
un alto contenido de acidos grasos insaturados. Considerando que la semilla de
zapallo goza de una gran accesibilidad econémica y distribucion geogréfica en
el Ecuador; ante el uso empirico relativamente frecuente como antiparasitario y
la escasez de reportes cientificos sobre la accion que dichas semillas ejercen;
asi como el aprovechamiento de los subproductos se plantea la siguiente

interrogante:



¢, Cuales seran la temperatura y tiempo idéneos de tostado que logre eliminar los

compuestos alérgenos en la semilla de zapallo?

1.2. JUSTIFICACION

Con la ejecucion de esta investigacién se pretende conocer la temperatura
idénea para eliminar los compuestos de la semilla de zapallo que generan
alergias alimentarias, siendo esta, la base principal para la elaboracién de una

gama de alternativas de productos alimenticios.

Segun estudios realizados por Avila & Vasquez (2011), las semillas de zapallo
contienen propiedades antihelminticas, tenifuga razon por la cual ha sido usado
desde la antigiedad como desparasitante, aparte de ello, estas semillas han
provocado a varias personas ciertas alergias, sin embargo, no se han realizado
investigaciones que hayan definido cuales son las diferentes causas que

provocan estas reacciones.

En algunas de las situaciones y mucho mas en el medio nuestro, la presencia de
algunos productos de validez vegetal son muy pocos utilizados y si son no lo
hacen de la manera correcta, las semillas son presentadas como una alternativa
alimenticia y sobre todo nutritiva para ayudar a la complementacion de una dieta
variada, sana y mas completa, de esta forma se aprovecha esta parte de
alimento que naturalmente es desperdiciada, y mayor aun que no implica un

gasto mayor ni extra para el consumo (Loaiza & Carpio, 2015).

El motivo para desarrollar esta investigacion surgio por la necesidad de conocer
si existe 0 no algun indice de toxicidad alimentaria en la semilla de zapallo,
debido a que es un parametro que se debe tomar en cuenta antes de
industrializar cualquier alimento, evitando riesgos en la salud del consumidor o

en caso de tener dicha toxicidad darle un tratamiento para reducir ese indice.



El presente proyecto tiene un aporte significativo en la industria alimenticia
debido a que se basa en la utilizacion de subproductos que no estan siendo

aprovechados, dandoles un valor agregado.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el tiempo y temperatura idoneos para minimizar el potencial

alergénico alimentario de la semilla del zapallo (Cucurbita maxima d.).

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el indice de toxicidad alergénica de la semilla de zapallo
(Cucurbita maxima d.) mediante un ensayo biolégico de
hemoaglutinacion alergénica.

e Establecer el tiempo de tostado que limite la accidn alergénica alimentaria
de los componentes bioactivos de la semilla de zapallo (Cucurbita maxima
d.).

e Determinar la temperatura adecuada para minimizar la accién alergénica
de los compuestos bioactivos de la semilla del zapallo (Cucurbita maxima
d.).

1.4. HIPOTESIS

La temperatura y el tiempo adecuado de tostado limitaran la accion alergénica

alimentaria de la semilla del zapallo (Cucurbita maxima d.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. CUCURBITA MAXIMA D (ZAPALLO)

El zapallo forma parte de la familia de las Cucurbitdceas. Esta familia se
encuentra conformada por alrededor de 120 géneros y asi como 800 especies,
las que han caracterizado por su alta sensibilidad al frio. En los diferentes
géneros con los que cuenta el Cucurbita se encuentra incluido dentro de las cinco
especies del zapallo que fue domesticado por el hombre principalmente para el
consumo de sus frutos: Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Cucurbita pepo,
Cucdurbita ficifolia y Cucurbita argyrosperma. Cuatro de estas especies se
producen para el consumo de sus frutos y una para la elaboracion de dulces. En
algunos casos selectos se puede también consumir sus hojas y flores (Beltran,
2016).

2.1.1. CLASIFICACION Y CARACTERIZACION TAXONOMICA
El zapallo tiene la siguiente clasificacion taxonémica: (Balbin, 2018).

e Reino: Vegetal

e Clase: Dicotiledoneas
e Orden: Cucurbitales

e Familia: Cucurbitaceae
e Género: Cucurbita

e Especie: Cucurbita maxima



Cuadro 2.1. Caracterizacion del zapallo (Cuctrbita Maxima D).

Nombre comun Calabaza
Nombres cientificos Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch.
Cucurbita (0,5-2%), de estructura similar al &cido kainico; peponésido,
peporresina, acido cuclrbico, leucina, tirosina, vitaminas, &cidos grasos

Principios activos insaturados; oleico, linoleico.

Antihelmintico nematocida (ascaris, oxiuros), diurético, emoliente, ligeramente
sedante.
Indicaciones Teniasis ascaridiasis, cistitis, prostatitis, insomnio.
Formas galénicas Posologia - 50-100 g semillas /dia en adultos, 20-40 g semillas /dia en nifios.
- Antihelmintico: 30-40 g de semillas, descascarilladas trituradas.
Fuente: Adaptado de Vademécum de Prescripcion de Fitoterapia (VANACLOCHA & CANIGUERAL, 2003).

Accién farmacoldgica

2.1.2. COMPOSICION NUTRICIONAL DEL ZAPALLO (CUCURBITA MAXIMA
D).

El zapallo (Cucurbita Maxima D) desde las épocas precolombinas fue adicionada
en las dietas de los diferentes pueblos de Latinoamérica, las personas han hecho
diferencias en lo que corresponde a preferencias en relacion a los diferentes
componentes de sabores y sobre el grado de humedad con la que cuenta el
zapallo, el betacaroteno es un carotenoide muy abundante es las diferentes
variedades del mismo, es un mayor y gran precursor de la vitamina A, este
caroteno cumple con multiples funciones en el organismo como lo es el aumento
del sistema inmune, ayuda con la disminucion de los riesgos de las
enfermedades degenerativas como lo son el envejecimiento celular, el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, arteriosclerosis, la degeneraciéon macular
gue es la relacionada con la edad y la formacion de cataratas. Esto es gracias a
las propiedades antioxidantes del B-caroteno, por la cual desactiva los radicales

libres y atrapa los oxigenos (Rodriguez, Valdés, & Ortiz, 2017).



Tabla 2.1. Composicion de zapallo (Cuctrbita Maxima D) por cada 100 gramos de producto

40 kcal
29 Proteina
0,5 Grasa total
8,7g Carbohidratos
3,99 Fibra
14 mg Calcio
0,4mg Hierro
19mg Magnesio
21mg Fosforo
320mg Potasio
7mg Sodio
0,13mg Zinc
1367Ul Vitamina A
11mg Vitamina C
16 microgramos Folato
Fuente: (Beltran, 2016).

2.1.2.1. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA SEMILLA

Las semillas del género Cucurbita tienen forma redonda y aplastada, también
tienen diferentes tamafios, asi como contornos, se consideran oleaginosas con
propiedades medicinales, asi como alimenticias e industriales, se pueden
consumir tanto enteras, como asada, tostadas o molidas y en las diferentes
salsas son el ingrediente principal. Es constituido como el producto mas
importante gracias a tu alto valor de aceite (39%) y de su proteina (44%)
(Rodriguez, Valdés, & Ortiz, 2017). De manera general en alrededor de 1 g
existen entre 3 a 4 semillas de calabaza. Es recomendable que la conservacion
sea en una humedad relativa de 7% con una temperatura entre 3°C y 8°C
(Balbin, 2018). A continuacion, se muestra una tabla con la composicién quimica

de la semilla de zapallo.



Cuadro 2. 2. Composicion quimica de la semilla de zapallo (Cucdrbita Maxima D.).

Componente Tierno Maduro
Humedad (%) 94,5 91,4
Proteinas (%) 0,3 0,2
Materia grasa (%) 0,1 0,5
Carbohidratos (%) 44 6,9
Fibra cruda (%) 0,5 0,6
Cenizas (%) 0,2 0,4

Fuente: (Pettao, 2015)

2.1.3. DESCRIPCION BOTANICA

Son plantas anuales, herbaceas y diclinomonoicas. Cuenta con un sistema de
raiz de 1,8 m de profundidad, la mayoria de las raices se encuentran los 60 cm
primeros. Nacen raices adventicias en los nudos de las guias mismas que llegan
a penetrar hasta 1,5 m de profundidad. Cuenta con flores unisexuales, de color
amarillo y generalmente solitarias; las flores masculinas cuentan con pedunculos
largos, con tres estambres, filamentos libres, anteras que son lineales,
conniventes, siendo una de ellas monoteca. Mientras que las flores femeninas
se encuentran cortamente pedunculadas, un ovario infero, oblongo o unilocular,
gue cuenta con 3-6 placentas pluriovuladas, estilo corto y estigma de 3-5
lobulado. (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de plagas,
2016).

Por su parte los frutos son grandes y variados en lo que respecta en sus
diferentes formas y colores, por lo general son de forma esférica, ovoide o conica
alargada, rugosos, hay de color verde amarillento o de amarillo anaranjado. Ver
Figura 2.1. A, que se puede observar la parte de la cubierta color gris del zapallo,
asi como la pula amarilla anaranjada en la figura 2.2.B, donde aprecia los
pedazos de zapallo, junto con sus semillas y las caracteristicas fibras (Martinéz,
2010).



Figura 2.1. A. Fruto de zapallo, B. Trozos de zapallo

Por su parte, las semillas son generalmente de caracteristicas grandes, chatas,
ovalas de aproximadamente 2 a 3 cm de largo, su peso se encuentra alrededor
de 50 mg para las que son provenientes de cultivares de frutos pequefios y de
250 mg para las que son de frutos muchos mas grandes. Mientras mayor sea su
tamafio esta les provee una gran reserva cotiledonal lo cual favorece a su
germinacion y asi el establecimiento de las plantulas. La forma, el color, el borde
y como la cicatriz que se forma en el hilo varian segun las caracteristicas que
han permitido idear la clave para lograr separar los cuatros especies de sus
caracteres. En el fruto, predominan los componentes del mesocarpio los cuales
son los carbohidratos, mientras que en las semillas los lipidos y proteinas son
los componentes mas dominantes, las cuales aportan entre el 80%-85% del peso
(PS) del embridn, en la figura 2.2. A se presenta una semilla de zapallo sin
cascara, en la 2.2.B se logra evidenciar una semilla color café con un margen
dorado y mientras en la 2.2.C se observa el perfil de una semilla de zapallo

(Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de plagas, 2016).

Figura 2.2. A. Semilla de zapallo sin cascara, B. Semilla de zapallo entera, C. Perfil de una semilla de zapallo



2.1.4. USOS Y PROPIEDADES MEDICINALES DE LAS SEMILLAS

Las semillas de calabaza se han comido de la misma forma que las otras
semillas, en diferentes maneras ya sea que estas se encuentren crudas enteras,
asadas, tostadas o molidas. La misma que ha sido utilizada desde tiempos
antiguos gracias a los diferentes beneficios que esta proveen, El polvo de las
semillas de zapallo se han usado en los Estados Unidos y en China como
principales paises usandolas como ingrediente en productos para hornear o en
los aderezos para las ensaladas. El aceite resultante de estas semillas es usado
principalmente en Europa como el aceite de ensaladas y en la India es utilizado
para cocinar e iluminar. El extracto ha mostrado una actividad insecticida que
combate a los mosquitos y las moscas. Gracias a sus propiedades medicinales

la popularidad de las semillas ha incrementado (Chavez, 2014).

De acuerdo con estudios realizados se describe a las semillas de calabaza con

las siguientes propiedades terapéuticas:

e Util en la reduccion de la tension arterial y célculos renales. Las semillas
son consumidas en la Republica de Mauricio como infusion interna para
poder tratar la hipertension y los problemas de préstata; y de manera
externa para combatir la erisipela (Grubben & Denton, 2004).

e Diurético, para tratar la apendicitis, nefritis, irritacion de la vejiga y demas
problemas del tracto urinario (Khare, 2004).

e Posee propiedades citotdxicas, antitumorales, antihelminticas vy
antiamibianas (Osuna, Tapia, & Aguilar, 2005).

e Alivia los sintomas de la Hiperplasia prostatica benigna, ademas que
disminuye el peso de la préstata ventral y mejora la histologia de los
testiculos (Lim, 2012).

Las semillas de zapallo tostado no solo sirven para ser ingeridas de manera
directa, sino también para saldas, aji y algunas elaboraciones como reemplazo
del mani. Las mujeres en estado de gestacién pueden consumir porque estas
ayudan a reducir el vomito y los mareos. Estas semillas ya sean crudas o

tostadas sirven como laxante natural (Pineda, 2012).
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2.2. ALERGIA ALIMENTARIA

La alergia alimentaria es una reaccion desfavorable, inmuno-mediada y
reproducible que causa ciertos alimentos, siendo mas frecuente que se presente
en nifos, principalmente lactantes y preescolares (Carrard, Rizzuti, & Sokollik,
2015). La frecuencia de estos casos ha crecido ostensiblemente durante siglos
atras y las diferentes consecuencias del aumento no son muy claras. Mucho de
los autores mencionan como una de las caracteristicas “la vida moderna” de la
humanidad occidental como los factores que estdn determinantes en los
cambios. Entre los mas comunes alérgenos se encuentran la leche de vaca,
huevo, soya, pescados, mariscos y frutos secos. La prevalencia de la misma no
se encuentra bien establecida, por lo cual se estima entre 2-6% de los nifios
estan como afectados, valor que va aumentando no solo en los paises en

desarrollo sino también en los desarrollados (Navarro & Araya, 2016).

2.2.1. ALERGENOS

Una reaccion alérgica es producida por el sistema inmunolégico la cual identifica
de manera errénea una proteina en el alimento consumido como peligrosa, entre
ellas la pulpa de la calabaza. Se sobre-responde y lanza anticuerpos, lo cuales
son conocidos como inmunoglobulina E, o IgE, para proteger el cuerpo. Estos
anticuerpos son los que reaccionan con el alérgeno las cuales desencadena la
liberacién de histaminas las cuales pueden causar afectacion a la piel y las
membranas de los ojos, como de la nariz, asi como la de las vias respiratorias y
el intestino. Uno de los alérgenos proteicos identificados en la calabaza es la
profilina, que también puede causar una alergia a los citricos, el melon, el tomate
y el platano, tocar la pulpa o semillas de la calabaza puede causar dermatitis o
urticaria en personas sensibles. La inhalacion de los vapores de la coccién de la
calabaza también puede producir sintomas alérgicos en personas sensibles
(Gord, 2017).
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2.2.2. PROPIEDADES TOXICOLOGICAS DE LA SEMILLA

Las semillas de calabaza o también llamadas pepitas son alimentos que son
usados desde la antigiedad, no solo por sus propiedades alimenticias como lo
son las nutricionales, sino también la composicion fitoquimica de la semilla de
Cucurbita es: agua, proteinas, aminoacidos, grasas, carbohidratos, calcio,
fésforo, hierro, como elementos mayoritarios. Los estudios fitoquimicos de esta
especie abarcan desde la década del 60 hasta la actualidad. Ademas, se han
logrado desarrollar estudios farmacognésticos y quimicos los cuales permiten,
determinar las sustancias quimicas de interés solamente sino también logra
aislar los distintos metabolitos entre los mas responsables de la accion
antihelmintica. Entre los compuestos aislados de las semillas de calabaza, esta
la Cucurbitina es caracterizada por varios investigadores chinos, los cuales han
propuesto ademas la sintesis quimica estructural de este compuesto es tanto un
alfa-aminoacido, como un beta-aminoacido ciclico, y es el responsable de la
actividad antihelmintica. Hasta el momento el patrén de este compuesto no se

comercializa (Ferrara, 2012)

2.3. PROCESO DE TOSTADO

Vega, et.al. (2016) menciona, que en el proceso de tostado no solo desarrolla el
aroma sino también el sabor del grano cuando es sometido a altas temperaturas
entre 110 y 140°C, y de tiempos que suelen ir desde los 20 a 50 minutos,
dependiendo de la variedad. En los diferentes términos de caracteristicas
sensoriales, mismos compuestos que son importantes y se forman durante el

tostado mediante la reaccién de Maillard debido a su impacto en el aroma.

Nebesny y Rutkowski (1998) aporta que el tostado se realiza con tres propositos:
disminuir la humedad de los granos de 7-8 a 2,5%; eliminar compuestos volatiles
no deseados (por ejemplo, acido acético) y generar nuevos compuestos volatiles
(aroma de origen térmico). Las principales reacciones quimicas que se
desarrollan durante el tostado son: las reacciones de Maillard, caramelizacion de

azlcares, degradacion de proteinas.
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2.3.1. TIEMPO Y TEMPERATURA DE TOSTADO

Un tostado que se realiza de manera correcta es un proceso que depende no
solo del tiempo sino también de la temperatura, donde el tiempo el cual varia
desde 5 a 120 minutos y la temperatura varia desde 120 a 150°C, Calderén,
et.al. (2016).

Moreira (2016) por otro lado indica que cuando el tostado de semillas es
realizado a altas o bajas temperaturas y si los periodos de los tiempos son cortos
o prolongados, se desarrolla los perfiles de los sabores es afectado de manera
favorable o contrariamente sufren distorsiones, generalmente los alimentos

como las habas suelen tostarse desde 110 hasta 150°C durante 25 a 50 minutos.

2.4. EFECTO DE TOSTADO SOBRE LA TOXICIDAD ALIMENTARIA

El tostado desactiva los inhibidores de compuestos alérgenos a consecuencia
gue este tratamiento térmico no solo cambia la configuracion de las diferentes
proteinas de los anti nutrientes lo cual afecta su actividad. Varios de estos
meétodos de procesamiento tecnologico se han utilizado para la eliminacién o
inactivacion de las diferentes sustancias toxicas de las semillas, con el fin de
mejorar el acceso de los granulos al ataque de las enzimas y asi mejorar la

utilizacion de los nutrientes (Heredia, 2012).

El mismo autor menciona que el tostado no solo permite que se supere los
problemas de toxicidad de los granos, pero al parecer, también afecta la
disponibilidad de las distintas fracciones nutritivas. Ensayos preliminares han
evidenciado una disminucién significativa del contenido de energia
metabolizable de los granos a medida que la temperatura de tostado aumenta
en un tiempo largo, es por ellos que se recomienda en un rango comprendido

entre 120 y 240°C, a tiempos cortos.



CAPITULO IIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de la presente investigacién esta contemplado en las etapas:
tostado de la semilla y andlisis de toxicidad a la semilla de zapallo, se realizé en
el Laboratorio de Bromatologia de la carrera de Agroindustria de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, ubicado en el
Campus Politécnico sector El Limoén, geograficamente se localiza en las
siguientes coordenadas 0°49'37.96” latitud sur, 80°11'14.24” longitud oeste y una
altitud de 19 msnm Calceta — Manabi — Ecuador.

3.2. DURACION

Esta investigacion fue desarrollada durante los seis meses a partir de la

aprobacion del proyecto.

3.3. TIPOS DE INVESTIGACION

3.3.1. METODO EXPERIMENTAL

Es un método en el que el investigador controla deliberadamente las variables
para delimitar relaciones entre ellas, estd basado en la metodologia cientifica,
se recopilan datos para comparar las mediciones de comportamiento de un
grupo control, con las mediciones de un grupo experimental (Calderén, 2014),
para esto se introdujeron como variables de estudio el tiempo y temperatura de
tostado y asi evaluar el efecto de las conductas observadas en el aumento o

disminucién de la toxicidad alergénica mediante un ensayo de hemoaglutinacion.
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3.4. METODOS Y TECNICAS DE INVESTIGACION

3.4.1. ANALISIS DE TOXICIDAD ALERGENICA

El grado de alergia alimentaria se determind mediante un ensayo de
hemoaglutinacion alergénica, método que fue tomado de la empresa Castor
Ecuatoriana S. A., el cual establece el siguiente procedimiento:

Para preparar los reactivos se realizo lo siguiente:

e Suero fisiologico
Se disolvié 8,5 g de cloruro de sodio en 1000ml de agua destilada.

e Extracto proteico
Para hacer el extracto proteico (ver anexo 1) se peso 4 gr de harina resultante
de las semillas tostadas de zapallo (ver anexo 2.), seguido se coloc6 250ml de
suero fisiologico en un matraz Erlenmeyer y con una varilla magnética se agito
durante 30 min el producto, para posteriormente filtrarlos.

e Hemoglobina
Se recolecté un tipo de sangre para cada réplica, un total de 18 muestras de
personas con antecedentes de alergia (cerdo, mariscos y/o granos secos), se la
almacend no por mas de 24H a 4°C.
Una vez listos los reactivos se procedio a realizar el analisis de hemoaglutinacion

(ver anexo 3.):

Se coloc6 en un estanque 6 tubos de ensayo de 10ml.
Se rotul6 cada tubo del 1 al 6.
Se dejo el tubo nimero uno vacio.

Se pipeted 0,5ml de suero fisioldgico en cada tubo a partir del numero 2.

ok W DR

Se pipeteo el extracto proteico 0,5ml y se colocé en el tubo nimero 1y

0,5ml en el tubo numero 2.

6. Se mezcl6 el tubo nimero 2 y se extrajo de él 0,5mly se colocé en el tubo
namero 3.

7. Se mezcl6 en el nUmero 3 y se extrajo 0,5ml para colocar en el nimero 4
y asi sucesivamente hasta el tubo niamero 6.

8. Se pipeted 0,5ml de la suspension de hemoglobina a cada tubo desde el

numero 1 al 6.
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9. Se mezclé cuidadosamente y se dejé por 5 min en reposo para luego

centrifugar a 2500 revoluciones por 5 min.

Los resultados obtenidos para cada tratamiento fueron establecidos en
porcentajes, posterior a ello, se analizaron estadisticamente. En el cuadro 3.1.
se muestra la interpretacion del grado de alergia, para lo cual se procedi6 a darle
valores en porcentajes a cada grado de alergia que estan dados en el nimero
de cruces (+) es importante recalcar que se consideran aceptables para su
consumo las semillas que no presenten grado de toxicidad y las que tengan una
toxicidad parcial.

Cuadro 3.1. Interpretacion de grado de alergia en porcentajes (%)

Grado de alergia Valor en cruces (+) Valores en porcentaje
Toxicidad de cuarto grado +Ht 100%

Toxicidad media +H+ 75%

Toxicidad parcial ++ 50%

No presenta grado de toxicidad + 25%

Fuente: Los autores

3.5. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores que se manejaron para el estudio, sobre el grado de alergia

alimentaria de la semilla de zapallo fueron:

Factor A: Tiempo de tostado

Factor B: Temperatura de tostado

3.5.1. NIVELES

Para el factor tiempo de tostado se utilizaron los siguientes niveles:

a,: 15 min

a,: 20 min

Para el factor temperatura de tostado se utilizaron los siguientes niveles:
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by: 120 °C
b,: 140 °C

by: 160 ° C

3.6. TRATAMIENTOS

La combinacién entre niveles de los factores en estudio generd 6 tratamientos,

con 3 réplicas cada uno (Cuadro 3.2.)

Cuadro 3. 2. Detalle de los tratamientos con su respectiva nomenclatura.

Tratamiento Cédigo Descripcion

T alb1 a1(15 min) b1 (120°C)
T2 a1b2 a1(15 min) b2 (140°C)
T3 a1b3 a1(15 min) b3 (160°C)
T4 a2b1 a2(20 min) b1 (120°C)
T5 a2b2 a2(20 min) b2 (140°C)
T6 a2b3 a2(20 min) b3 (160°C)

3.7. DISENO EXPERIMENTAL

Esta investigacion fue tipo experimental sujeta a un Disefio Completamente al
Azar (DCA) con arreglo bifactorial 2x3, por cada tratamiento se realizaron tres

réplicas (Cuadro 3.2.)

Cuadro 3. 3. Esquema de ANOVA.

FV Gl

Total 17
Tratamientos 5
Tiempo (A) 1
Temperatura (B) 2
AxB 2

Error 12

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL
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La unidad de estudio por tratamiento fue de 20 semillas de zapallo tostado (ver
anexo 4), realizando 3 repeticiones de cada uno, dando un total de 18 unidades

experimentales.

3.9. VARIABLES A MEDIR

Grado de alergia alimentaria de la semilla de zapallo.

3.10. MANEJO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se realizé en 2 fases, la primera que consto en el
analisis de toxicidad alergénica a cada uno de los tratamientos de las semillas
tostadas en los laboratorios de Bromatologia de la ESPAM MFL, como segunda
fase se establecio el tiempo y temperatura idéneos de acuerdo a los resultados

arrojados en los analisis.

3.10.1. DIAGRAMA DE FLUJO DE TOSTADO DE LA SEMILLA

Semilla de zapallo —» RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA

SELECCION

— Semillas no deseadas

LEYENDA TOSTADO (120°C - 140°C -160°C) X (15min-20min)
O OPERACION —— Semillas tostadas
ﬂ' TRANSPORTE ENFRIADO (30°C)
ALMACENAMIENTO
V ALMACENAMIENTO

D ESPERA
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3.10.1.1. DESCRIPCION DEL PROCESO

RECEPCION: Se recept6 la materia prima (semilla de zapallo) de la variedad
Cucurbita méxima D. (ver anexo 5).

SELECCION: Se seleccionaron los granos de color uniforme, sin imperfecciones
0 quiebres, separando de esta manera aquellos granos no deseados.
TOSTADQO: Las semillas fueron llevadas al horno de marca Memmert GmbH
UFE 600 previamente para lograr un 7% de humedad (ver anexo 6) y posterior
a ello se realizo el proceso de tostado, en el cual se controlo el tiempo (15min,
20min) y temperatura (120°C, 140°C, 160°C) mediante un termometro infrarrojo
digital PCE-889B (ver anexo 7).

ENFRIADO: Se retiran las semillas tostadas del horno, y se deja reposar hasta
gue alcancen una temperatura ambiente (30°C).

ALMACENAMIENTO: Una vez las semillas enfriadas se las almaceno en un
desecador para evitar que absorba humedad, manteniéndose en un rango de 2-

4%, posterior a ello, se evalud el grado de alergia alimentaria.

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de datos se realiz6 mediante el Programa Estadistico SPSS 21

version libre, para el estudio se realizaron las siguientes pruebas:

Los supuestos del ANOVA (normalidad y homogeneidad) para cada una de las
variables a estudiar, al no cumplirse con dichos supuestos, se empleé la prueba

no paramétrica de Kruskall Wallis.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. INDICE DE TOXICIDAD ALERGENICA DE LA SEMILLA DE
ZAPALLO

Se llevaron a cabo pruebas de hemoaglutinacion (ver anexo 8) alergénica en las
semillas de zapallo en estudio, con lo cual se obtuvieron los resultados (ver

anexo 9.) que se presentan a continuacién en el Cuadro 4.1:

Cuadro 4. 1. Resultado del andlisis de hemoaglutinacién alergénica en los tratamientos.

Tratamientos Réplicas Grado de alergia Porcentajes
T1 (a1b1) R1 +++ 75%
R2 ++t 75%
R3 +t 50%
T2 (a1b2) R1 ++ 50%
R2 ++ 50%
R3 +t 50%
T3 (a1b3) R1 + 25%
R2 + 25%
R3 + 25%
T4 (a2b1) R1 ++H+ 75%
R2 ++ 75%
R3 +++ 75%
T5 (a2b2) R1 ++ 50%
R2 ++ 50%
R3 +t 50%
T6 (a2b3) R1 + 25%
R2 + 25%
R3 + 25%

Fuente: Los autores

En el cuadro 4.1. se indica que los tratamientos con mayor grado de alergia son
T1y T4 en los cuales se aplicé la temperatura mas baja (120°C), por lo tanto, no
podrian ser consumidas ya que presentan toxicidad media; los tratamientos T2
y T5 son aceptables para su consumo debido a que presentan una toxicidad
parcial, es decir que la temperatura a la que se sometio (140°C) logré eliminar
en un mayor porcentaje la toxicidad de las semillas; los tratamientos T3y T6 por
ser sometidos a una temperatura mayor (160°C) no presentaron grado de

toxicidad en las semillas.

Generalmente, las semillas de zapallo no presentan cuadros de toxicidad

alérgicas frecuentes; sin embargo, el exceso en el consumo de estas podria
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llegar a causar una contraindicacion alérgica como efecto secundario (Mannise,
2015).

De acuerdo a los resultados mostrados en el (Cuadro 4.1) anterior se aplicaron

los andlisis estadisticos presentados a continuacion:

e TEST DE SHAPIRO WILK

Cuadro 4. 2. Prueba de normalidad de Shapiro Wilk.

Prueba de normalidad
Estadistico gl Sig.
Grado de alergia 0,747 18 0,000

Variable

e TEST DE LEVENE

Cuadro 4. 3. Prueba de homogeneidad de Levene.

Variable F gl gl2 Sig.
Grado de alergia 16,000 5 12 0,000

Las pruebas de normalidad y homogeneidad presentadas en los cuadros 4.2 y
4.3, demostraron que para la variable grados de alergia no se cumple con los
supuestos de ANOVA debido a la significancia p_<0,05, por lo que se procedi6 a

evaluar los datos a través de la prueba de Kruskall Wallis.

4.2. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE TOSTADO SOBRE EL GRADO DE
ALERGIA

Mediante el analisis no paramétrico de Kruskall Wallis se determiné que el Factor
A (tiempo de tostado) no influyé sobre el grado de alergia debido a que su
significancia fue mayor que 0,05 tal como se muestra en la Figura 4.1; por lo
tanto, se retiene la hipétesis nula, siendo el tiempo un factor que no influye en el

grado de alergia alimentaria. Por ende, se establece como mejor tiempo el
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correspondiente a 15 minutos, ya que este factor en una industria es sinbnimo

de gastos econdémicos.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesiz nula Te=t Sig. Decizion
La distribucidn de _ lllj'_uraulv?ib;dsruskal- Retenerla
1 Grado_de_Alergia es 1a misma muestras A7 hipotesis

entre las categorias de Factor_A. nula.

independientas

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia ez 05

Figura 4.1. Prueba de Kruskall Wallis. Factor A

La Organizacién Mundial de la Salud (2016), manifiesta que, las semillas de
zapallo contienen abundantes acidos grasos, vitaminas y minerales, que las
convierten en portadoras de grandes beneficios y propiedades para el
organismo, sin embargo, varios de estos beneficios podrian perderse al
momento en que las semillas son sometidas a un tiempo de tostado mayor a lo
establecido. Ante esto, es necesario mantener un tiempo de tostado adecuado

gue logre mantener todas las proteinas con las que cuenta la semilla.

Por su parte, Panelo (2015), expresa que, a pesar de que el tiempo de tostado
no es un factor que influya directamente en el grado de alergia alimentaria de las
semillas de ciertos frutos, si influye en la variacion de proteinas que estas
poseen, ya que al ser llevadas a un tiempo mayor de tostado estas pueden llegar

a desnaturalizarse.

4.3. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE TOSTADO SOBRE EL
GRADO DE ALERGIA

Mediante los resultados obtenidos de la prueba de Kruskal Wallis se establecio
gue el Factor B (Temperatura de tostado) influyd significativamente sobre el
grado de alergia debido a que su significancia fue menor que el 0,05 tal y como

se evidencia en la Figura 4.2.
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Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesi= nula Test Sig. Decizidn

o .. Prueba Kruskal-
La distribucion de MWallis de

1 Grado_de_aAlergia es la misma
entre |as categornas de Factor_B.

Rechazarla
001 | hipatesiz

muestras nula.

independientas

Se muestran |az significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Figura 4.2. Prueba Kruskall Wallis. Factor B

Asi mismo, se puede evidenciar en la Figura 4.3, que existen dos categorias,
140°C y 160°C que se encuentran en el subconjunto 1; y 120°C en el subconjunto
2. Por tanto, las temperaturas de tostado de 140°C y 160°C que corresponden
al nivel b2 y b3 respectivamente, disminuyen el grado de alergia alimentaria en
la semilla de zapallo, ambas se encuentran aptas para el consumo humano, sin
embargo, el menor porcentaje de alergia (25%) se lo obtiene a la temperatura

maxima evaluada de 160°C.

Subconjuntos homogeéneos basados en
Grado_de_Alergia

Subconjunto
1 2
160°C 5,000
Muestra’ 140°C 8250
120°C 15,280
Probar estadistica 3 B6T 2
Sig. (prueba de 2 caras) 056
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) 056

Figura 4.3. Subconjuntos homogéneos basados en grado de alergia en cuanto al Factor B

Para Alfawaz (2010), los alimentos deben ser tratados térmicamente para
ampliar su vida atil y mejorar sus aspectos organolépticos, utilizando procesos
térmicos como el tostado, este es un método que se emplea con el fin de mejorar

y obtener caracteristicas sensoriales y texturales propias del alimento entre las



23

cuales se destacan: ampliar la gama de aromas, realzar el sabor, inactivar
enzimas, destruir microorganismos, y reducir el grado de alergia alimentaria
(Amaral, 2011).

Bascur (2013), indica que, las semillas de zapallo deben ser procesadas a
temperaturas bajas y sin exposicion a la luz, al calor, o al oxigeno durante el
proceso de molienda, ya que esto ayuda a mantener el excelente perfil nutricional
y el sabor puro de la semilla. En contraste, Castro y Eric (2010), argumentan que,
a pesar de los beneficios que brinda procesar semillas a bajas temperaturas,
existe el riesgo de que estas no eliminen por completo sus niveles de toxicidad,
ya que entre mayor sea la temperatura a la que se sometan las semillas, mayores
son las probabilidades de que disminuya el grado de alergia alimentaria en las

mismas.

4.4. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL GRADO DE
ALERGIA

Mediante la prueba de Kruskall Wallis se logro identificar que la distribucion del
grado de alergia es la misma entre las categorias de tratamientos, por lo tanto,

se rechaza la hipétesis nula con una significancia de 0,006 (figura 4.4).

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesi= nula Test Sig. Decizidn
La distribucion de Frueba Kruskal-
q zrado_de_Alergia es la mismanallis de 006 Eie'ﬂ:;:r |2
entre las categorias de muestras ' nuFia
Tratamientos. independientes :

Se muestran las significancias asintéticaz. El nivel de significancia ez 0

Figura 4.4. Prueba de Kruskall Wallis para tratamientos
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A continuacién, en la Figura 4.5. se muestran los valores de las medias del

parametro grado de alergia obtenida en todos los tratamientos:

Subconjuntos homogéneos basados en

Grado_de_Alergia

Subconjunto
1 2

T3 5,000

T35 5,000

T6 5,000
Muestra’

T2 11,500

T1 14 500

T4 16,000
Prohar estadistica oo 5 600
Sig. (prueba de 2 caras) 1,000 061
Sig. ajustada (prueba de 2 caras) 1,000 118

Figura 4.5. Subconjuntos homogéneos basados en grado de alergia en cuanto a los tratamientos

En la Figura 4.5. se evidencié que los tratamientos que menos grados de alergia
presentaron fueron el T3 (160 °C x 15min), T5 (140°C x 20min) y T6 (160°C x 20

min) presentando una misma media de 5, ubicandolos asi en la misma categoria

del subconjunto, lo que quiere decir que, a mayor temperatura de tostado de la

semilla de zapallo, presenta menor grado de alergia alimentaria.

De igual manera se evidencia mediante un grafico 4.1. de cajas y bigotes lo

anterior descrito:
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Gréfico 4. 1. Grafica de cajas de las medias del grado de alergia alimentaria en los tratamientos.

En concordancia con lo expuesto, Peske (2011), realiz6 un estudio en la
Universidad de Nebraska sobre la reaccion alérgica que puede provocar el
consumo de semillas de zapallo, en donde se evidencié que la alergia es
causada generalmente por proteinas que se encuentran en las semillas, las
cuales no son totalmente destruidas por el calor, es decir que, al someterlas a
niveles de temperatura bajos, podrian mostrar signos de una reaccion alérgica
alimentaria. Este argumento concuerda con la investigacion en estudio, ya que
se confirma el hecho de que la temperatura de tostado influye directamente en
el grado de alergia de las semillas de zapallo. Reconociendo el hecho de que, a

mayor temperatura (160°C), menor es el grado de alergia alimentaria.

Por otro lado, Sandoval (2014), llevé a cabo una investigacion en la cual se pudo
observar que, al realizar el tostado de las semillas de girasol a varias
temperaturas, aquellas que fueron sometidas a temperaturas menores (80, 100
y 120°C) aun poseian cierto grado de toxicidad. Es decir que, en este estudio la
temperatura también influyé significativamente en el grado de alergia de las
semillas; siendo la temperatura ideal 160°C. En tanto, el tiempo de tostado no

causo alteracion alguna en esta variable. Por su parte, Badui (2010) sefiala que,
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el grado de alergia que una semilla toxica puede provocar en las personas puede
ser leve o severa, ocasionando problemas digestivos, urticaria en la piel, o

problemas respiratorios.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e Los tratamientos que presentaron mayor grado de alergia fueron el T1y
el T4, siendo estos en los que se aplicé la temperatura mas baja de 120°C;
lo cual quiere decir que contienen cierto grado de toxicidad y, por ende,
no son aptas para el consumo humano. Por el contrario, los tratamientos
T2 y T5 presentaron toxicidad parcial, lo que hace que sean aceptables
para el consumo; cabe mencionar que, estos tratamientos fueron
sometidos a una temperatura de 140°C, lo que logré eliminar un gran
porcentaje la toxicidad en las semillas. Finalmente, los tratamientos T3 y
T6 fueron sometidas a 160°C de temperatura, lo que hizo que estos no

presentaran ningun grado de toxicidad.

e Se evidencia que el tiempo de tostado no influye en el grado de alergia
alimentaria; no obstante, la temperatura de tostado si influye de manera
significativa sobre el grado de alergia siendo 140°C y 160°C las
temperaturas idoneas. En cuanto a los tratamientos T3, T5 Y T6, fueron
los que mostraron un menor grado de alergia alimentaria, siendo T3 el
mas idoneo al presentar un menor tiempo y mayor temperatura de

tostado, evidenciando un porcentaje de alergia de 25%.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Para llevar a cabo el desarrollo de analisis de hemoaglutinacion, es
necesario trabajar con muestras de sangre que no sobrepasen las 24
horas de haber sido extraidas, manteniéndolas en refrigeracion (4°C)

durante este periodo.

® Para obtener mejores resultados al momento de trabajar con semillas de
zapallo secas, es recomendable que estas mantengan un maximo de
humedad del 7%, puesto que valores mayores a este podrian causar

variaciones en los resultados que se requieran.
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Anexo 1. Extracto proteico Anexo 2. Semillas trituradas

Fuente: Laboratorios de bromatologia  Fuente: Laboratorios de bromatologia

Anexo 3. Andlisis de hemoaglutinacion Anexo 4. Unidades experimentales

Fuente: Laboratorios de bromatologia Fuente: Laboratorios de bromatologia
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Anexo 5. Recepcioén de la materia prima  Anexo 6. Andlisis de humedad

P N

Fuente: Laboratorios de bromatologia Fuente: Laboratorios de bromatologia

Anexo 7. Tostado de semillas Anexo 8. Materiales para andlisis

3
( ‘
Fuente: Laboratorios de bromatologia Fuente: Laboratorios de bromatologia
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Anexo 9. Resultados de andlisis de hemoaglutinacion

Anexo 9.1. Toxicidad de +++ Anexo 9.2. Toxicidad de ++

Fuente Laboratorlos de bromatologia Fuente: Laboratorios de bromatologia

Anexo 9.3. Toxicidad de +

\ : = [ |
Fuente: Laboratorios de bromatologia



