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RESUMEN

Calcular experimentalmente los limites de especificacion de calidad para el Extracto lipidico de Cucurbita
pepo, a través del método de la K tabulada. Se realizo el analisis, a diez lotes consecutivos, de los
parametros peso especifico, indice de refraccion, acidez, saponificacion, peréxido, y contenido de acidos
grasos (palmitico, estearico, oleico y linoleico). Se evalu¢ la distribucion de los datos y posteriormente se
calcularon los limites de especificaciéon de calidad por el método de la K tabulada, para un 95% de
confianza. Los valores obtenidos en la evaluacién demostraron la calidad del extacto, cumpliendo la
distribucion normal de los datos, con valores de probabilidad superiores a 0,05. Empleando el método de
la K tabulada se establecieron limites de especificacion unilaterales para los indices de acidez y peroxido,
contenido de acidos grasos, mientras que, para el peso especifico, indices de refraccion y saponificacion
fueron bilaterales. Los lotes de extracto lipidico de Cucurbita pepo poseen adecuada calidad, considerando
los resultados de los parametros evaluados. Se demostré que existe un alto grado de conformidad en las
propiedades entre los lotes evaluados.

Palabras claves: Acido grasos, Especificaciones de calidad, Método de K tabulada, Extracto lipidico de
Cucurbita pepo.

ABSTRACT

The objective was to experimentally determine the quality specification limits for the Cucurbita pepo lipid
extract, by using the tabulated K method. Using ten consecutive lots, an analysis was carried out of
parameters such as specific weight, refractive indexes, acidity, saponification, peroxide, and fatty acid
content (palmitic, stearic, oleic and linoleic). The distribution of the data was assessed. Then, the quality
specification limits were calculated, for a 95% degree of confidence. The values obtained in the
assessment of physical and chemical parameters demonstrated the quality of the extract, by adhering to
the normal distribution of data, with probability values above 0.05. Using the tabulated K method were
established unilateral quality specification limits to index of acidity and peroxide, fatty acid content,
while to specific weight, refractive and saponification indexes were bilateral. The assessed lots of
Cucurbita pepo lipid extract have adequate quality, considering the results of the evaluated parameters.
The properties of the assessed lots showed a high degree of compliance.

Keywords: Fatty acid, Quality specifications, Method of K tabulated, Cucurbita pepo lipid extract.
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INTRODUCCION

El control de calidad es una parte de la gestion de la calidad orientada al cumplimiento
de los requisitos de la calidad. El concepto central de tal actividad es la especificacion,
que se define como el conjunto de requisitos con los cuales los productos o materiales
empleados deben estar conformes sirviendo como base para la evaluacién de su calidad
(Regulacion 16 CECMED, 2006).

Las especificaciones de farmacopea son las mas conocidas y aceptadas en los
medicamentos. Segun la propiedad que se evalda, existen las especificaciones por
atributo o por variable. En estas ultimas se asigna un valor numérico al realizar una
determinacién experimental aplicando un ensayo. Las especificaciones por variable se
clasifican en unilaterales o bilaterales.

Una especificacion debe ser consistente con el objetivo primario del producto y debe
garantizar la consistencia de la fabricacion sin entorpecerla por ser innecesariamente
estricta (ISP, 2000).

El método mas empleado para el calculo experimental de las especificaciones de
calidad por variable es el propuesto por Bowker. Para ello se requieren como minimo
10 lotes industriales consecutivos (Espinosa, 2008; Carrillo D, 2011). Teniendo en
cuenta las limitaciones y desventajas del método de Bowker, se aplica también el
meétodo de la K tabulada (Montgomery, 2004). El método de Montgomery, se trata en
esencia del mismo método, simplificando el engorroso trabajo matematico que implica
el método de Bowker.

En la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 40, 2017) aparecen las monografias de
algunos aceites de origen natural, tales como: aceite de higado de bacalao y de aceites
de pescado con omega-3. Estas incluyen los limites de especificacion de calidad (LEC)
vigentes para la liberaciéon de los lotes.

La Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP), es un agrandamiento no canceroso de la
glandula prostatica que incluye la proliferacién de tejido epitelial y fibromuscular, cuya
prevalencia aumenta progresivamente con la edad. Sus causas mas corrientes son el
envejecimiento y la presencia de androgenos. El tratamiento de los problemas de
prostata con semillas de calabaza (Cucurbita pepo L.) ha sido una practica frecuente en
Europa, se ha comprobado en diversos trabajos su beneficio para la glandula debido a
sus propiedades biologicas, bioquimicas y fisioldgicas. Es conocido que el aceite
extraido de semillas de C. pepo L. es rico en acidos grasos insaturados, destacandose el
linoleico (43-56 %) y el oleico (24-38 %). Tiene acciones como antihelmintico,
inhibidor de la 5 alfa-reductasa y antiinflamatorio (Lemus y col., 2019).

El hecho de que el extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo se considere una
materia prima de origen natural que no se incluye en farmacopea alguna, y que podria
incorporarse en formulaciones farmacéuticas, justifica la necesidad de calcular y
establecer sus indices de calidad.

El presente estudio tiene como objetivo calcular experimentalmente los limites de
especificacion de calidad para el Extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo de
Cuba, a través del método de la K tabulada.
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METODOLOGIA
Productos quimicos y reactivos
El Extracto lipidico fue obtenido por el Complejo Productivo Mario Mufioz

perteneciente al Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM,
Cuba).

Determinacion de los parametros fisicos y quimicos

La determinacién de los parametros fisico —quimicos se realizd6 como se describe en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP 40, 2017), métodos generales para grasas y
aceites fijos. Todos los resultados se expresaron sobre la base de tres réplicas.

Caracteristicas organolépticas
A partir de la inspeccion visual a todas las muestras de Extracto lipidico se les evaluo el
color y olor.

Peso especifico
El peso especifico de la muestra fue determinando a través del método del picndmetro.

Indice de refraccion

Para el analisis de las muestras en el refractémetro (Carl Zeiss Jena, Alemania) se
deposit6é una gota sobre la superficie del prisma de medicion, evitando la formacién de
burbujas.

Indices de acidez, saponificacién y peréxido

Fueron determinados segun lo establecido en la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP 40, 2017), métodos generales para grasas y aceites fijos. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Determinacion del contenido de acidos grasos por cromatografia gaseosa

Se emple6 un cromatografo de gases (CHROMPACK CP 9002, Holanda), una
columna CHROMPACK (silica 25 M x 0.32 MMID) CP - WAX 57 CB DF: 1.2,
integrador (SHIMADZU C - R8A, Japdén) y generador de gas 9150 (Packard,
Holanda). Las condiciones cromatograficas del inyector y detector: 210°C, temperatura
del horno: 185 °C y volumen de inyeccién 1pL.

Para la preparacion de la mezcla metilante se mezclaron 150 mL de metanol con 70
mL de tolueno. Se adiciond lentamente y con agitacion suave 7,5 mL de acido
sulfarico concentrado.

Para la preparacion de la muestra de ensayo se pesaron exactamente 50 mg. En un
balén de 50 mL se adicionaron 10 mL de mezcla metilante y se calentd a reflujo
durante 2 h a 80 °C. Se dej6 enfriar y se trasvasd a un embudo separador con ayuda de
dos porciones de 2 mL de mezcla metilante. Se lavo con 10 mL de soluciéon saturada de
NaCl y se transvas6 hacia el embudo separador. Se adicionaron 15 mL de éter dietilico
y se agitdé 1 min. Se separo la fase acuosa y la organica se vertido en un erlenmeyer de
100 mL. Se extrajo nuevamente la fase acuosa con dos porciones de 15 mL de éter
dietilico. Los extractos etéreos unificados se lavaron con porciones de 10 mL de
solucién saturada de NaCl hasta que el pH del residuo acuoso fuera de 7. Al extracto
etéreo lavado se le adicion6 1 g de sulfato de sodio anhidro, se agitdé brevemente y se
trasvasO cuantitativamente a un frasco de corazén. Se hicieron lavados con porciones
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de 2 mL de éter, se incorporaron al extracto etéreo y se evaporo en un rotoevaporador.
El residuo se reconstituyd en 2 mL de n-hexano y se inyectd en el cromatografo de
gases.

Calculo de los limites de especificacion de calidad del Extracto lipidico de semillas de Cucurbita
pepo

Para el calculo de los LEC se utilizaron los resultados de los parametros fisico—
quimicos, para 10 lotes. Los lotes cumplieron el requisito de ser producidos de forma
consecutiva durante el 2021.

Se aplico la Prueba de Shapiro-Wilks W statistic con ayuda del programa Statgraphics
Plus Software, para comprobar la normalidad de los datos. Verificado que los datos
cumplieron la prueba de distribucion normal, se realiz6 el calculo de los limites para el
peso especifico, indices de refraccion, acidez, saponificacion, peroxido y contenido de
acidos grasos, aplicando el método de sustitucion del valor de K por el valor tabulado,
tamafio del lote propuesto por Montgomery (Montgomery, 2004; Carrillo y col., 2011).
Para lotes de 10 unidades y un nivel de confianza del 95 %, se establece un valor de K
tabulada = 3,379 para tolerancias bilaterales y K tabulada = 2,916, para las unilaterales.
Se aplicé la siguiente expresion: LEC = X + KS

Donde:

X - promedio de las determinaciones

K - valor tabulado teniendo en cuenta el tamafo del lote y el nivel de confianza

S - desviacidn tipica estimada

LEC - limite de especificacion de calidad inferior y superior.

RESULTADOS

El Extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo no se encuentra oficializado, hasta el
momento, en ninguna farmacopea (BP, 2016; EP, 2017; USP 40, 2017), por lo que no
se cuenta con especificaciones de calidad establecidas. El andlisis de los resultados se
realizd6 mediante comparaciones reportadas, en la literatura y en farmacopeas oficiales,
para otros aceites de origen natural empleados con fines farmacéuticos. Los resultados
del analisis de los parametros fisico y quimicos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicos y quimicos del Extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo.

Caracteristicas Peso Indice de Indice de Indice de Indice de

Lote organolépticas  especifico refraccion acidez peroxido  saponificacidon
(g/mL) (mg/g) (meq/g)  (mg/g)

001 Responde 0,9158 1,47 3,21 4,74 190,47

002 Responde 0,9104 1,47 3,32 3,75 194,75

003 Responde 0,9094 1,47 2,79 497 191,05

004 Responde 0,9086 1,47 3,46 3,98 193,99

005 Responde 0,9145 1,47 2,91 8,41 195,78

006 Responde 0,9196 1,47 6,04 9,39 194,88

007 Responde 0,9158 1,47 4,71 7,87 195,88

008 Responde 0,9067 1,47 5,68 5,87 193,58

009 Responde 0,9187 1,47 4,58 6,59 193,88

010 Responde 0,9269 1,47 2,99 4,60 192,76

X 0,9146 1,47 3,97 6,02 193,70

S 0,0061 0,003 1,197 1,971 1,826

X - promedio de las determinaciones, S - desviacion tipica estimada
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En la Tabla 2 se presentan los contenidos de acidos grasos de cada lote analizado.

Tabla 2. Contenido de dcidos grasos en el Extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo

Lote Acido Acido oleico  Acido estearico Acido palmitico
linoleico (%) (%) (%)
(%)
001 49,21 30,02 6,64 14,13
002 45,37 33,58 8,05 12,78
003 50,87 28,87 6,16 14,43
004 43,52 30,87 9,74 15,87
005 46,78 32,84 8,80 11,58
006 48,91 31,58 6,06 13,45
007 42,15 36,84 6,12 14,89
008 44,58 34,84 7,74 12,84
009 45,97 28,74 9,72 15,57
010 49,87 27,86 7,38 14,89
X 46,72 31,60 7,64 14,04
S 2,910 2,907 1,427 1,363

X - promedio de las determinaciones, S - desviacion tipica estimada.

Como se puede observar, en la Tabla 3 se presenta el resumen estadistico del ajuste a la
distribucién normal de los resultados (p>0,05), y en la Tabla 4, se reportan las
especificaciones de calidad por el método de la K-tabulada.

Tabla 3. Andlisis de la normalidad

Parametros fisicos, quimicos Prueba de normalidad
p-valor
Peso especifico 0,620770
Indice de refraccién 0,195678
Indice de acidez 0,073696
Indice de peréxido 0,342395
Indice de saponificaciéon 0,275889
Acido linoleico 0,800684
Acido oleico 0,795077
Acido estearico 0,209142
Acido palmitico 0,798893
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Tabla 4. Limites de especificacion de calidad para el Extracto lipidico de semillas de Cucurbita
pepo

Propiedad LEC

Peso especifico (g/mL) 0,8939 a 0,9352
Indice de refraccién 1,46 a 1,48

Indice de acidez (mg/g) No mas de 7,46
Indice de saponificacion (mg/g) 187,53 a 199,87
indice de peréxido (meq/g) No més de 9,51
Acido palmitico (%) No menos de 12,09
Acido oleico (%) No menos de 23,11
Acido estearico (%) No menos de 3,47
Acido linoleico (%) No menos de 38,23

LEC- limite de especificacion de calidad

DISCUSION

En el andlisis organoléptico del Extracto lipidico se pudo apreciar que todos los lotes
presentaban un color pardo con un olor caracteristico, lo que se corresponde con las
caracteristicas descritas por Menéndez y col., 2006; Lépez y col., en el 2009, al evaluar
aceite de semillas de Cucurbita pepo obtenido con similar procedimiento.

Los pesos especificos que estuvieron establecido para otros aceites de origen natural
empleado con fines farmacéuticos (0,8800 a 0,9200 g/mL) por Inmanuel y col., 2009;
Codex, 2013; USP 40, 2017. Los valores de indice de refraccion se corresponden con lo
establecido en normas internacionales para aceites comestibles (Codex, 2013) y para
otros aceites de origen natural (Inmanuel y col., 2009), ya que se encuentran dentro del
intervalo 1,44 a 1,48.

En el caso del indice de acidez, que se basa en la reaccion de neutralizacion de los
acidos organicos en la muestra, se evidencia un aumento en los lotes 006 y 008, por lo
que puede concluirse que presentan un mayor contenido de acidos libres. Sin embargo,
los valores en los ocho lotes restantes, resultaron inferiores a 5,00 mg/g, limite
establecido para otros aceites de origen natural obtenidos por diferentes métodos
(Adeniyi y Bawa, 2006; Inmanuel y col., 2009).

La evaluacion del indice de peréxido permite evaluar el grado de oxidacion del
extracto lipidico, ademas de indicar la calidad de la materia prima empleada. Los
valores obtenidos para cada uno de los lotes estudiados resultaron menores de 10,00
meq/g, limite establecido para otros aceites (Adeniyi y Bawa, 2006), lo que demostr6 la
adecuada calidad del material de partida para la obtencion del aceite.

Los resultados en los lotes de extractos evaluados, en cuanto al indice de saponificacion
se encuentran dentro de los limites establecidos para aceites vegetales (182,00 a 196,00
mg/g) (Codex, 2013; BP, 2016; EP, 2017; USP 40, 2017).

Los contenidos de acidos grasos obtenidos en la evaluacion del Extracto lipidico de
semillas de Cucurbita pepo, se encuentran en correspondencia con lo reportado en la
literatura para otros aceites de calabaza obtenidos por diferentes métodos, donde se
demostré que el contenido de acidos grasos insaturados era superior a los saturados.
Destacandose el acido linoleico entre 43 a 56% y el oleico (24 a 38%) similar a lo
reportado por Lépez O, 2009; Tillan J y col., 2009; Espinosa T y col., 2010; Lopez O,
2010; Gohari A, 2011; Grisales S, 2012; Rossel P y col., 2018. Los acidos grasos omega
6 y omega 9 estan relacionados con numerosos beneficios para la salud como
prevencién de enfermedades cardiovasculares (Alsina y col., 2015), menor riesgo de
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obesidad, sindrome metabolico, diabetes tipo 2 e hipertension arterial (Lopez-Miranda,
2008).

Se demostr6 que existe un alto grado de conformidad en las propiedades entre los lotes
analizados. Los resultados de los indices de acidez, saponificacion y peroxido
demuestran que el extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo posee adecuada
calidad, sin evidencias de posibles procesos degradativos.

Teniendo en cuenta que hasta el momento no se han calculado los limites de
especificaciones de calidad (LEC) del extracto lipidico. Se determinaron los mismos a
través del método de la K tabulada, con 10 lotes consecutivos producidos bajo
condiciones similares.

Este método para la determinacion de los LEC establece que los datos se ajusten a una
distribucién normal, para lo cual se aplico la prueba de Shapiro-Wilks W statistic a los
resultados correspondientes a cada una de las caracteristicas de calidad del extracto
lipidico.

Demostrada la distribucion normal de cada parametro, se procedio al célculo de los
limites de especificacion de calidad.

Para los indices de acidez y peroxido se establecieron especificaciones unilaterales,
sobre la base de los limites superiores para el primer caso, y de los inferiores para los
restantes. Para el caso del peso especifico, indice de refraccion y saponificacion, se
establecieron limites bilaterales. Es necesario destacar que para el peso especifico y el
indice de refraccion se obtuvieron los limites mas estrechos, lo cual es logico
considerando los métodos empleados en sus determinaciones, siendo indicativos de la
pureza del extracto lipidico obtenido. Las LEC para los parametros: peso especifico,
indices de refraccion, acidez, saponificacién y perdxido para el extracto lipidico de
semillas de Cucurbita pepo, se encuentran dentro intervalos establecidos para otros
aceites de origen natural empleados con fines farmacéuticos (Adeniyi y Bawa, 2006;
Inmanuel y col., 2009; Lépez O, 2009; Tillan J y col., 2009; Espinosa T y col., 2010;
Lopez O, 2010; Gohari A, 2011; Grisales S, 2012; Codex, 2013; BP, 2016; EP, 2017,
USP 40, 2017; Rossel P y col., 2018). El Extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo
al contener acidos de los tipos omega-9 y omega-6 (oleico y linoleico, respectivamente)
presentara potencialidades farmacéuticas.

Se establecieron por vez primera, a partir de datos experimentales, LEC para el
extracto lipidico de semillas de Cucurbita pepo, aspecto no reportado con anterioridad.
Siendo una especificacién el criterio asociado a una determinada prueba que permite
decidir si el producto bajo examen posee una determinada caracteristica de calidad en
el grado correcto, los limites aqui establecidos contribuirdn a asegurar, con un alto
grado de confianza, que cualquier unidad del producto cumplird con las pruebas y
criterios correspondientes.

Es importante considerar, que, al establecerse estos limites, se necesitara evaluar el
comportamiento de cada uno de los parametros, con nuevos lotes, y hacer el
seguimiento de su comportamiento. Las especificaciones de calidad son dinamicas y
estan sujetas a constante revision.
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CONCLUSIONES

A través del método de la K tabulada se calcularon experimentalmente los limites de
especificacion de calidad para el peso especifico, indices de refraccion, acidez,
saponificacion, peroxido y contenido de acidos grasos en el extracto lipidico de
semillas de Cucurbita pepo. Los resultados demuestran que dicho extracto posee
adecuada calidad, teniendo como componentes mayoritarios acido linoleico y oleico.
Se demostr6 que existe un alto grado de conformidad en las propiedades entre los lotes
evaluados.
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