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Abstract

Introduction: Triglycerides (TG) represent 98 % of the vegetable oils composition. The evaluation of TG 
in pumpkin seed extracts is valuable to perceive effects caused by domestication.
Objective: To compare the triglyceride profile of wild versus domesticated pumpkins by reversed-phase 
HPTLC.
Materials and methods: Wild pumpkins (Cucurbita foetidissima Kunth and C. radicans Naudin) seeds were 
collected at mature stage at three sites of the Mexican Plateau and seeds of domesticated pumpkins  
(C. pepo L., C. moschata Duchesne, C. argyrosperma K. Koch) and sunflower (Helianthus annuus L.) were 
acquired. Ground seeds were Soxhlet extracted with hexane to obtain the lipids. From the neutral lipid 
extract, TG were separated on 20 x 10 HPTLC Silica Gel 60 glass plates. Unsaturated TG were used as 
reference. The bands, in different tracks, were analyzed with the free-to-use GelAnalyzer software.
Results and discussion: The TG profile of both wild and domesticated pumpkin seed extract shows 
similarity among their most abundant bands. In both samples, TG 18:2/18:2/18:2 predominates. In wild 
pumpkins, TG 18:3/18:3/18:3 bands stand out. Domesticated pumpkins have lower TG with higher 
unsaturation chain, than wild species, which gives them a greater nutritional value.
Conclusions: Wild pumpkin seeds show a characteristic profile of unsaturated TG. Chromatographic 
profiling and image analysis with GelAnalyzer led to the sample’s differentiation based on the bands found. 
 
Resumen

Introducción: Los triglicéridos (TG) representan 98 % de la composición de los aceites vegetales. La 
evaluación de TG en extractos de semillas de calabazas es importante para detectar efectos ocasionados 
por la domesticación.
Objetivo: Comparar el perfil de triglicéridos de calabazas silvestres vs. domesticadas mediante el sistema 
HPTLC en fase reversa.
Materiales y métodos: Se recolectaron semillas de calabazas silvestres (Cucurbita foetidissima Kunth y 
C. radicans Naudin) en estado maduro en tres sitios del Altiplano Mexicano y se adquirieron semillas de 
calabazas domesticadas (C. pepo L., C. moschata Duchesne, C. argyrosperma K. Koch) y de girasol (Helianthus 
annuus L.). Las semillas trituradas se sometieron a extracción en equipo Soxhlet con hexano, para obtener 
los lípidos. Del extracto de lípidos neutros, los TG se separaron en placas de vidrio de 20 x 10 HPTLC Gel 
de Sílice 60. Se utilizaron TG insaturados como referencia. Las bandas se analizaron con el software de 
uso libre GelAnalyzer.
Resultados y discusión: El perfil de TG del extracto de las semillas de calabazas, tanto silvestres 
como domesticadas, guarda similitud entre sus bandas más abundantes. En ambas muestras predomina 
el TG 18:2/18:2/18:2. En las calabazas silvestres destacan bandas de TG 18:3/18:3/18:3. Las calabazas 
domesticadas presentan TG con insaturaciones en la cadena de carbono en menor proporción que las 
especies silvestres, lo que les confiere a estas un valor nutricional mayor. 
Conclusiones: Las semillas de calabazas silvestres muestran un perfil característico de TG insaturados. 
El perfil cromatográfico y el análisis de imágenes con GelAnalyzer permitieron la diferenciación de las 
muestras con base en las bandas obtenidas. 
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Introducción

Las calabazas pertenecen al género Cucurbita 
(Cucurbitaceae) que incluye 21 taxones (Barrera et al., 
2021) con alrededor de 15 especies (Lira et al., 2016). 
En México, se encuentran 11 especies silvestres y 
domesticadas (Ríos, González-Santos, Cadena-Iñiguez, 
& Mera-Ovando 2018). Entre las especies silvestres 
se encuentran la calabaza hedionda (Cucurbita 
foetidissima Kunth) y calabacilla (C. radicans Naudin). 
Las principales especies domesticadas en México 
son C. pepo L., C. moschata Duchesne, C. argyrosperma 
K. Koch y C. ficifolia Bouché. El consumo de semillas 
de calabazas domesticadas ha merecido interés por 
ser una fuente nutricional de proteínas (31 a 51 %), 
lípidos (30 a 51 %), carbohidratos (6 a 37 %), además de 
esteroles, tocoferoles y minerales (Adepoju & Adebanjo, 
2011; Bardaa et al., 2016), lo que resulta en algunas 
aplicaciones curativas y nutracéuticas.

La mayoría de los estudios de lípidos en semillas, 
incluyendo las de calabazas, se han enfocado en 
establecer la composición de ácidos grasos empleando 
el método de conversión a ésteres de metilo (FAME) 
por transesterificación o iniciando por saponificación 
hasta la identificación mediante cromatografía de 
gases (Bouazzaoui & Mulengi, 2018; Rezig, Chouaibi, 
Msaada, & Hamdi, 2012). A pesar de ser métodos 
adecuados de aplicación comercial rutinaria, no 
muestran información sobre la composición de los 
triglicéridos (TG) presentes (Eder, 1995). La información 
de la composición de TG es, por el momento, utilizada 
para la caracterización de aceites en farmacopeas y 
es de interés en el estudio de la biosíntesis de estos 
compuestos. La metodología de caracterización se usa 
básicamente en estudios de laboratorio; sin embargo, 
la visualización en forma expedita y económica 
por HPTLC en fase reversa permite una separación 
rápida y diferenciación de TG en semillas silvestres y 
domesticadas.

Los (TG) representan una forma eficiente de 
almacenamiento de energía que estará disponible 
al momento de la germinación y desarrollo de la 
nueva planta, ya que contienen compuestos de alta 
energía y de fácil degradación. Los ácidos grasos que 
los conforman pueden presentar varias longitudes 
de cadena, en general de C12 a C22, insaturaciones 
y localización de dobles enlaces, todo esto en 
consecuencia de su mecanismo de biosíntesis. El 
estudio de los TG merece atención debido a que 
representan entre 95 a 98 % de la composición de los 
aceites vegetales (Contreras et al., 2017). Cada aceite 
tiene un perfil característico de TG y las propiedades 
físicas y químicas están establecidas en principio por 
la presencia de diversas especies moleculares de TG 

Introduction

Pumpkins belong to the genus Cucurbita (Cucurbitaceae) 
which includes 21 taxa (Barrera et al., 2021) and close 
15 species (Lira et al., 2016). In Mexico, 11 wild and 
domesticated species are mentioned (Ríos, González-
Santos, Cadena-Iñiguez, & Mera-Ovando 2018). Wild 
species include buffalo gourd (Cucurbita foetidissima 
Kunth) and coyote gourd (C. radicans Naudin). Cucurbita 
pepo L., C. moschata Duchesne, C. argyrosperma K. Koch 
and C. ficifolia Bouché are the main domesticated 
species in Mexico. Domesticated pumpkin seeds 
consumption has gained interest for being a 
nutritional source of protein (31 to 51 %), lipids (30 to 
51 %), carbohydrates (6 to 37 %), in addition to sterols, 
tocopherols and minerals (Adepoju & Adebanjo, 2011; 
Bardaa et al., 2016), resulting in some healing and 
nutraceutical claims.

Most lipids studies in seeds, including pumpkin seeds, 
have focused on establishing the fatty acid composition 
by employing saponification and conversion to 
methyl esters (FAME) by transesterification and then 
identification by gas chromatography (Bouazzaoui 
& Mulengi, 2018; Rezig, Chouaibi, Msaada, & Hamdi, 
2012). Although this is a suitable method for routine 
commercial application, do not disclose information 
on the composition of the specific triglycerides 
(TG) present (Eder, 1995). The information on 
TG composition is, for the moment, used for the 
characterization of oils in pharmacopoeias and is 
of interest in the study of the biosynthesis of these 
compounds. The characterization methodology is 
basically used in laboratory studies; however, rapid 
and inexpensive visualization by reversed-phase HPTLC 
allows rapid separation and differentiation of TG in 
different tissues, such as wild and domesticated seeds.

TGs represent an efficient form of energy storage in 
the seed that will be available at the germination and 
development of the new plant, as they contain high-
energy bonds that are easily degraded. The fatty acids 
esterified to glycerol, can present various chain lengths, 
generally from C12 to C22, displaying unsaturations as 
double bonds, all of this, because of their biosynthetic 
mechanism. The study of TG deserves attention because 
they represent between 95 to 98 % of the composition 
of vegetable oils (Contreras et al., 2017). Each oil has a 
characteristic TG profile, and the physical and chemical 
properties are established initially by the presence of 
the various molecular TG species (Ruiz, González, & 
Cuadros, 2015) which have important physiological 
effects as components of the human diet (Cherif et 
al., 2014). Therefore, there is a continuous search for 
sources of TGs, especially those with components rich 
in unsaturated or polyunsaturated fatty acids (Zeb, 
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2012), as they possess specific biological activity and 
increase the beneficial properties of edible oils (Gao et 
al., 2017).

Wild pumpkin species TG profile has been established 
to date (Ali et al., 2017; Azimova, Glushenkova, 
& Vinogradova, 2011; Neđeral et al., 2012; Zeb & 
Ahmad, 2017), although there is no comparison of TG 
composition in domesticated versus wild pumpkin 
seeds. Some of the methods for the study of TG 
profile in pumpkins comprise: the use of silica gel 
plates impregnated with silver nitrate and subsequent 
evaluation of the fatty acid methyl esters by gas 
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) (Yoshida 
et al., 2004); the carbon equivalent number (ECN42), 
International Olive Council (IOC) chromatographic 
method (Bardaa et al., 2016); the high performance 
liquid chromatography (HPLC) in its modalities (Ali et 
al., 2017; Zeb & Ahmad, 2017). and laser-assisted matrix 
desorption-ionization time-of-flight (MALDI-TOF-MS) 
(Beneito et al., 2020). There are several mechanisms 
for isolation and detection of TG, but they are very 
laborious; therefore, they are not suitable for routine 
work (Cossignani, Pollini, & Blasi, 2019). These methods 
have low selectivity for TG that differ only in acyl chain 
length or position (Cherif et al., 2014) and exhibit poor 
separation or low resolution (Gao et al., 2017).

High Performance Thin Layer Chromatography 
(HPTLC), in reverse phase mode, can provide 
information on triglycerides, polar lipids, sterols, 
essential oils and multiple organic structures. 
Currently, at the commercial level, this technique is 
used for the evaluation of the quality of oils and other 
components; in addition, it can detect the presence of 
adulterants (Cañigueral, Frommenwiler, Reich, & Vila, 
2018; Pagliuca et al., 2018). For this reason, the use of 
HPTLC has been adopted by major pharmacopoeias 
worldwide for the analysis and quality control of herbal 
preparations (Cañigueral et al., 2018). This technique 
allows the visualization, quantification and analysis of 
TG and is based on the separation of the components 
of a sample according to their differential affinity to a 
stationary phase with lipophilic residues and the use 
of a highly polar mobile phase. The implementation 
of this technique allows easy application of samples 
in reduced volume using as little as 0.1 µL of the 
sample in solution. Obtaining good resolution bands 
helps in the interpretation of retardation factor (Rf) 
values and phytochemical profile of the compounds 
in a comparative chromatographic system (Naik & 
Sellappan, 2020). 

This study compared the TG of oils extracted from 
wild and domesticated pumpkin seeds, using the 
reversed-phase HPTLC system and making use of a 
free software commonly used for protein analysis. This 

(Ruiz, González, & Cuadros, 2015) que tienen efectos 
fisiológicos importantes como componentes de la dieta 
humana (Cherif et al., 2014). Por tanto, existe una 
búsqueda continua de fuentes de los TG, en especial 
los que presentan constituyentes ricos en ácidos 
grasos insaturados o polinsaturados (Zeb, 2012), ya que 
poseen actividad biológica específica e incrementan las 
propiedades benéficas de los aceites (Gao et al., 2017).

A la fecha se ha establecido el perfil de los TG de 
especies de calabazas silvestres (Ali et al., 2017; 
Azimova, Glushenkova, & Vinogradova, 2011; 
Neđeral et al., 2012; Zeb & Ahmad, 2017), aunque 
no existe una comparación de la composición de TG 
en semillas de calabazas domesticadas vs. silvestres. 
Algunos de los métodos para el estudio del perfil de 
los TG en calabazas comprenden el uso de placas de 
gel de sílice impregnadas con nitrato de plata y la 
evaluación posterior de ésteres de metilo de ácidos 
grasos resultado de su hidrólisis por cromatografía 
de gases/espectrometría de masas (GC/MS) (Yoshida 
et al., 2004); el número de equivalente de carbono 
(ECN42), el  método cromatográfico del Consejo 
Oleícola Internacional (IOC) (Bardaa et al., 2016); la 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) en sus 
modalidades (Ali et al., 2017; Zeb & Ahmad, 2017); así 
como matrix asistida por láser de desorción - ionización 
tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS) (Beneito et al., 2020). 
Hay varios mecanismos para aislamiento y detección 
de los TG, pero son muy laboriosos; por tanto, no son 
adecuados para labores de rutina (Cossignani, Pollini, & 
Blasi, 2019). Estos métodos tienen baja selectividad para 
los TG que difieren solo en la longitud o posición de la 
cadena acilo (Cherif et al., 2014) y presentan separación 
pobre o baja resolución (Gao et al., 2017).

La cromatografía en capa fina de alta resolución (High 
Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC), 
en su modalidad de fase reversa, puede proporcionar 
información de los triglicéridos, lípidos polares, 
esteroles, aceites esenciales y múltiples estructuras 
orgánicas. En la actualidad, a nivel comercial, esta 
técnica se utiliza para la evaluación de la calidad de 
aceites y otros componentes; además, puede detectar la 
presencia de adulterantes (Cañigueral, Frommenwiler, 
Reich, & Vila, 2018; Pagliuca et al., 2018). Por esta 
razón, el empleo de HPTLC ha sido adoptado por las 
principales farmacopeas del mundo para el análisis 
y control de calidad de preparaciones herbolarias 
(Cañigueral et al., 2018). Esta técnica permite la 
visualización, cuantificación y análisis de los TG y se 
fundamenta en la separación de los componentes de 
una muestra de acuerdo con su afinidad diferencial a 
una fase estacionaria con residuos lipofílicos y el uso 
de una fase móvil de alta polaridad. La instrumentación 
de esta técnica permite una aplicación fácil de las 
muestras en volumen reducido utilizando desde 0.1 µL 
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program allows the comparison of multiple samples 
of the displacement of molecules in the form of bands 
easily, quickly and with results like those obtained 
with high-priced commercial software systems for thin 
layer chromatography (TLC). This study will allow to 
visualize characteristics of taxonomic importance, in 
addition to contributing with the generation of the first 
TG profile of wild pumpkin seeds, from which their 
potential use as non-timber wild natural resources can 
be identified (Cañigueral et al., 2018) and provide the 
basis for analyzing the reason for such differences. 

Materials and Methods

Mature fruits of two species of the genus Cucurbita 
were collected in October 2019 at three sites: Cucurbita 
foetidissima Kunth in the locality of Vaquerías, 
municipality of Ojuelos, Jalisco (21° 47’ 28.39” N, 101° 
36’ 7.03” W, 2 223 m) and Cucurbita radicans Naudin 
from San José de Gracia, Jalisco (20° 41’ 8.16” N y 
102° 34’ 11.42” W, 1 947 m) and Cañada de Caracheo, 
Guanajuato (20° 19’ 8.78” N y 100° 57’ 2.19” W,  
1 772 m). Preliminary identification of wild species 
was made by reviewing specimens at the herbariums 
of: UNAM (MEXU); Instituto de Ecología (IE-Bajío); 
Querétaro (QMEX) and Universidad de Guadalajara 
(IBUG). The SEINet data portal was also consulted, and 
the respective floras and specialized bibliographic 
material (Lira, 2001). The reference specimens were 
deposited in the Herbarium Luz María Villareal de Puga 
(IBUG)–CUCBA of the Universidad de Guadalajara.

Regarding domesticated species, C. moschata (calabaza 
de Castilla or sweet squash, Hortaflor, certified seeds) 
was acquired in Irapuato, Guanajuato, and C. moschata 
(calabaza tapatía), C. argyrosperma (silver seed gourd) 
and C. pepo (courgette) were acquired in the local 
market in the city of Guadalajara. Sunflower seeds 
(Helianthus annuus L.) from the local market in the city 
of Guadalajara, Jalisco, were also used. 

Pumpkin fruits were opened in half to separate the 
seeds and fibrous pulp content. The domesticated seeds 
testa was removed to work only with the embryonic 
axis and cotyledons. The process was carried out at the 
Phytobiochemistry Laboratory of CINVESTAV-IPN, U. 
Irapuato.

Lipidic components extraction

Around 6 g of seed samples from each collection 
site, from the domesticated pumpkins and sunflower 
were weighed on an OHAUS Adventurer™ analytical 
balance. A six-place Soxhlet extractor (Extraction 
Unit E-816 SOX-Extraction Solutions, Switzerland) was 
used; each seeds sample was placed in a 10 x 10 cm 
filter paper was placed in each Soxhlet container. For 
the extraction process, 100 mL of light petroleum 

de la muestra en solución. La obtención de bandas de 
buena resolución ayuda a la interpretación de valores 
de factor de retardo (Rf) y perfil fitoquímico de los 
compuestos en un sistema cromatográfico comparativo 
(Naik & Sellappan, 2020). 

En este trabajo se compararon los TG de aceites 
extraídos de semillas de calabazas de especies silvestres 
y domesticadas, mediante el empleo del sistema HPTLC 
en fase reversa y haciendo uso de un software libre 
empleado comúnmente para el análisis de proteínas. 
Este programa permite la comparación de múltiples 
muestras del desplazamiento de moléculas en forma 
de bandas de manera fácil, rápida y con resultados 
similares a los obtenidos con sistemas comerciales de 
software para cromatografía en capa fina (TLC) de alto 
precio. El estudio permitirá visualizar características 
de importancia taxonómica, además de contribuir con 
la generación del primer perfil de TG de las semillas 
de calabazas silvestres, a partir de los cuales se puede 
identificar su uso potencial como recursos naturales 
silvestres no maderables (Cañigueral et al., 2018) y dar 
las bases para analizar la razón de tales diferencias. 

Materiales y métodos

Los frutos maduros de dos especies del género Cucurbita 
se recolectaron en octubre del 2019 en tres sitios: 
Cucurbita foetidissima Kunth en la localidad de Vaquerías, 
municipio de Ojuelos, Jalisco (21° 47’ 28.39” N, 101° 
36’ 7.03” O, 2 223 m) y Cucurbita radicans Naudin en San 
José de Gracia, Jalisco (20° 41’ 8.16” N y 102° 34’ 11.42” 
O, 1 947 m) y Cañada de Caracheo, Guanajuato (20° 19’ 
8.78” N y 100° 57’ 2.19” O, 1 772 m). La identificación 
preliminar de las especies silvestres se hizo mediante 
la revisión de ejemplares en los herbarios de la UNAM 
(MEXU), Instituto de Ecología (IE-Bajío), Querétaro 
(QMEX) y de la Universidad de Guadalajara (IBUG). 
También se consultó el portal de datos SEINet, así 
como las floras respectivas y material bibliográfico 
especializado (Lira, 2001). Los ejemplares de referencia 
se depositaron en el Herbario Luz María Villareal de 
Puga (IBUG)–CUCBA de la Universidad de Guadalajara.

Referente a las especies domesticadas, C. moschata 
(calabaza de Castilla o calabaza dulce, Hortaflor, 
semillas certificadas) se adquirió en Irapuato, 
Guanajuato, y C. moschata (calabaza tapatía), C. 
argyrosperma (calabaza tapona) y C. pepo (calabaza india) 
se adquirieron en el mercado local de la ciudad de 
Guadalajara. También se utilizaron semillas de girasol 
(Helianthus annuus L.) del mercado local de la ciudad de 
Guadalajara, Jalisco. 

Los frutos de calabaza se abrieron por la mitad para 
separar las semillas y el contenido de pulpa fibrosa. La 
testa de las semillas domesticadas se retiró para trabajar 
solo con el eje embrionario y cotiledones. El proceso 
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(Hexanes 4020-Karal, S. A. de C. V.) was used as solvent. 
The extraction consisted of 10 cycles at 70 °C, a 15 min 
washing phase and drying for 30 min. Evaporation-
condensation time was 1 h 15 min. Excess hexane used 
as solvent was removed by rotary evaporation. The total 
lipid content was estimated relative to the density of 
sunflower oil (0.920 g∙mL-1). Finally, each extract was 
dissolved in chloroform: methanol (1:1) adjusting to 
a concentration of 1 mg∙mL-1 and thus stored under 
refrigeration for subsequent analysis.

Reversed-phase high-performance thin 
layer chromatography (HPTLC)

The method described by the HPTLC Society, as 
modified by European Pharmacopoeia 7.0 section 2.3.2 
(European Pharmacopoeia Commission, 2011), was 
used. A total of 20 mg of each lipid extract sample was 
dissolved in 3 mL of dichloromethane. As reference, 
triglycerides purchased from Sigma-Aldrich were used: 
TG 18:3/18:3/18:3, TG 20:1/20:1/20:1, TG 22:1/22:1/22:1 
and a mixture of TG 16:1/16:1/16:1 + TG 18:2/18:2/18:2.

For application on the plate samples and references 
were disposed in vial inserts placed in a vial holder of 
the TLC 4 autosampler (ATS 4, CAMAG®, Switzerland). 
Glass HPTLC plates (20 x 10 cm) coated with silica gel 
60 (RP-18 F254, MS-grade, Merck, Darmstadt, Germany) 
were used. The application conditions by microspraying 
were as follows: 2 µL per band with 8 mm width and 
4 mm spacing between each of the 13 tracks, at a 
distance of 12 mm from the bottom of the plate. Once 
the samples had been applied, the plate was transferred, 
for development, to a flat bottom chamber (CAMAG®, 
Switzerland) previously saturated with a mixture of 
dichloromethane: acetic acid: acetone (20:40:50 v/v/v). For 
the development, the solvent ascended by capillary action 
on the plate, reaching 8 cm above the line of application 
of the samples. The chamber was kept in cold room at 
4 °C prior to full development. The developed plate was 
removed from the chamber and solvent released by 
heating at 100 °C for 1 min on a CAMAG® digital hot plate, 
then brought to room temperature. For visualization, 
derivatization by immersion and immediately removed 
in a 20 % phosphomolybdic acid solution dissolved in 
ethanol. Subsequently, the plate was heated for 3 min at  
120 °C. The phosphomolybdic acid reagent produces 
intense blue-black, uniform zones in the presence 
of unsaturated TG. This allows digital photographic 
recording with the CAMAG® Visualizer, illuminated 
with white light. The bands were analyzed with the 
VisionCats software (CAMAG®, Switzerland), which is 
part of the CAMAG HPTLC System, allowing qualitative 
processing, obtaining the Rf values of each of  
the bands and the elaboration of densitograms. In the 
present study the GelAnalyzer software was used as  
a recommended alternative for the analysis of HPTLC 
plate images.

se llevó a cabo en el Laboratorio de Fitobioquímica del 
CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato.

Extracción de compuestos lipídicos

Se pesaron aproximadamente 6 g de muestras de 
semillas de cada sitio de colecta, de las calabazas 
domesticadas y girasol en una balanza analítica 
Adventurer™ de OHAUS. Se utilizó un extractor Soxhlet 
de seis plazas (Extraction Unit E-816 SOX-Extraction 
Solutions, Suiza); en cada uno de los recipientes 
se colocó una muestra de semillas contenidas en 
cartuchos de papel filtro de 10 x 10 cm. Para el proceso 
de extracción se emplearon 100 mL de hexanos 
(Hexanos 4020–Karal, S. A. de C. V.) como solvente. La 
fase de extracción fue de 10 ciclos a 70 °C, una fase 
de lavado de 15 min y secado de 30 min. El tiempo 
de evaporación-condensación fue 1 hora 15 min. El 
exceso de solvente se retiró del extracto contenido en 
el recipiente de la fracción de hexanos por evaporación 
rotatoria. El contenido total de los lípidos se estimó  
con relación a la densidad del aceite de girasol 
(0.920 g∙mL-1). Finalmente, cada extracto se disolvió 
en cloroformo: metanol (1:1) ajustando a una 
concentración de 1 mg∙mL-1 y así se conservó en 
refrigeración para su análisis subsecuente. 

Cromatografía en capa fina de alta 
resolución (HPTLC) en fase reversa

Se empleó el método descrito por la Sociedad de la 
HPTLC, modificado por la Farmacopea Europea 7.0 
sección 2.3.2 (European Pharmacopoeia Commission, 
2011). Se disolvieron 20 mg de cada muestra del extracto 
lipídico en 3 mL de diclorometano. Como referencia se 
utilizaron triglicéridos adquiridos en Sigma-Aldrich: TG 
18:3/18:3/18:3, TG 20:1/20:1/20:1, TG 22:1/22:1/22:1 y una 
mezcla de TG 16:1/16:1/16:1 + TG 18:2/18:2/18:2.

Las muestras y las referencias se pusieron en insertos 
colocados en un portaviales del muestreador automático 
TLC 4 (ATS 4, CAMAG®, Suiza) para su aplicación. Se 
utilizaron placas de HPTLC de vidrio (20 x 10 cm) 
cubiertas con gel de sílice 60 (RP-18 F254, MS-grade, Merck, 
Darmstadt, Alemania). Las condiciones de aplicación 
mediante microaspersión fueron las siguientes: 2 µL por 
banda con ancho de 8 mm y separación de 4 mm entre 
cada una de las 13 pistas, a una distancia de 12 mm de la 
parte inferior de la placa. Una vez aplicadas las muestras, 
la placa se transfirió, para su desarrollo, a una cámara 
de fondo plano (CAMAG®, Suiza) saturada previamente 
con una mezcla de solventes (diclorometano: ácido 
acético: acetona; 20:40:50 v/v/v). Para el desarrollo, 
el solvente ascendió por capilaridad en la placa, 
alcanzando una distancia de 8 cm arriba de la línea de 
aplicación de las muestras. La cámara se mantuvo en 
cuarto frío a 4 °C desde antes de su desarrollo total. La 
placa desarrollada se retiró de la cámara y se liberó del 
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GelAnalyzer plate analysis 

The developed plates images were analyzed with the 
freely available software GelAnalyzer 19.1 (Lazar Jr., & 
Lazar, 2019). This provided component detection, shift 
bands and intensity in each track, and preliminary 
assignment from comparison of reference TG. The 
program also supported the correction of imperfections 
equivalent to the electrophoretic run by adjusting the 
application origin and the solvent front to obtain the 
Rf values. The image was imported into the program 
in the dark option on illuminated background, rotated 
from bottom to top and from left to right and the 
region to be analyzed was defined. The option to 
select an area was used so that the program would 
automatically detect the tracks. Each track can also be 
added manually one at the time. The bands intervals 
the in the tracks are placed in agreement to the 
increase of the band values with Rf between the sample 
application site (value 0.0) and the solvent front at the 
end of the development (value 1.0). Subsequently, in 
the calibration mode of bands in linear function, the 
main reference TG (18:2/18:2/18:2) was observed in 
most pumpkin seed extracts (Zeb & Ahmad, 2017). The 
baseline of all leads was defined to display them in the 
form of a chromatogram. Finally, the Rf values and the 
areas under the curve, were determined for each band.

Results and Discussion

Figure 1 shows the reversed-phase HPTLC 
chromatographic plate developed with 13 tracks. 
Tracks 2 to 10 correspond to TG in seed extracts from 
domesticated and wild pumpkin seeds. Tracks 1, 11, 
12 and 13 indicate the reference TG bands. The dark 
blue coloration acquired by each band is related to 
the abundance of certain TG; this occurs due to the 
application of the derivatizing reagent that improves 
the visualization of the differences between samples. 
As a result, a particular pattern of similarity and 
differentiation was detected among pumpkin seed 
samples.

Figure 2 shows the integration chromatographic 
profiling located to the right of tracks 1 and 11 of two 
TG standards, as well as tracks 3 and 8 corresponding 
to samples of lipid extracts from C. moschata and 
C. foetidissima pumpkin, domesticated and wild, 
respectively. The profile also includes the peak points 
used as Rf values, which can be compared between 
samples. The intensity in each band can be tentatively 
taken as the relative quantitative abundance of the 
components of each sample. 

On the other hand, Figure 3 compares the whole 
chromatographic profiling of the plate, where the 
differences regarding the maximum points expressed 
as Rf of each band can be seen and the area each 

solvente por calentamiento a 100 °C por 1 min en una 
placa calefactora digital de CAMAG®, después se llevó a 
temperatura ambiente. Para la visualización se requirió 
de derivatización por inmersión en una solución de 
ácido fosfomolíbdico disuelto al 20 % en etanol y se retiró 
de inmediato. Posteriormente, la placa se calentó por 3 
min a 120 °C. El reactivo ácido fosfomolíbdico produce 
zonas intensas de color negro azulado y uniformes en 
presencia de TG con insaturaciones o dobles ligaduras. 
Esto permite el registro fotográfico digital con el 
equipo Visualizer de CAMAG®, iluminando con luz 
blanca. Las bandas se analizan con el software VisionCats 
(CAMAG®, Suiza), que es parte del Sistema de HPTLC de 
CAMAG, el cual permite el procesamiento cualitativo, 
obtención de los valores de Rf de cada una de las bandas 
y la elaboración de densitogramas; sin embargo, en 
el presente estudio se utilizó el software GelAnalyzer 
como una alternativa recomendable para el análisis de 
imágenes de placas de HPTLC.

Análisis de la placa con GelAnalyzer 

Las imágenes de las placas desarrolladas y reveladas 
se analizaron con el software de uso libre GelAnalyzer 
19.1 (Lazar Jr., & Lazar, 2019). Este facilitó la detección 
de las bandas de corrimiento de los componentes y 
su intensidad en cada pista, así como la asignación 
preliminar a partir de la comparación de los TG 
de referencia. El programa también permitió la 
corrección de imperfecciones equivalentes a la 
corrida electroforética a través del ajuste del origen 
de aplicación y el frente de solvente para obtener los 
valores Rf. La imagen se importó al programa en la 
opción oscuro sobre fondo iluminado, se giró de abajo 
hacia arriba y de izquierda a derecha y se delimitó la 
región a analizar. Se usó la opción de selección de un 
área para que el programa detectara los carriles de 
manera automática. También se puede adicionar uno 
a uno cada carril de manera manual. Los intervalos 
de las bandas en las pistas se ubican en función del 
incremento de los valores de las bandas con Rf entre 
el sitio de aplicación de la muestra (valor 0.0) y el 
frente del solvente al final del desarrollo (valor 1.0). 
Posteriormente, en el modo de calibración de las 
bandas en función lineal se consideró el principal TG de 
referencia (18:2/18:2/18:2) en la mayoría de los extractos 
de semillas de calabazas (Zeb & Ahmad, 2017). La línea 
base de todas las pistas se definió para mostrarlas en 
forma de un cromatograma. Finalmente, los valores de 
Rf, al igual que las áreas bajo la curva, se obtuvieron 
para cada banda. 

Resultados y discusión

La Figura 1 muestra la placa cromatográfica de HPTLC 
en fase reversa desarrollada con 13 carriles. Los carriles 
2 al 10 corresponden a TG en extractos de semillas 
de calabazas domesticadas y calabazas silvestres. Los 
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Figure 1. Separation of triglycerides (TG) per track: 1 = reference (16:1/16:1/16:1 + 18:2/18:2/18:2); 2 = sunflower oil; 3 to  
6 = seeds from domesticated pumpkins (Cucurbita moschata [calabaza tapatía], C. argyrosperma, C. pepo, C. moschata 
[calabaza de Castilla]); 7 to 10 = seeds of wild pumpkins (C. foetidissima, C. foetidissima, C. radicans [Cañada de 
Caracheo], C. radicans [San José de Gracia]); 11 to 13 = references (18:3/18:3/18:3, 20:1/20:1/20:1, 22:1/22:1/22:1). 
The development solvent was dichloromethane: acetic acid: acetone (20:40:50 v/v/v), phosphomolybdic acid 
reagent used as derivatizing agent and the plate observed under white light illumination.

Figura 1. Separación de los triglicéridos (TG) por carriles: 1 = referencia (16:1/16:1/16:1 + 18:2/18:2/18:2); 2 = aceite de girasol;  
3 a 6 = semillas de calabazas domesticadas (Cucurbita moschata [calabaza tapatía], C. argyrosperma, C. pepo, C. moschata 
[calabaza de Castilla]); 7 a 10 = semillas de calabazas silvestres (C. foetidissima, C. foetidissima, C. radicans [Cañada 
de Caracheo], C. radicans [San José de Gracia]); 11 a 13 = referencias (18:3/18:3/18:3, 20:1/20:1/20:1, 22:1/22:1/22:1).  
El disolvente de desarrollo fue diclorometano: ácido acético: acetona (20:40:50 v/v/v), como derivatizante se utilizó 
el reactivo ácido fosfomolíbdico e iluminación con luz blanca.

Figure 2. Chromatograms versus chromatographic profiling of the main differences found with the Gel Analyzer 
software. Track 1 = TG 16:1/16:1/16:1 + TG 18:2/18:2/18:2; track 3 = Cucurbita moschata (calabaza tapatía); track  
8 = Cucurbita foetidissima (wild); track 11 = TG 18:3/18:3/18:3.

Figura 2. Cromatogramas vs. perfil cromatográfico de las principales diferencias obtenidas con el software Gel Analyzer. 
Carril 1 = TG 16:1/16:1/16:1 + TG 18:2/18:2/18:2; carril 3 = Cucurbita moschata (calabaza tapatía); carril 8 = Cucurbita 
foetidissima (silvestre); carril 11 = TG 18:3/18:3/18:3.

Line of application
of the samples /
Línea de aplicación
de las muestras

Solvent final front /
Frente final del solvente
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band occupies among the samples. Obtaining these 
profiles with their respective Rf values and areas 
under the curve provides information that can be 
useful in making quantitative evaluations for a better 
understanding of the results.

Báez-Pérez, Quiñones-Galvéz, Santiesteban-Toca, 
and Molina-Torres (2017) reviewed methods for 
densitometric analysis of planar chromatographic 
color images, including the GelAnalyzer software. This 
software, in addition to being freely available, allows a 
fast, economic and recommended analysis for HPTLC 
plates based on the color intensity of the bands, and 
provides maximum Rf values that can be compared 
between samples. The use of this image analysis system 
allows cost savings, as large food and drug companies 
usually invest in more sophisticated equipment.

According to the analysis, the maximum points or Rf 
band values of the reference TGs were as follows: track 
1: TG (16:1/16:1/16:1) Rf = 0.38 + TG (18:2/18:2/18:2) Rf = 
0.22; track 11: TG (18:3/18:3/18:3) Rf = 0.31; track 12: TG 
(20:1/20:1/20:1) Rf = 0.07; track 13: TG (22:1/22:1/22:1) 
Rf = 0.04.

carriles 1, 11, 12 y 13 indican las bandas de los TG 
de referencia. La coloración azul oscura que adquiere 
cada banda está relacionada con la abundancia de 
determinados TG; esto ocurre gracias a la aplicación del 
reactivo derivatizante que mejora la visualización de las 
diferencias entre muestras. Como resultado se detectó 
un patrón de similitud y diferenciación particular entre 
las muestras de semillas de calabazas.

La Figura 2 ilustra el perfil cromatográfico de 
integración ubicado a la derecha de las pistas 1 y 11 
de dos estándares de TG, así como de las pistas 3 y 8 
correspondientes a muestras de extractos lipídicos de 
calabaza C. moschata y C. foetidissima, domesticada y 
silvestre, respectivamente. El perfil también incluye 
los puntos máximos que se utilizan como valores 
de Rf, los cuales pueden ser comparados entre las 
muestras. La intensidad en cada banda se puede tomar 
tentativamente como la abundancia cuantitativa 
relativa de los componentes de cada muestra. 

Por otra parte, en la Figura 3 se compara todo el perfil 
cromatográfico de la placa, donde se aprecian las 
diferencias respecto a los puntos máximos expresados 

Figure 3. Reversed-phase HPTLC chromatographic profiling for the identification of lipid extracts from seeds of domesticated 
(tracks 3 to 6: Cucurbita moschata [calabaza tapatía], C. argyrosperma, C. pepo, C. moschata [calbaza de Castilla]) and 
wild (tracks 7 to 10: C. foetidissima, C. foetidissima, C. radicans [Cañada de Caracheo], C. radicans [San José de Gracia]) 
pumpkins, as well as sunflower oil (track 2) and reference triglycerides (tracks: 1 = 16:1/16:1/16:1 + 18:2/18:2/18:2;  
11 = 18:3/18:3/18:3; 12 = 20:1/20:1/20:1; 13 = 22:1/22:1/22:1).

Figura 3. Perfil cromatográfico HPTLC en fase reversa para la identificación de extractos lipídicos de semillas de calabazas 
domesticadas (carriles 3 a 6: Cucurbita moschata [calabaza tapatía], C. argyrosperma, C. pepo, C. moschata [calbaza de 
Castilla]) y silvestres (carriles 7 a 10: C. foetidissima, C. foetidissima, C. radicans [Cañada de Caracheo], C. radicans [San 
José de Gracia]), así como de aceite de girasol (carril 2) y triglicéridos de referencia (carriles: 1 = 16:1/16:1/16:1 + 
18:2/18:2/18:2; 11 = 18:3/18:3/18:3; 12 = 20:1/20:1/20:1; 13 = 22:1/22:1/22:1).
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When comparing the lipid extracts of wild and 
domesticated pumpkin seeds, sunflower extract and 
reference TG, it can be noticed that the component at 
Rf = 0.22 corresponding to the reference TG 
18:2/18:2/18:2 (Figure 1, track 1) is also present in 
all the samples analyzed. The TG of C. pepo and C. 
moschata seeds, tracks 5 and 6, confirm as indicated 
in previous reports on domesticated pumpkins, 
prevailing studies on C. pepo (Arslan, Gönül, & Yilmaz, 
2017; Benalia et al., 2015; Li et al., 2020; Neđeral et al., 
2012). The presence of TG 18:2/18:2/18:2 Rf = 0.22 is 
also an important component in lipid extracts of wild 
pumpkin seeds (tracks 7 to 10). This TG is prominent in 
sunflower seeds as indicated by Jakab, Heberger, and 
Forgacs (2002), who mention that oil from the seeds 
of domesticated pumpkins has similar characteristics 
to sunflower oil, although they did not specify the 
species studied. Salas, Bootello, and Garcés (2015) also 
mentioned that TG 18:2/18:2/18:2 is one of the most 
abundant in regular sunflower oil. Hernández et al. 
(2020) report that C. foetidissima presents a composition 
of 55.93 % C18:2 fatty acid and 12.65 % C18:1 fatty acid 
in the triglycerides of its seeds.

For C. radicans, this is the first report for seeds TG. This 
species presents a TG profile like that of C. foetidissima; 
TG 18:2/18:2/18:2 and 18:3/18:3/18:3, among others with 
bands with Rf values higher than 0.31, corresponding 
to TG 18:3/18:3/18:3, can also be found in these 
samples.  The latter has an additional band with Rf = 
0.47. However, being a pure standard, degradation was 
evidenced after storage time, which is a characteristic 
of unsaturated TG. It was again possible to confirm 
that the domesticated pumpkin samples present 
unsaturated TG in a lower proportion than the wild 
species. One of the differences between the two wild 
species is that C. foetidissima had higher Rf values (Figure 
3; Rf = 0.53 in track 7 and Rf = 0.59 in track 8) than C. 
radicans, indicating the presence of more unsaturations 
in TG of C. foetidissima. Therefore, more replicates and 
a proper statistical evaluation using the integration 
values of the GelAnalyzer software are required, as 
exemplified in Figure 3, which would imply further 
studies to establish a statistically significant difference 
between the TG profile of these species.

The reference TG 18:3/18:3/18:3 that stands out in 
wild pumpkin samples (Figures 2 and 3, track 11) has 
also been identified in Cucurbita maxima L. (Akintayo, 
Akintayo, Akinsola, & Ziegler, 2009), while in other 
domesticated species the presence has not been 
reported (Montesano, Blasi, Simonetti, Santini, & 
Cossignani, 2018; Neđeral et al., 2012).

As we have mentioned, there are some bands that 
stand out due to their importance, because they can 
help in the discrimination between types of samples 

como Rf de cada banda, así como el área que cada 
banda ocupa entre las muestras. La obtención de estos 
perfiles con sus respectivos valores de Rf y áreas bajo 
la curva aportan información que puede ser útil en 
realizar evaluaciones cuantitativas para una mejor 
comprensión de los resultados.

Báez-Pérez, Quiñones-Galvéz, Santiesteban-Toca, y 
Molina-Torres (2017) revisaron métodos para el análisis 
densitométrico de imágenes coloridas de cromatografía 
planar, incluyendo el software GelAnalyzer. Este, además 
de estar disponible de forma gratuita, permite un 
análisis rápido, económico y recomendable para placas 
de HPTLC con base en la intensidad del color de las 
bandas, y la obtención de valores máximos de Rf que 
pueden ser comparados entre las muestras. El empleo 
de este sistema de análisis de imágenes permite ahorrar 
costos, ya que, en las grandes compañías de alimentos 
y fármacos, generalmente, se invierte en la adquisición 
de equipos más sofisticados. 

De acuerdo con el análisis, los puntos máximos 
o valores de Rf de los TG de referencia fueron los 
siguientes: carril 1: TG (16:1/16:1/16:1) Rf = 0.38 + TG 
(18:2/18:2/18:2) Rf = 0.22; carril 11: TG (18:3/18:3/18:3) 
Rf = 0.31; carril 12: TG (20:1/20:1/20:1) Rf = 0.07; carril 
13: TG (22:1/22:1/22:1) Rf = 0.04.

Al comparar los extractos lipídicos de semillas de 
calabazas silvestres y domesticadas, extracto de 
girasol y TG de referencia, se puede visualizar que 
el componente en Rf = 0.22 que corresponde al TG 
18:2/18:2/18:2 de referencia (Figura 1, carril 1) también 
está presente en todas las muestras analizadas. Los 
TG de las semillas de C. pepo y C. moschata, carriles  
5 y 6, confirman lo indicado en reportes previos de 
calabazas domesticadas, predominando los estudios 
en C. pepo (Arslan, Gönül, & Yilmaz, 2017; Benalia 
et al., 2015; Li et al., 2020; Neđeral et al., 2012). La 
presencia de TG 18:2/18:2/18:2 Rf = 0.22 también es 
un componente importante en extractos lipídicos 
de semillas de calabazas silvestres (carriles 7 a 10). 
Asimismo, dicho TG destaca en las semillas de girasol 
como lo señalaron Jakab, Heberger, y Forgacs (2002), 
quienes mencionan que el aceite de las semillas de las 
calabazas domesticadas tiene características similares al 
aceite de girasol, aunque no especificaron las especies 
estudiadas. Salas, Bootello, y Garcés (2015) también 
indican que el TG 18:2/18:2/18:2 es uno de los más 
abundantes en el aceite de girasol regular. Hernández 
et al. (2020) establecen que C. foetidissima presenta una 
composición de 55.93 % de ácido graso C18:2 y 12.65 % 
de ácido graso C18:1 en los triglicéridos de sus semillas.

Para C. radicans, este constituye el primer reporte sobre 
los TG en sus semillas. Esta especie presenta un perfil 
de TG similar al de C. foetidissima; en dichas muestras 
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or highlight the composition of TG with similar 
characteristics to commercial oils; for example: C. 
foetidissima track 8, had a Rf = 0.59 that also is present 
in the sunflower sample. The value of Rf = 0.09 is 
present in all the domesticated pumpkin samples, but 
absent in the wild samples; the band corresponding to 
that value can serve as a reference to differentiate even 
in domesticated pumpkin species. They show bands 
around Rf = 0.12, which is less present in the wild ones. 
These bands should be characterized in subsequent 
research. Adewuyi and Oderinde (2012) and Fedko et al. 
(2020) highlight that the study of seed lipids has shown 
that the composition varies according to the species, 
even in pumpkin varieties, which leads to oils with 
different properties.

The reference TG 16:1/16:1/16:1 (Figure 3, track 1) 
had an Rf = 0.38, present in the upper bands of wild 
pumpkins, although it is a light band in the wild 
samples it is absent in the domesticated ones. On 
the other hand, both TG 20:1/20:1/20:1 Rf = 0.07 
and TG 22:1/22:1/22:1 Rf = 0.04 are not present in 
pumpkins, which have prevalence of C16 and C18 
chain unsaturated TG. It is important to note that the 
presence of unsaturated TG in wild pumpkin samples is 
desirable in terms of nutrition and could be considered 
a substitute for highly polyunsaturated oils such as 
soybean oil in diets (Nehdi, 2011).

Due to the use of phosphomolybdic acid, which is a 
specific derivatizing agent to reveal the presence of 
double bonds, only unsaturated TG, but not saturated 
ones were observer in this study. Nevertheless, TGs 
with such characteristics may exist in the analyzed 
seeds as mentioned by Benalia et al. (2015), who 
determine that TG 12:0/12:0/12:0 and TG 14:0/14:0/14:0 
are present in C. pepo. These can be used as referents 
to differentiate oils from this species, so it is advisable 
to use another detection method and such referents to 
confirm discriminant bands, which is not the purpose 
of this study.

This research is the first study of the comparative 
unsaturated TG profile of domesticated (C. moschata, 
C. argyrosperma and C. pepo) versus wild (C. foetidissima 
and C. radicans) pumpkins using reversed-phase HPTLC 
and fast and easy image analysis with GelAnalyzer. 
Similar results were obtained with this program as 
when using VisionCats. As could be seen, there are 
more unsaturated TG bands in the wild samples 
than in the domesticated samples, coinciding with  
Facciotti and Knauf (1998), who highlight more 
diversity in oil compositions in wild species than in 
domesticated crops.

Band intensities and TG identification analysis 
evaluation, using techniques such as GC-MS is 
recommended to be used more detailed information 

también se pueden encontrar los TG 18:2/18:2/18:2 y 
18:3/18:3/18:3, entre otros con bandas con valores Rf 
superiores a 0.31 (correspondiente a TG 18:3/18:3/18:3).  
Este último presentó una banda adicional con Rf = 0.47; 
sin embargo, al tratarse de un estándar puro se evidenció 
degradación tras su tiempo de almacenamiento, lo cual 
es una característica de los TG insaturados. Se pudo 
constatar nuevamente que las muestras de calabazas 
domesticadas presentan TG con insaturaciones en la 
cadena de carbono en menor proporción a diferencia de 
las especies silvestres. Una de las diferencias entre las dos 
especies silvestres es que C. foetidissima presentó valores 
de Rf más altos (Figura 3; Rf = 0.53 en el carril 7 y Rf = 0.59 
en el carril 8) que C. radicans, lo que denota la presencia 
de más insaturaciones en los TG de C. foetidissima. Por lo 
anterior se requieren más repeticiones y una evaluación 
estadística apropiada utilizando los valores de integración 
del software GelAnalyzer, como se ejemplifica en la  
Figura 3, lo que implicaría llevar a cabo más estudios para 
establecer una diferencia estadísticamente significativa 
entre el perfil de TG de dichas especies.

El TG de referencia 18:3/18:3/18:3 que sobresale en las 
muestras de calabazas silvestres (Figuras 2 y 3, carril 
11) también ha sido identificado en Cucurbita maxima 
L. (Akintayo, Akintayo, Akinsola, & Ziegler, 2009), pero 
en otras especies domesticadas no se ha reportado la 
presencia (Montesano, Blasi, Simonetti, Santini, & 
Cossignani, 2018; Neđeral et al., 2012).

Como se mencionó, existen algunas bandas que 
sobresalen por su importancia, ya que pueden ayudar 
en la discriminación entre tipos de muestras o destacar 
la composición de los TG con características similares 
a los aceites comerciales; por ejemplo: C. foetidissima 
(carril 8) presentó un valor de Rf = 0.59 que también 
aparece en la muestra de girasol. El valor de Rf = 0.09 
está presente en todas las muestras de calabazas 
domesticadas, pero ausente en las muestras silvestres; la 
banda correspondiente a dicho valor puede servir como 
referencia para diferenciar hasta en especies de calabazas 
domesticadas. Estas presentan bandas alrededor de 
Rf = 0.12, que es de menor presencia en las silvestres. 
Dichas bandas deben ser caracterizadas en trabajos 
subsecuentes. Adewuyi y Oderinde (2012) y Fedko et al. 
(2020) resaltan que el estudio de los lípidos de semillas 
ha mostrado que la composición varía según la especie, 
incluso en variedades de calabazas, lo que conlleva a la 
obtención de aceites con propiedades diferentes.

El TG de referencia 16:1/16:1/16:1 (Figura 3, carril 1) tuvo 
un valor Rf = 0.38, presente en las bandas superiores de 
calabazas silvestres, aunque es una banda ligera en las 
muestras silvestres está ausente en las domesticadas. 
Por otra parte, tanto el TG 20:1/20:1/20:1 Rf = 0.07 como 
el TG 22:1/22:1/22:1 Rf = 0.04 no están presentes en 
las calabazas, las cuales tienen prevalencia de TG de 
cadena C16 y C18 con insaturaciones. Es importante 
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on these results. The European Pharmacopoeia has 
also considered band intensities as a discrimination 
criterion. It also highlights the use of hexane as solvent 
for an adequate extraction of triglycerides. On the 
other hand, it is advisable to make analysis with fresh 
samples of mature seeds to avoid degradation of TG 
containing mainly unsaturated fatty acids.

For species other than Cucurbita, TG comparisons 
between domesticated and wild species have been 
carried out. For example, Kamal-Eldin, Yousif, and 
Appelqvist (1992) mention that, in Sesame spp. seeds, 
there is similarity in the composition of fatty acids for 
both types of extracts, although differences are also 
observed such as the increase of double unsaturated TG 
in wild species regarding a pure line variety of Sesamum 
indicum L.

Conclusions

Triglyceride 18:2/18:2/18:2 predominates in the lipid 
extracts of pumpkin seeds regardless of the origin 
of the plant, either wild or domesticated. There is a 
difference in unsaturated triglycerides that are absent 
in domesticated pumpkins, which confers a higher 
nutritional value to wild seeds. HPTLC is a suitable tool 
for chromatographic fingerprinting of lipid extracts 
that allows the differentiation of lipid content and 
composition of plant species. By processing the data 
with the GelAnalyzer it was possible to estimate the 
delay factors of the triglyceride profile components, 
which in turn makes it possible to obtain graphs and 
areas under the curve of each band.
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