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Resumen: El objetivo de la presente investigacion fue evaluar los componentes fisicoquimicos y la
capacidad antioxidante in vitro por el método del ABTS™* (Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico) de los extractos hidroalcohdlicos de la pulpa de maracuya (Passiflora edulis) a diferentes
concentraciones. Se tomé como muestra una variedad producida en el sector Estero Medina, canton
Santa Rosa (El Oro). Para definir las propiedades fisicoquimicas (pH, sélidos totales, acidez, cenizas,
humedad, densidad, viscosidad, color, fructosa y glucosa) de los extractos se realiz6 un disefio
experimental D-6ptimo con las tres concentraciones de la pulpa. Esta investigacion presenté un
enfoque tanto cuantitativo como cualitativo de los andlisis, presentando un pH de 3,12, un valor de
acidez optimo de 0,57 g de &acido citrico, ademas 13,76 °Brix, 1,066 g/mL de densidad y una
viscosidad de 55 mPas; valores éptimos, asi como los parametros de color CIEL*a*b* de acuerdo a
las normas INEN (Ecuador) para la formulacion de jugos a base de maracuya. En las muestras
analizadas se observo la presencia de flavonoides, fenoles y taninos, relacionando estos compuestos
con la actividad antioxidante. Estos resultados indican que esta fruta puede ser utilizada como base
para la formulacidon de una bebida funcional otorgando beneficios para la salud.

Palabras Clave: Compuestos bioactivos; método ABTS; antioxidante; maracuyd; passiflora edulis.

Determination of bioactive compounds and antioxidant

activity of the passion fruit pulp (passiflora edulis)

Abstract: The objective of the present investigation was to evaluate the physicochemical components
and in vitro antioxidant capacity by the ABTS ABTS™* method (2,2'-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) di-ammonium salt of different concentrations of the hydroalcoholic extracts from
Passiflora edulis. A variety produced in the Estero Medina sector, Santa Rosa canton (El Oro) was
taken as a sample. In order to define the physicochemical properties of the extracts (pH, total solids,
acidity, ashes, moisture, density, viscosity, color, fructose and glucose) of passion fruit pulp (Passiflora
edulis), a D-optimal experimental was design for three concentrations of the pulp. This research
presented a quantitative as well as qualitative approach of the analyzes, showing a pH of 3.12, an
optimum acidity value of 0.57 g of citric acid, besides 13.76 °Brix, density of 1.066 g/mL and viscosity
of 55 mPas; optimum values, as well as CIEL *a*b* color parameters according to INEN (Ecuador)
standards for the formulation of passion fruit juices. The presence of flavonoids, phenols and tannins
was observed in the analyzed samples, relating these compounds with the antioxidant activity. These
results indicate that this fruit can be used as a basis for the formulation of a functional drink, providing
health benefits.

Keywords: Bioactive compounds; ABTS method; antioxidant; passion fruit; passiflora edulis.

INTRODUCCION introducen oxigeno en las células y producen la
oxidacién de sus diferentes partes, alteraciones en
el ADN presentando cambios diversos que aceleran

el deterioro de las células (3).

El Maracuya es una fruta tropical su nombre
cientifico es Passiflora edulis variedad flavicarpa
(amarilla), conocida como la fruta de la pasion,

contiene altos niveles de fibra, vitamina A y E que
contribuyen a la regulacion de la digestién y
reduccion del colesterol, la vitamina C; favorece la
absorcioén del hierro, refuerza el sistema inmunitario
y ejerce una accion antioxidante (1). Estos
compuestos antioxidantes proporcionan beneficios
a la salud, reduciendo el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y cancer, al combatir el dafio
celular causado por los radicales libres (2), los
cuales son sustancias quimicas muy reactivas que

Por sus propiedades medicinales, los frutos del
género Passiflora son un potencial antioxidante (4)
y antimicrobiano siendo una alternativa para el
control de enfermedades digestivas, debido a su
bajo contenido en colesterol y a la presencia de
vitaminas, fibras, antioxidantes naturales y
minerales, que otorgan beneficios para la
proteccion de la salud (5).

El presente trabajo evalué la capacidad
antioxidante In vitro de los extractos acuoso y
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etandlico a diferentes concentracion, de la pulpa de
maracuya (Passiflora edulis), a través ABTSe+
(Acido  2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico asi como sus compuestos bioactivos
(flavonoides, fenoles y taninos) y propiedades
fisicoquimicas, presentando un estudio
correlacional que permitira relacionar la presencia
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante.

DESARROLLO
Materiales y Métodos

Las muestras seleccionadas, pasaron por un
proceso de lavado por inmersion en agua potable
con germicida durante  cinco  minutos,
posteriormente se extrajo la pulpa; a 74 g de
muestra se le adiciono 10 pl de enzima Rapidase
(6); se dejé en reposo durante 10 min y se filtr6 con
papel filtro N° 4. De la muestra obtenida, se
prepararon tres extractos acuosos y un extracto
etandlico. De acuerdo a la metodologia de Rojas et
al (7), se caracteriz6 la pulpa de maracuya
efectuando los analisis que se detallan a
continuacion:

Determinacién de humedad y cenizas

Se peso independiente 10 g de pulpa y semillas de
maracuya en capsulas de porcelana,
posteriormente, las muestras se desecaron en
estufa de vacio, a 105 °C durante 3 horas hasta un
peso constante, transcurrido el tiempo se colocaron
en un desecador.

Para la determinacién de cenizas se llevaron a la
mufla muestras de 5 g de pulpa y semillas de
maracuyé en diferentes crisoles de porcelana a una
temperatura de 500 °C. Las muestras se calcinaron
hasta que las cenizas fueron blancas o ligeramente
grises, posteriormente, se llevaron a un desecador
durante 20 minutos. Finalmente, se determind el
peso de las cenizas.

Determinacién de glucosay fructosa

Se prepararon soluciones de pulpa de maracuya
en tres diferentes concentraciones, 1:2, 1:5 y 1:8
(v/v) disueltas en agua, se tom6 5 mL de cada una
de las muestras indicadas y se midieron en el
prisma del refractbmetro Abbemat 200, a una
temperatura de 25 °C, los resultados se dieron en
porcentaje de glucosa y fructosa.

Determinacion de pH y acidez titulable

De acuerdo a la norma establecida por el Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion INEN 2337:2008
(8), se midio el pH con un potenciometro (Oakton
2700) a diferentes concentraciones de una solucién
acuosa de maracuya a una temperatura de 25 °C.
Para la acidez titulable se tomé 5 mL de pulpa de
maracuyd, disueltas en agua en tres diferentes
concentraciones, posteriormente se pasaron a un
erlenmeyer de 250 mL, hallando su equivalencia en
peso, con una probeta se afadié6 50 mL de agua
destilada, agitando hasta completar la disolucion y
adicionandole 3 gotas del indicador de
fenolftaleina, finalmente se tituld6 con una solucién
valorada 0,1 N de NaOH, hasta la aparicion de una
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débil coloracién rosada persistente que indicé el
punto final de titulacion.

Determinacién de densidad y viscosidad

La densidad se midi6 con un picnédmetro, que
relaciona la masa de un volumen determinado de
muestra a 20 °C y la masa del mismo volumen de
agua destilada a la misma temperatura. Para
determinar la viscosidad se utilizd un viscosimetro
rotacional Fungilab, (husillo L1) y una velocidad de
corte de 100 rpm.

Determinacién de sélidos solubles

Se midié los solidos solubles sobre la muestra
problema, a una temperatura de 25 °C con un
refractometro Abbemat 200 y se expresaron como
°Brix.

Parametros de color CIEL*a*b*

Las medidas de color se efectuaron sobre el fruto
entero y en las concentraciones acuosas de la
pulpa del maracuy4, en un colorimetro de
reflactancia Chroma meter CR-410 provisto por una
fuente de iluminacion C, D65, la cual incidio sobre
la muestra a 45 °C y el observador a 0 °C. Los
resultados se interpretaron de acuerdo a los
cambios de color en cada parametro (AL*, Aa*,
Ab*) y la diferencia total de color (AE*), con
respecto a las muestras estudiadas.

Determinacién de flavonoides

Para su determinacién se empled el ensayo
Shinoda, segun metodologia citada por Miranda
(9). Para ello, la muestra se diluyé con 1 mL de
4cido clorhidrico concentrado unas virutas de cinta
de magnesio metalico. Posteriormente, se
sedimenté durante 5 minutos, luego se afiadié 1 mL
de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejo
reposar hasta que se separaron ambas fases (10).

La presencia de flavonoides se considera positiva
si el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja
0 rojo intenso en todos los casos.

Determinacion de fenoles y taninos

Mediante el ensayo del cloruro férrico se reconocio
la presencia de compuesto fendlicos y taninos. Si
el extracto se realiza con etanol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos. Se colocé en
dos tubos de ensayo 5 mL de extracto etandlico y
acuoso individualmente, y se le adicioné 3 gotas de
una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion
salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0,9 % en
agua), un ensayo positivo puede dar la siguiente
informacion general: Desarrollo de una coloracion
rojo/vino, compuestos fendlicos en general, verde
intensa; taninos del tipo pirocatecolicos y la
coloracién azul da taninos del tipo pirogalotanicos
2).

Método del ABTS** (Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)

El ensayo ABTS es una técnica que se usa para
medir la capacidad antioxidante de un material
biolégico, compuestos puros o extractos de frutas y
verduras de naturaleza hidrofilica o lipofilica.
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Involucra un compuesto coloreado de origen radical
(ABTS™), con la finalidad de simular especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno; de esta manera
la presencia del antioxidante conduce a la
desaparicion de este radical coloreado (3).

Los datos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) utlizando el software estadistico
Statgraphics Plus, version 5.0 para determinar la
capacidad antioxidante en la pulpa de maracuya, y
establecer la diferencia significativa (p < 0,05).
Mediante la prueba post hoc Tukey se determiné si
existié diferencia significativa entre las medias de
los diferentes niveles, con un intervalo de confianza
del 95%.

Resultados y Discusién

El andlisis de composicién proximal se realizé para
caracterizar la pulpa de maracuya determinando:
humedad, cenizas, fructuosa y glucosa.

En las cenizas se observo que el porcentaje de
residuo inorganico fue mas alto en las semillas que
la pulpa, obteniendo un valor de 8,455 % de
cenizas. Demostrando que la muestra de semillas
contiene mayor cantidad de minerales que podrian
ser optimos para la formulacion de subproductos
del maracuya.

En la Tabla 1, se muestra los valores expresados
en base humeda por triplicado con desviacion
estandar, de fructosa y glucosa presentes en las
concentraciones acuosas de la pulpa del maracuya
(Passiflora edulis). Las muestras analizadas
demuestran su diferencia en cuanto a porcentaje
de fructosa se refiere. Se determiné que la pulpa de
maracuya posee un porcentaje mas elevado de
fructosa (13,82 %), y segun las concentraciones
acuosas; la dilucién 1:2 presenté (6,0 %) seguida
de la diluciéon 1:5 (3,82 %) y finalmente la diluciéon
1:8 (2,92 %).

Tabla 1. Porcentaje de fructosa y glucosa en la
pulpa de maracuya

Maracuya Fructosa (%)  Glucosa (%)
Pulpa 13,82+0,26 13,24+0,22
C.1:2 6,0£0,10 5,93+0,22
C.15 3,82+0,03 3,8+0,01
C.18 2,92+0,01 2,86+0,00

C: concentracion acuosa

En cuanto al contenido de glucosa en las
concentraciones acuosas de la pulpa del maracuya
(Passiflora edulis), se demostré que la pulpa posee
un porcentaje mayor de glucosa (13,24 %); en
relacion a las concentraciones acuosas, la dilucion
1:2 present6 (5,93 %) seguida de la dilucién 1:5 (3,8
%) y finalmente la dilucién 1:8 (2,86 %). Lo que
indica el alto poder edulcorante de la glucosa
contenida en los extractos del maracuya.

Enla Tabla 2 se observan los valores obtenidos de
los andlisis de pH, acidez y sélidos solubles,
realizados a la pulpa de maracuya, estos
resultados se aproximan a los niveles 6ptimos de
acidez y solidos solubles que incluyen azucares
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(dulzura) segun la norma NTE INEN 2337:2008
para jugos de fruta (8). En la determinacién de pH
los resultados expresaron diferencias progresivas
de acuerdo a la concentracion acuosa. El valor de
pH en la pulpa fresca y a una concentracién acuosa
de 1:8 fue 3,12 y 3,54, respectivamente. Lo valores
reportados se encuentran dentro de la norma
CODEX STAN 247-2005 (11). Esta caracteristica
se considera beneficiosa cuando se trata de
conservar la pulpa, debido a que disminuye la
susceptibilidad de este producto al ataque de los
microorganismos (12), segun lo expuesto por
Sepulveda et al (12) .

Tabla 2. Determinacion de pH, acidez y sélidos
solubles en la pulpa maracuya
Acidez S. solubles

Maracuya pH (9/100g) (°Brix)

Pulpa 3,1240,03 0,57+0,02 13,76+0,1
C.1:2 3,2840,03 0,42+0,01 5,92+0,1
C. 15 3,49+0,04 0,38+0,01  3,80+0,02
C.18 3,54+0,02 0,26+0,01 2,85+0,01

C: Concentracién acuosa, S: soélidos

Una de las caracteristicas de la muestra fue el alto
contenido de acidez (0,57 g), comparado con 0,41
g de acidez del jugo de frutas segun la norma
mexicana MX-F-045-1982 (13).

Los datos provenientes del analisis de contenido de
sélidos solubles (°Brix), variaron entre las
concentraciones acuosas Y la pulpa de maracuya,
con lo que se satisface una de las condiciones
establecidas por la norma NTE INEN 2337:2008
(8), la cual sefiala que para considerar un jugo en
la categoria de concentrado, el contenido minimo
de sélidos solubles (°Brix) presentes, sera por lo
menos, un 50% mas que el contenido de soélidos
solubles en el jugo original.

Los andlisis fisicoquimicos de la pulpa fresca,
presentaron un indice de refraccion de 1,353+0,003
(nD), una densidad de 1,066+0,002 (g/mL),
mientras que la concentracién acuosa 1:8 presento
una densidad de 1,014 g/mL. Estos resultados
evidencian una disminucion de la densidad del
extracto segln la concentracién de solvente
acuoso. La viscosidad de 55+0,100 (mPas)
indicando una gran variabilidad entre las diferentes
concentraciones. Esta investigacion presento una
viscosidad de la pulpa de maracuyéa entre 40 — 60
mPas. Encontrdndose dentro de los rangos
establecidos por las normas INEN.

En la Figura 1, se observa que al graficar los
valores de la velocidad de rotacidon expresada en
rpm vs viscosidad, ésta presenta una curvatura, la
cual es caracteristico de los fluidos no
newtonianos, y en forma particular de los
seudoplésticos. Este tipo de fluidos muestran una
disminucién en la viscosidad, con un incremento en
la velocidad de corte, segun lo reportado por
Guerrero (14). Los resultados obtenidos
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comprueban el comportamiento no-newtoniano de
la pulpa con caracterizas seudoplasticas.
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Figura 1. Cambio de viscosidad a diferentes
velocidades de rotacion.

En cuanto a los cambios de color, la Tabla 3
presenta la disminucién en los parametros L*, a*,
b* con respecto al incremento de las diversas
concentraciones acuosas de la pulpa fresca. Los
valores obtenidos en esta investigacion mostraron
que el color de la pulpa fresca se debi6
principalmente a la contribucién amarilla (valor
positivo de b) y en menor proporcion a la
contribucién roja (valor positvo de a) y la
combinacion de ambos arrojé como resultado un
color amarillo intenso con tonalidades anaranjadas,
debido principalmente a la presencia de pigmentos
carotenoides y flavonoides que son generalmente
de color amarillo.

La determinacién del color en bebidas es de gran
importancia en el mercado global, ya que éste es el
primer atributo que perciben y valoran los
consumidores. De acuerdo a la diferencia total de
color (AE*) que se report6 en la pulpa fresca y las
concentraciones acuosas presentaron un valor
medio de 2,14, con ello, se determiné que los
atributos de color més préximos a la pulpa fresca
son de las concentraciones 1:2 y 1.5, estas
presentan caracteristicas importantes en cuanto a
color, para su posible industrializacion.

Los resultados obtenidos demuestran que los
grados Brix incrementan a medida que el fruto
madura. En general, se encontraron correlaciones
positivas altamente significativas del contenido de
sélidos solubles con las variables acidez titulable e
indice de madurez.

Tabla 3. Parametros de color del fruto y pulpa de
maracuya (P. edulis)

Maracuya L* a* b* AE*
Fruto 1 60,80 -8,65 44,37 47,43
Fruto 2 77,79 -0,55 56,73 50,90
Pulpa 48,35 7,06 26,70 45,26
C.1:2 43,81 -0,93 20,73 46,82
C. 15 38,72 -2,30 11,73 50,11
C. 18 38,12 -2,17 9,15 50,54
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C: concentracion acuosa

Los ensayos aplicados para la identificacion de los
compuestos bioactivos, permitieron observar la
presencia de compuestos de naturaleza fendlica,
detectados en la pulpa de maracuya (Passiflora
edulis), tales como, flavonoides (ensayo de
Shinoda); mostraron ademas taninos y/o fenoles
(ensayo del cloruro férrico) y la presencia de
saponinas (ensayo de la espuma), tanto en el
extracto acuoso como etandlico.

Tamizaje fitoquimico

Los parametros que se evaluaron se muestran en
la Tabla 4. Los ensayos realizados dejaron ver a
los extractos estudiados como importantes fuentes
de metabolitos secundarios, especialmente
aquellos de naturaleza fendlica como flavonoides y
taninos, a mas de otros compuestos bhioactivos
significativos como saponinas.

Tabla 4. Determinacion cualitativa de flavonoides,
fenoles y saponinas en la pulpa de maracuya
Extracto  Extracto

Compuestos 1
acuoso etandlico
Flavonoides + +
Taninos y Fenoles - ++
Saponinas + -

Glucésidos cianogénicos - -
(++) Alta evidencia, (+) Evidencia, (-) Ausencia

De los extractos evaluados, el extracto etandlico
presenté compuestos identificados como fendlicos.
El extracto acuoso posee un poder extractivo
relativamente mas pequefio, comparado con el
etandlico. Se utilizé el extracto etandlico, con la
finalidad de contrastar la accidon extractiva de
ambos solventes, confirmando la presencia de
compuestos fendlicos, no encontrando mayores
diferencias entre solventes. Con ello, el solvente
acuoso es una alternativa viable debido a su
utilizacion para formulacion de bebidas y su buena
capacidad de extraccion de compuestos
antioxidantes.

El ensayo para determinar flavonoides, arrojo
resultados positivos tanto en el extracto acuoso
como en el extracto etandlico, en ambos casos se
representd a flavonoides por la coloracion tornada
de la muestra a naranja intenso.

La muestra acuosa no expresOd contenido de
taninos, a diferencia de la etandlica que presenté
concentraciones positivas, desarrollando una
coloracion verde intenso. Este efecto demuestra
que la pulpa de maracuyd posee taninos
condensados, los cuales no son hidrolizables.
Segun Vasquez Flores (15), la maduracion del fruto
también influye en el tipo y concentracion de
taninos.

Respecto al analisis de saponinas, los resultados
en la prueba de espuma para el extracto acuoso se
observé la formacién de espuma abundante y
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estable, mientras que los resultados obtenidos en
el extracto etandlico arrojo resultados negativos, lo
cual se atribuye a que saponinas son insolubles en
solventes apolares, facilitando su extraccién con
solventes mas polares como los solventes
etandlicos y acuosos.

En cuanto a glucdsidos cianogénicos, la pulpa de
maracuyd, especialmente el fruto verde contiene
glucésidos cianogénicos en niveles tan bajos que
no es de importancia toxicolégica, —tal como lo
indica (16).

Método del ABTS™ (Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)

Se uso el reactivo Trolox como estandar debido a
su alto poder antioxidante, caracteristica
importante para comparar los resultados de los
extractos en estudio.

En la Figura 2 se presentan los resultados de la
actividad del barrido de los radicales libres ABTS,
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expresados en equivalente equivalente Trolox
(umol).

Se observa, con esta técnica que la capacidad
antioxidante present6 una buena actividad para
ambos extractos con relacion al tiempo.

Durante el desarrollo de este método, se observo
una decoloracién del radical catiénico ABTS™
debido a que los antioxidantes contenidos en las
soluciones del blanco, extracto acuoso y etanélico
tienen la capacidad de neutralizar al radical ABTS™,
esto se ve reflejado en un descenso de
absorbancia y una disminucién de color azul-verde
intenso.

Los resultados para actividad antioxidante de los
extractos de maracuya, para las dos pruebas es
consistente, si bien en la literatura no hay un
consenso respecto a esta correlacion, los
resultados nos indican una mayor y promisoria
actividad para el extracto etandlico.

0,8 - # extracto acuoso
B extracto etandlico
0,7 1 blanco
-
= 0,6 - *
o
o
= 0,5 -
=
E
O 04 - y = 0,3531In(x) - 0,3044
ﬁ R2=0,9102
'_
0,3 - y = 0,3855In(x) - 0,3329
R2=0,9111
0,2 - y = 0,4018In(x) - 0,3502
R2=0,9112
0,1 -
Q
0 Tiempo (min)
2 4 6 8 10 12 14 16

Figura 2. Variacion de la capacidad antioxidante (Trolox equivalente) de cada extracto de Maracuyd con el tiempo.

CONCLUSIONES

Segun los datos obtenidos en esta investigacion la
pulpa de maracuya posee un porcentaje 6ptimo de
fructosa de 13,82. Esto indica que la fructosa es la
gue da el sabor dulce al maracuya siendo una
caracteristica importante en la industrializacién de
la misma.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los
andlisis fisicoquimicos, la pulpa fresca de
maracuya (Passiflora edulis) presenté un pH de
3,12, un valor de acidez éptimo de 0,57 g de acido
citrico, ademés 13,76 °Brix, 1,066 g/mL de
densidad y una viscosidad de 55 mPas; valores
optimos de acuerdo a las normas INEN para la
formulacién de jugos a base del fruto estudiado.

Los parametros de color por el modelo CIEL*a*b* y
diferencia total de color (AE*) mostraron valores

variables segun el estado de madurez del fruto.
Puesto que el color es un indicador importante en
la maduracién de frutos climatéricos. El fruto 1
mostré una (AE”) de 47,43, mientras que el fruto 2
presenté una (AE") de 50,90.

El andlisis fitoquimico de los extractos de la pulpa
del maracuya (Passiflora edulis), reveld la
existencia de flavonoides, saponinas, fenoles y
taninos. En los extractos no se detect6 la presencia
de glucésidos cianogénicos. El contenido de
flavonoides, fenoles y taninos en el extracto
etandlico permite relacionar el compuesto en
estudio con la potencial capacidad antioxidante
referida para la formulacion de bebidas funcionales
a base de maracuya (Passiflora edulis).
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