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TAMIZAJE FITOQUIMICO Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN

VITRO DE PASSIFLORA EDULIS SIMS (MARACUYA)

J. Rojas A.", G. Tomas Ch.?

RESUMEN

Los objetivos de la presente investigacion fueron determinar los principales grupos de metabolitos
secundarios en el extracto etanolico de la hojas y el jugo del fruto de Passiflora edulis, asi como la
actividad antioxidante in vitro del extracto metandlico de las hojas. El tamizaje fitoquimico fue realizado
segun la técnicas usuales de quimica; y para la actividad antioxidante se utilizd el 1,1-difenil-2-picril-hidrazil
(DPPH) y 4 concentraciones de la muestra: 200, 100, 50 y 10 pg/mL; la absorbancia se midi6 a una
longitud de onda de 517 nm. Se calculd la concentracion del extracto que determind una disminucion del
50% de absorbancia de la solucion de DPPH (Cl, ). Se encontré en hojas y jugo del fruto la presencia de
taninos, flavonoides, saponinas, cumarinas, quinonas y alcaloides. Se observé una capacidad antioxidante
dependiente de la dosis, determinandose una Cl,; = 124 ug/mL. Se concluye que los diversos metabolitos

secundarios se encuentran tanto en hojas como en fruto, destacando la mayor cantidad de flavonoides en -

el jugo del fruto; por otra parte, el extracto metandlico de las hojas fue eficaz antioxidante in vitro.
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PHYTOCHEMICAL SCREENING AND IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PASSIFLORA EDULIS SIMS
(PASSION FRUIT)

ABSTRACT

The objectives of this study were to determine the main groups of secondary metabolites in the ethanol
extract of the leaves and the fruit juice of Passiflora edulis, and in vitro antioxidant activity of methanol
extract of the leaves. The phytochemical screening was done following the usual techniques of chemistry;
and for antioxidant activity using 1,1-diphenyl-2-picryl-hidrazil (DPPH) and four sample concentrations: 200,
100, 50 and 10 pg / mL, the absorbance was measured at a wavelength of 517 nm. We calculated the
concentration of the extract caused a 50% decrease in absorbance of the solution of DPPH (IC50). We
found in leaves and fruit juice the presence of tannins, flavonoids, saponins, coumarins, quinones and
alkaloids. Antioxidant capacity was observed dose-dependent, so an IC,; = 124 mg / mL. It is concluded
that the diverse secondary metabolites are found in both leaves and fruit, highlighting the greater amount of
flavonoids in the fruit juice, on the other hand, the methanol extract of the leaves was effective antioxidant
in vitro.

Keywords: Passiflora edulis, passion fruit, secondary metabolites, antioxidant.
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I. INTRODUCCION

Passiflora edulis Sims es una planta origina-
ria de la amazonia brasilena, conocida con
el nombre comun de maracuyd, parchita,
calala, maracuja, yellow passion-fruitll. La
palabra maracuya proviene del portugués-
brasilefio maracuya, de origen indigena que
significa “Comida preparada en Totuma”?.

Es una especie cultivada ampliamente en
paises tropicales y subtropicales y existen
dos variedades: Passiflora edulis Sims
var. flavicarpa, cuyos frutos son amari-
llos, crece desde el nivel del mar hasta
1000 msnm; y, Passiflora edulis Sims var.
purpurea, con frutos color purpura y que
se adapta a zonas altas por encima de
1200 msnmt. Se caracteriza por ser una
planta lefiosa perenne de habito trepador
y de rapido desarrollo que puede alcanzar
hasta 10 m de largo; las hojas son sim-
ples, alternas, con estipulas y un zarcillo
en la axila, con margenes aserrados; las
flores son solitarias y axilares, fragantes
y vistosas; el fruto es una baya esférica,
globosa o elipsoide que mide hasta 10 cm
de diametro y pesa hasta 190 g, de color
amarillo o purpareo, con una pulpa muy
aromatical®.

Los metabolitos secundarios de las plan-
tas pueden sufrir cambios cualitativos
y/o cuantitativos debido a las variaciones
medioambientales como clima, altitud,
composicién del suelo, etc., por lo que al no
existir estudios de la composicién quimica de
muestras de Passiflora edulis procedente del
Peru, realizamos la presente investigacion
con el objetivo de determinar los principales
metabolitos secundarios en hojas y fruto de
Passiflora edulis; y como las propiedades
antioxidantes de las plantas estan relacio-
nadas con importantes beneficios para la
salud, también determinamos la actividad
antioxidante del extracto metandlico de las
hojas de dicha planta.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Procedencia de la muestra

Las hojas y el fruto maduro de Passiflora
edulis Sims fueron recolectados en el distrito
de Moche, provincia de Truijillo, departamen-
tode la Libertad, Perd. Una parte de la planta
con hojas y flor fue llevada al Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos para la identificacion
taxondémica. De acuerdo al Sistema de Cla-
sificacion de A. Cronquist 1981, se ubica
en la siguiente categoria taxonémica:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Caryophyllidae
ORDEN: Violales

FAMILIA: PASSIFLORACEAE
GENERO: Passiflora

ESPECIE: Passiflora edulis Sims

Nombre vulgar en el Per(: maracuya

Preparacién de la muestra

El jugo fue obtenido del fruto maduro y se
pasé por un colador para separarlo de las
semillas, finalmente se filtré utilizando papel
de filtro rapido con poros de 4.7 — 4.6 micras
y se liofilizé a -45°C y 100 atmdsferas de
presion durante 24 horas.

Las hojas fueron desecadas a 38 °C en un
horno con aire circulante en el laboratorio
de Farmacologia de la Facultad de Medici-
na de la UNMSM. Los extractos etandlico y
metandlico de las hojas fueron preparados
segln la técnica del CYTED, 19958l E|
material seco y pulverizado de las hojas fue
macerado con etanol al 96% o con metanol
durante 72 horas a temperafura ambiente.
Se filtré a través de filtro répido (poros de
4.7 — 4.6 micras) y el filtrado se concentré a
sequedad en un evaporador rotatorio (Blichi
Rotavapor®). El residuo fue disuelto en agua
y liofilizado a -45 °C y 100 atmdsferas de
presion durante 24 horas. El liofilizado fue
conservado en un frasco color ambar a 4 °C
hasta su uso.



Determinaciéon de metabolitos
secundarios!"8

Determinacién de saponinas
Prueba de la espuma

A una solucién acuosa de la muestra, se
sometié a una agitaciéon vigorosa durante
30 segundos. La presencia de saponina fue
indicada por la formacion de una espuma
persistente durante tres minutos.

Reactivo de Liebermann — Buchard

A una pequefia cantidad de la muestra se
anadio unas pocas gotas de acido acético
mas 3 mL de anhidrido acético/H,SO,(50:1),
en el que las saponinas triterpenoidales dan
color rosado a purpura mientras las esteroi-
dales dan azul-verdoso.

Determinacion de taninos

Con gelatina — cloruro de sodio: A 1 mL de
muestra se agrego 3 gotas de reactivo, en
un principio se forma una sustancia en forma
de nube en la solucién, luego de centrifugar
queda en el fondo un precipitado de color
blanco. Este confirma la presencia de tani-
nos.

Con Cloruro Férrico o Alumbre férrico.- La
muestra se mezcld con cloruro férrico o
alumbre férrico, la coloracién negra azulada
indica que el tanino pertenece a los deriva-
dos del acido pirogalico y si da verde deriva
de la catequina.

Determinacion de flavonoides

Con R. Shinoda: En un tubo de ensayo se
colocd 1 mL de muestra con 1 limadura de
magnesio pequefia, con un gotero se afiadio
3 gotas de HCI concentrado. Se observa
un intenso burbujeo por la reaccién de las
limaduras y la soluciéon adquiere una débil
coloracion naranja al principio; conforme va
reaccionando mas, la coloracion naranja
se va intensificando, hasta que después de
10 minutos la solucién tiene un color ana-
ranjado intenso. Lo que indica un resultado
positivo.
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Determinaciéon de cumarinas

Se coloco 2 gotas de extracto en una tira
de papel Whatman y se colocd sobre ella
una gota de NaOH 10%. La observacion
de fluorescencia verde amarillenta bajo la
lampara UV 365 nm indico la presencia de
cumarinas fijas.

Determinacién de quinonas

Se pesaron dos gramos de muestra y se
trituraron hasta un polvo muy fino en un
mortero luego se realizaron los siguientes
ensayos quimicos:

Solubilidad en NaOH al 5%

En un tubo de ensayo se introdujeron 10 mg
de la muestra molida, se afiadié 0,2 mL de
etanol y 0,4 mL de NaOH al 5%. El cambio
de coloracién nos indicd la presencia de
compuestos quindnicos.

Reaccion de Borntrager

Un gramo de muestra se tratdo con NaOH
5% en caliente, se filtrd, enfrid y se aciduld
con HCI 20%, se anadi6 benceno se agité y
se dej6 en reposo. Luego se separo¢ la fase
bencénica a la cual se le afiadié NH,OH. La
formacion de una coloracién rosada a roja,
indico la presencia de antraquinonas. Fue
necesario dejar un buen tiempo, para que
la reaccién ocurra.

Determinacion de alcaloides
Reactivo de Dragendorff

Se disolvié 8 g de Bi(NO,),.5H,0 en 20mL de
HNO, y mezclé con 50mL de una solucién
acuosa con 27,2 g de KI, se dej6 reposar
la solucién, decantd el supernadante y
diluy6 a un volumen de 100mL. Al agregar
unas cuantas gotas de este reactivo a una
solucién acida de la muestra se observa
la aparicién de un precipitado que va del
naranja al rojo.

Reactivo de Mayer

Se disolvi 1,36 g de HgCl, en 60 mL de agua
y se adicioné 10 mL de una soluciéon que
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con 5 g de Kl y se diluyd hasta un volumen
de 100mL. Al agregar un exceso de reactivo
a una solucién acidulada de la muestra se
observa la aparicién de un precipitado de
blanco a crema.

Evaluacién de la actividad antioxidante
in vitro

Se siguiod el método de Chang et al., 2001®
con modificaciones. Se prepar6 una solucién
de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) a una
concentracion de 20 yg/mL en metanol y del
extracto metandlico de Passiflora edulis a
concentraciones de 200, 100, 50 y 10 ug/mL
en metanol. Se colocé 0.4 mL de cada con-
centracion de la muestra y se adicioné 0.8
mL de DPPH, al mismo tiempo se prepard
un control con 0.4 mL de etanol y 0.8 mL de
DPPH, y un blanco con 0.4 mL de etanol
y 0.8 mL de metanol. Se usé el siguiente
disefio experimental.

DPPH: 20 pg/mL en metanol

Problema: Extracto metandlico de hojas
maracuya: 200, 100, 50 y 10 pg/mL

Problema: 0.4 mL + 0.8 mL DPPH
Control: 0.4 mL etanol + 0.8 mL DPPH
Blanco: 0.4 mL etanol + 0.8 mL metanol

Se mezclaron los tubos y dej6 en reposo a
temperatura ambiente alejado de la luz du-
rante 30 minutos. Se midi6 la absorbancia

de estas soluciones en un especrofotémetro
UV-VIS Labo Med a una longitud de onda de
517 nm. Se calculé la Capacidad Antioxidan-
te (CA) segun la siguiente ecuacion:

CA(%) = 100 x (Ac — As)/Ac

Donde As es la absorbancia de la muestra
y Ac es la absorbancia del control. El expe-
rimento se realizdé 3 veces y se realizd el
calculo de la media aritmética £ desviacion
estandar, mediante el software estadistico
SPSS 15.0. Se calculé la concentracion del
extracto que determiné una disminucion
del 50% de absorbancia de la solucién de
DPPH (Cl,,), por regresion linear de la curva
concentracion-respuesta, donde la abscisa
representd la concentracion (ug/mL) del
extracto y la ordenada el porcentaje de ca-
pacidad antioxidante.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

El screening fitoquimico demostréd que exis-
ten diferencias en la composicion quimica
del jugo del fruto y el extracto etandlico de
las hojas de Passiflora edulis, tal como se
muestra en la Tabla N.° 1. Se determiné
mayor cantidad de flavonoides y alcaloides
en el jugo del fruto, asi como la presencia
de saponinas de tipo esteroidal y quinonas;
mientras que en el extracto etandlico de
las hojas se encontré mayor cantidad de
cumarinas, asi como saponinas de tipo tri-
terpenoide y taninos de tipo catéquico.

Tabla N.° 1. Metabolitos secundarios encontrados en el extracto etandlico de las hojas y el
jugo del fruto de Passiflora edulis.

Extracto etandlico de

Metabolito secundario Jugo del fruto

las hojas
Saponinas ++ (tipo triterpenoide) ++ (tipo esteroidal)
Taninos ++ (tipo catéquico) -
Flavonoides + ks
Cumarinas +++ ++
Quinonas - +++
Alcaloides + ++

-, ausente; +, poca cantidad; ++, mediana cantidad; +++, mayor cantidad
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Los metabolitos secundarios de Pasiflora
edulis identificados en este estudio coinciden
con los resultados obtenidos con muestras
de otros lugares que han sido reportados por
la literatural™, destacando el alto contenido
de flavonoides, los cuales se encuentran en
mayor cantidad en el jugo del fruto.

Evaluacion de la actividad antioxidante
in vitro

La actividad secuestradora del radical libre
DPPH (capacidad antioxidante) del extracto
metandlico de las hojas de Passiflora edulis
se muestra en la Tabla N.° 2. Se observo
una capacidad antioxidante dependiente
de la dosis.

Tabla N.° 2. Actividad secuestradora de DPPH
por el extracto metandlico de P, edulis.

Concentracion Capacidad

(ng/mL) antioxidante (%)
200 75.85+2.06
100 44.89 + 3.68
50 2415+ 1.97

10 4331024

Valores expresados como media aritmética
+ desviacion estandar del experimento rea-
lizado en triplicado

La curva concentracion-respuesta fue
ajustada mediante un analisis de regresion
linear utilizando el software MS Excel 2007,
tal como se muestra en la Figura N.° 1. Esto
nos permiti6 calcular graficamente la Cl,, la
cual fue 124 ug/mL.

En este estudio, el extracto metandlico de
Passiflora edulis mostré actividad antioxi-
dante con una Cl,, de 124 ug/mL, semejante
al flavonoide kaempferol para el cual se ha
reportado una Cl, de 120 pug/mL™, y mejor
que el vino tinto que se calcul6 una Cl, de
42270 pg/mLi2. Giorgi et al., 2008 ha de-
mostrado que la propiedad antioxidante de
Achillea collina estuvo correlacionada sig-
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nificativamente con el contenido de fenoles
totales!'®l. Los flavonoides como: rutina, dihi-
droquercetina, epigalo catequina-3-galato y
quercetina fueron efectivos antioxidantest'.
Otras plantas medicinales mostraron buena
actividad antioxidante, entre ellas: boldo
(Pneumus boldus)™, albahaca (Ocimun
basilicum)'®, Té verde (Thea sinensis)l'’),
menta (Mentha piperita) y té negro (Camelia
sinensis)'"®, jugo de papaya (Carica papa-
ya)'dl y perejil (Petroselinum crispum)?°.

En los ultimos afios, el interés en las pro-
piedades antioxidantes y secuestradoras de
radicales libres de las plantas y sus extractos
han crecido enormemente por su importan-
cia, especialmente de los polifenoles, en la
prevencion de enfermedades relacionadas
con el dafio oxidativo como enfermedades
cardiovasculares, cancer, enfermedades
neurodegenerativas, diabetes y osteopo-
rosis, debido a que los grupos fendlicos en
los polifenoles pueden aceptar un electron
para formar radicales fenoxilo relativamente
estables, por lo tanto rompiendo la cadena
de reacciones de oxidacion en los compo-
nentes celulares®'l,

Se ha demostrado, por ejemplo, que el
estrés oxidativo causa severa hipertensién
arterial®?. Las especies reactivas del oxi-
geno pueden contribuir a la generacion y/o
mantenimiento de la hipertension arterial por
varios mecanismos que incluyen: inactiva-
cion de oxido nitrico derivado del endotelio,
generacion no enzimatica de isoprostanos F,
vasoconstrictores por peroxidacion de acido
araquidonico y deplecion del cofactor tetrahi-
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Figura N.° 1. Curva dosis-respuesta ajustada por
regresion linear de la capacidad antioxidante (%)
vs concentracion del extracto metandlico de P,
edulis (ug/mL) y determinacién de la CI50.
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drobiopterina de sintasa de éxido nitrico,
comprobandose que la terapia antioxidante
puede mejorar la hipertension, disminuir la
excrecion urinaria de metabolitos de 6xido
nitrico y atenuar la regulacioén a la alta com-
pensatoria de 6xido nitrico sintasal®®.

Probablemente la actividad antioxidante de
Passiflora edulis observada en este estudio
se deba en parte a los flavonoides, dado que
en Espafa, Ferreres et al., 2007 demostrd
que el extracto de las hojas de Passiflora
edulis tuvo actividad antioxidante y en esa
muestra caracterizd 16 derivados de los
flavonoides apigenina y luteolinal?4.

IV. CONCLUSIONES

1. Se comprobd la existencia de diferentes
grupos de metabolitos secundarios de
Passiflora edulis, encontrandose los fla-
vonoides en mayor cantidad en el jugo
del fruto.

2. El extracto metandlico de las hojas de
Passiflora edulis fue eficaz antioxidante
in vitro.
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