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RESUMEN

El presente trabajo evalud la capacidad antioxidante In vitro de los extractos acuoso
y etandlico a una concentracion de 1:2, obtenidos de la pulpa del maracuya
(Passiflora edulis), a través del método DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo). Se
mostraron valores muy significativos de la capacidad antioxidante de los compuestos

presentes en ambos extractos a un nivel de confianza del 95%.

En el ensayo de captacion del radical DPPH el valor de ICs, (Concentracion
inhibidora méaxima media) méas bajo fue para el extracto etandlico 1:2 con 130,397
pg/mL y el mas alto para el extracto acuoso 1:2 con 141,180 pg/mL. En cuanto al
porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue de 36,3 y 29,6, respectivamente, a una

longitud de onda de 517 nm.

Se identificé los compuestos bioactivos mediante analisis fitoquimicos y
cromatografia en capa fina, determinando la presencia de flavonoides, fenoles y/o
taninos, obteniéndose resultados positivos en todos los casos, en el extracto

etanolico.

En recientes estudios se ha demostrado que la capacidad antioxidante esta
relacionada a la polaridad del solvente y a la concentracion del extracto. De tal
manera, que al aumentar estos valores aumenté el poder reductor del radical DPPH.
Esto indica que el extracto etanoOlico presenta mayor capacidad antioxidante,
atribuible a la presencia de compuestos bioactivos. Con los resultados obtenidos se
comprob6 la hipdtesis planteada de que existe una correlacion positiva entre los
compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante, en este caso la capacidad
antioxidante depende de los metabolitos secundarios, especialmente aquellos de

naturaleza fenolica como flavonoides.
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ABSTRACT

In the present study the In vitro antioxidant capacity of the aqueous and ethanolic
extracts to a concentration of 1:2 was evaluated, it was obtained from the pulp
passion fruit (Passiflora edulis), through the DPPH (2-difenil-1picril hidrazilo)
method. It showed significant values corresponding to the antioxidant capacity of the

present compounds in both extracts at a confidence level of 95%.

In the experimental test of DPPH radical scavenging the value of IC50 (average
maximum inhibitory concentration) ethanolic extract 1:2 was the lowest with
130,397 pg/ml and the highest for aqueous extract 1:2 with 141,180 pg/ml.
Regarding to the radical DPPH inhibition percentage, the valves were 36,3 y 29,6 %

respectively at a 517 nm wavelength.

These bioactive compounds were identified by phytochemicals analysis and thin
layer chromatography, determining the presence of flavonoids, phenols and tannins,

positive results were obtained in all ethanolic extracts.

Recent studies have shown that the antioxidant capacity is related to the solvent
polarity and the extract concentration. So that by increasing these values also
increases the radical reducing power. This shows that the ethanolic extract had the
highest antioxidant capacity, attributable to the presence of bioactive compounds.
With the results obtained it was proved the hypothesis that there is a positive
correlation between phenolic compounds and antioxidant capacity, in this case the
antioxidant capacity depends on secondary metabolites especially those of phenolic

nature as flavonoids.
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INTRODUCCION

El maracuya (Passiflora edulis) es una fruta originaria de Centroamérica por su
clima tropical pero también se produce en Kenia, Costa de Marfil, sur de Africa y
Australia. Lo que fundamentalmente caracteriza a esta fruta es la presencia de
pigmentos (xantofilas) que ademas de otorgarle su color y sabor caracteristico,
poseen accion antioxidante y por ende neutralizan los radicales libres causantes del

estrés oxidativo (Calvo, 2010).

Segln las tendencias mundiales de la alimentacion, durante los ultimos afios ha
existido un interés progresivo, por parte de los consumidores, investigadores y la
industria alimentaria, puesto que las frutas y verduras ademas de contener nutrientes,
podrian proporcionar un efecto fisiolégico beneficioso para la salud, el
funcionamiento del organismo y el bienestar, dado que existe un efecto sinérgico
entre los compuestos bioactivos presentes, aportando mayor capacidad antioxidante a

los alimentos que los contiene (Lopez, 2013).

Esta investigacion tiene por objetivo evaluar la capacidad antioxidante, por el
método de espectroscopia ultravioleta-visible, que se representa por la inhibicién del
radical libre DPPH, y los compuestos bioactivos contenidos en la pulpa de maracuya
para la posible elaboracion de bebidas funcionales. Con esta investigacion se
propone una alternativa innovadora con el propdsito de aprovechar industrialmente
las caracteristicas de la pulpa de maracuya, de modo que se evidenciara el potencial
de los antioxidantes contenidos en la fruta, para sus posibles aplicaciones

industriales.

En general se puede considerar la pulpa de maracuya como un alimento con un alto
contenido de compuestos bioactivos que poseen propiedades quimicas y
nutricionales con potente capacidad antioxidante que son atribuidos a prevenir ciertas

enfermedades de patologia inflamatoria.
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CAPITULO |

1. DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Actualmente las tendencias de salud y bienestar indican la creciente demanda de
bebidas funcionales y maés ingredientes naturales que estdn promoviendo el
dinamismo y nuevos lanzamientos de productos que ademéas del valor nutritivo
aporten beneficios a las funciones fisiologicas del organismo humano (Oda, 2013).
Estas variaciones en los patrones de alimentacion generan una nueva area de
desarrollo en las ciencias de los alimentos y de la nutricion que corresponde a los

alimentos funcionales (Gonzéles, 2002).

Diversos estudios han demostrado que la accion de ciertos agentes externos causan
procesos oxidativos en el organismo, como lo son: el aire contaminado, alcohol,
cigarro, luz solar, ejercicio extenuante, dieta hipercaldrica, dieta baja en
antioxidantes y el consumo de drogas, lo cual sumado dichos factores y cuando se
abusa de ellos, los mecanismo de defensa no son suficientes para erradicar los

efectos provocados por los radicales libres (Baizabal, 2010).

La presencia de antioxidantes en un alimento contribuye a su conservacion
retardando la degradacion oxidativa que afecta principalmente a sus lipidos y
proteinas. Tal funcion la cumplen tanto los antioxidantes que naturalmente forman
parte de los alimentos, como aquellos que son adicionados durante su procesamiento.
En este ultimo caso, los antioxidantes son mayormente sintéticos y son referidos
como preservantes de alimentos procesados, conservando su calidad nutricional y

organoléptica, extendiendo su vida dtil (Inta, 2010).

En la provincia de EI Oro como en otros sectores del pais se cultiva el maracuya
(Passiflora edulis), debido a las sustancias antioxidantes que contiene esta fruta,
proporciona una gran cantidad de beneficios cuando es consumida. EI maracuya
contiene polifenoles, estos tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
(Méxicocert, 2007).
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Por lo tanto, esta fruta puede aportar componentes nutricionales como materia prima
para la elaboracion de bebidas funcionales, considerados en la actualidad como los

alimentos del futuro.

1.2.  Justificacion

Actualmente, se ha demostrado que el consumo de frutas y verduras estd asociado al
bajo riesgo de incidencias de cancer y enfermedad coronaria, disminuyendo los
efectos de estos padecimientos, segun diversas investigaciones epidemiologicas. Los
fenoles, especialmente los flavonoides, manifiestan una gran capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo (Azuero y Troncoso, 2005).

En algunas zonas alrededor de la costa ecuatoriana, como lo es el sector Estero
Medina, canton Santa Rosa, provincia de El Oro, se cultiva el maracuya (Passiflora
edulis), este fruto es muy codiciado ancestralmente en nuestro pais por sus
importantes propiedades nutricionales y medicinales. Por lo cual, surge la necesidad
inminente de investigar este cultivo y revalidar sus propiedades nutricionales,
fisicoquimicas y antioxidantes que otorguen beneficios para la proteccién de la

salud.

Segun Franco y Moure (2010), se incrementa el interés del personal especializado
por hacer del campo de trabajo de los antioxidantes naturales una herramienta basica
para una buena salud y la elaboracion de mejores productos en las industrias

farmacoldgicas y alimentarias.
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1.3.
1.3.1.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante y los compuestos bioactivos contenidos en la pulpa

de maracuya para la posible elaboracion de bebidas funcionales.

1.3.2.

Obijetivos especificos

Caracterizar los parametros fisico — quimicos de la pulpa de maracuya.

Obtener extractos con dos tipos de solventes (etandlico y acuoso)
determinando cudl es el mejor solvente para extraer compuestos bioactivos
(flavonoides, fenoles y/o taninos, saponinas y glucésidos cianogénicos) del

maracuya.

Determinar cualitativamente los compuestos bioactivos contenidos en los
extractos (etandlico y acuoso) de la pulpa de maracuyd mediante tamizaje
fitoquimico y cromatografia en capa fina.

Evaluar la capacidad antioxidante In vitro en los extractos (etandlico y

acuoso) de la pulpa de maracuya (Passiflora edulis) mediante el método
DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo).
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CAPITULO 11
2. Marco tedrico
2.1.  Antecedentes
Actualmente el concepto clasico de "nutricion adecuada”, es decir, aquella que aporta
a través de los alimentos los nutrientes (hidratos de carbono, proteinas, grasas,
vitaminas y minerales) suficientes para satisfacer las necesidades orgénicas
particulares, tiende a ser sustituido por el de "nutricion 6ptima”, que incluye, ademas
de la definicion anterior, la potencialidad de los alimentos para promocionar la salud,
mejorar el bienestar y reducir el riesgo de desarrollar enfermedades (L6pez, 2013).
Diversos estudios en nutricion humana, demuestran una estrecha correlacion entre el
consumo de frutas y vegetales y la menor incidencia de enfermedades cronico
degenerativas, 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 (Castafieda, 2008).

Ademaés diversas investigaciones indican que los compuestos fendlicos donde la
caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol
(Paladino, 2010), estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de

los alimentos de origen vegetal.

Por sus propiedades medicinales, los frutos del género Passiflora son un potencial
antioxidante y antimicrobiano siendo una alternativa para el control de enfermedades

digestivas, por lo cual tienen un alto potencial de mercado (Cabrera, 2014).

Estudios fitoquimicos realizados en extractos acuosos, etandlicos y cetonicos de las
hojas y fruto del maracuya han permitido distinguir la presencia de compuestos
activos entre los que se encuentran los flavonoides, glucésidos cianogénicos,
alcaloides y carotenoides que favorecen a disminuir los efectos de los trastornos de
ansiedad, insomnio y nerviosismo, ademas de ejercer efecto antihipertensivo,

antiinflamatorio, hipocolesterolémico, antitumoral y antifungico (Romero, 2013).

Estos antecedentes justifican la utilizacion de la pulpa del maracuyd para la
elaboracion e innovacion de bebidas funcionales, que tenga un efecto sinérgico

procedente de las propiedades antioxidantes y captadoras de radicales libre.
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2.2.  Maracuya (Passiflora edulis)

Figura 1. Maracuya (Passiflora edulis)
Fuente: La autora

El maracuya (Passiflora edulis), es un fruto pastuso del género Passiflora ademas
Ilamado fruta de la pasién, es originario del Brasil, que es el mayor productor
mundial. Es un cultivo que se introdujo comercialmente al Ecuador en los afios 70
(Elizalde, 2011).

Con el nombre comin de maracuya se conoce a diversas plantas del género
Passiflora, este fruto es una baya, de forma globosa u ovoide, con un diametro de
0,04 a 0,08 m de largo, la base y el apice son redondeados, la corteza es de color
amarillo, de consistencia dura, lisa y cerosa, de unos 0,003 m de espesor; el
pericarpio es grueso, contiene de 200 a 300 semillas, cada una rodeada de un arilo
(membrana mucilaginosa) que contiene un jugo aromatico en el cual se encuentran

las vitaminas y otros nutrientes (Lopez y Vélez, 2013).

El maracuya se desarrolla de mejor manera en zonas tropicales o subtropicales
(Borja, 2008), empezando a producir entre los 6 a 10 meses, dependiendo de las
condiciones de clima, especialmente de la temperatura (Hernandez, 1997), estas

fluctGan entre 23 y 28 °C, con una precipitacion que oscila entre 600 a 1200 mm.

En los ultimos afos se han instalado varias fabricas de extraccion de pulpa de
maracuyd, sin embargo por ser un cultivo relativamente facil, su precio es muy
vulnerable y tiene variaciones extremas que eventualmente han creado serias

dificultades a los productores (Borja, 2008).
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La especie Passiflora presenta un sabor particular intenso y una alta acidez, muy
apreciado en Norteamérica y Europa que lo demandan con gran interés como fruta
"exdtica” colocandolo en un lugar promisorio y rentable en términos de mercadeo
(Hernandez, 1997).

2.3.  Clasificacion taxonomica
El maracuyé es conocido con el nombre cientifico de Passiflora edulis, especifica

que su fruto es comestible.

Tabla 1. Descripcién taxonomica del maracuya (Passiflora edulis)

(

MARACUYA _
 a
Nombre cientifico: Passiflora edulis
Nombres comunes: Maracuyd, Parchita, Parcha
Division: Espermatofita
Clase: Dicotiledénea
Familia: Plassifloraceae
Género: Passiflora
Especie: Edulis

Fuente: (Marcelo, 2009)

2.4.  Zonas de produccién del maracuyé en el Ecuador

El cultivo de maracuya (Passiflora edulis) se encuentra ampliamente distribuido en
el territorio ecuatoriano (Borja, 2008), pues nuestro pais dispone de condiciones
climaticas apropiadas para este cultivo, el mismo que se puede desarrollar en
diferentes zonas, tanto en la costa, como en el oriente (Pozo, 2006). EI maracuya se
da durante todo el afio, si bien se destacan la cosecha entre abril — septiembre y
diciembre — enero, en las cuales los niveles de produccion son superiores al
promedio (Hidalgo y Andino, 2011).
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Segun datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca
(MAGAP), el cultivo del maracuyd tiene alta relevancia social, debido al alto rango
de adaptacion de la planta a las diferentes zonas del Litoral. Se estima que unas 6.500

personas se emplean directamente en esta produccion (Andes, 2015).

Las principales zonas de produccion de maracuyé estan divididas en los siguientes
cantones: Quinindé, Santo Domingo, EI Carmen, Chone, San Isidro, San Vicente,
Bahia, Quevedo, EI Empalme, Echeandia, Caluma, Ventanas, Catarama, Vinces,
Babahoyo, Milagro, La Peninsula de Santa Elena, La Troncal, El Triunfo, Naranjal,

El Guabo, Pasaje, Pifias y Portovelo (Lépez y Santana, 2006).

Segun el viceministro de Comercio Exterior Francisco Ballén, durante el afio 2015
nuestro pais cuenta con 14.000 hectareas de cultivo de maracuyd y se aspira a

duplicar esa area en los préximos diez afos.

Las autoridades de los ministerios de Comercio Exterior, MAGAP (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca), y representantes de la Corporacion
para la promocion de Exportaciones e Inversiones (CORPEI), como ente privado,
legalizaron el acuerdo marco para la implementacion del plan que tiene como meta
hasta el 2025 consolidar a Ecuador como el primer exportador de productos de esa

fruta tropical con valor agregado (Andes, 2015).

2.5.  Composicién nutricional del maracuya

El género Passiflora constituye una enorme riqueza, tanto a nivel econémico, como
nutricional y de recursos genéticos (Carvajal y Alvarez, 2011). El maracuya
(Passiflora edulis) compuesta de 55 % de cascara, de 30 % de jugo y de 15% de
semilla aproximadamente. Este fruto posee un alto contenido de carotenoides,
esenciales para el metabolismo, crecimiento y para el buen funcionamiento del
organismo. Ademas es una fuente de proteinas, carbohidratos, minerales y grasas.
Tiene un valor energético de 78 calorias compuesto por carbono, fosforo, hierro,
Vitamina B2, Vitamina C (Lopez y Velez, 2013).

El maracuyéa contiene altos niveles de fibra, vitamina A y E por lo que contribuye a
la regulacién de la digestién, a la reduccion del colesterol y ademas tiene
propiedades antioxidantes, para evitar el envejecimiento prematuro de la piel
(Proecuador, 2014). Su vitamina C, mas abundante en la variedad amarilla, se
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aproxima a la del limén y la naranja. Esta vitamina interviene en la formacion del
colageno, huesos, dientes y glébulos rojos, favorece la absorcion del hierro, refuerza

el sistema inmunitario y ejerce una accion antioxidante (Abril, 2010).

Esta fruta es frecuentemente utilizada en dietas de adelgazamiento debido a su bajo
contenido de calorias y por su alto contenido de fibra (Proecuador, 2014), junto con
sus propiedades antioxidantes. Ayudando a depurar el organismo, mientras que los
antioxidantes evitan el deterioro de los radicales libres que se producen durante la

qguema de calorias en el proceso de adelgazamiento (Botanical, 2010).

Al igual que el resto de las partes de la planta, presenta propiedades tranquilizantes y
desintoxicantes, no solamente por su contenido en vitamina C y por la niacina, sino
también por su alto contenido en vitamina A qué se convierte en Betacaroteno, y
compuestos activos conocidos como alcaloides. Estos elementos desintoxicantes
parecen otorgarle al maracuya o fruta de la pasion propiedades anticancerigenas
(Lalibertad, 2012). Los estudios de Pruthi (1963), a los pigmentos del jugo de
maracuya reportaron la presencia de trazas de flavonoides. Los mayores pigmentos
fueron identificados corno carotenoides: alfa, beta y gama caroteno.

En investigaciones preliminares se declara que el contenido de sacarosa es menor en
la variedad purpura que en la amarilla, mientras tanto el maracuya purpura tiene una
mayor dulzura que la amarilla (Flores, 2004). El alto contenido de &cido citrico es el
distintivo méas caracteristico e importante en el procesamiento de productos que
contienen este fruto (Hernandez, 1997). Segln Pruthi (1963), el &cido predominante
en el maracuya variedad amarillo es el &cido citrico en un rango de 93,3 a 96,2 % del
total de acidos presentes en el jugo de maracuya y acido malico en un rango de 3,8 —
6,7 % del total. Estas investigaciones también manifiestan que el maracuya facilita la
absorcién de zinc y quizés de otros minerales. Estudios realizados por Flores (2004),
reportaron que en el jugo de maracuya se encontraron de manera libre &acido

acetilsalicilico y benzoico favoreciendo su alta acidez.
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Tabla 2. Carbohidratos y acidos no volatiles presentes en el maracuya variedad

flavicarpa Degener y variedad purpura Sims

Fruto Fructosa Glucosa Sacarosa A.Malico A.Citrico

M.1. 14,5 19,8 9,1 0,9 6,6

M.p. 16,2 20,1 8,1 1,3 3,4
A; 4cido. M.f; maracuya flavicarpa, M.p; maracuya purpura. Valores reportados en mg/g jugo.
Fuente: (Flores, 2004)

En la Tabla 2 podemos observar que en el maracuya variedad flavicarpa Degener
prevalece el &cido citrico, seguido del &cido malico. Otros acidos presentes en el
maracuya variedad flavicarpa Degener, pero en cantidades mas bajas fueron el

lactico, malonico y succinico (Hernandez, 1997).

2.6.  Subproductos del maracuyéa

En la actualidad, méas de 40 paises en el mundo cultivan el maracuyd en forma
comercial (Hidalgo y Andino, 2011). EI maracuya se caracteriza por las cualidades
gustativas de sus frutos y por las cualidades farmacoldgicas, dinamicas y alimenticias
de su jugo, cascara y semillas (Hernandez, 1997). Esta fruta se ingiere generalmente
en forma de jugos tropicales o frutas frescas, por ser de un sabor agradable (Lépez y
Santana, 2006).

El maracuyd es un fruto rico en vitaminas y calorias, este fruto se consume
comunmente en su estado industrializado, ademas existen otras formas de consumir
sus derivados tales como en: jugos multivitaminicos, mermeladas, licores, pudines,
helados y enlatados. Ademas es importante ingrediente en la reposteria, pasteleria,
panaderia, elaboracion de cocteles, confiteria y en la preparacion de mezclas con

jugos de otras frutas tales como guayaba, citricos y pifia (Gonzéles y Alvarez, 2009).
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La industrializacion del maracuya genera varios miles de toneladas de subproductos
formados por semillas, pulpa y corteza. Existen diversos estudios donde se analiza la
composicion de estos subproductos para su utilizacion como potencial ingrediente
funcional (Lopez, 2013).

2.7. Enzimas

Las enzimas son catalizadores proteicos sintetizados por sistemas vivos (por células
animales, vegetales o microbioldgicas) (Beltran y col, 2007). Cada enzima actla casi
siempre sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos, sin que ella
misma experimente algin cambio significativo neto (Silva y col, 2004). Las enzimas
tienen una temperatura y un pH éptimo de actuacion y su accion puede ser inhibida o
potenciada por otros compuestos o cofactores. Estas propiedades hacen de las
enzimas puntos de control efectivos de muchas reacciones bioguimicas en procesos
tecnoldgicos (Romero, 2008).

2.7.1. Aplicacién de enzimas en la industria de jugos de fruta

En el procesamiento de jugos la pulpa y semillas de las frutas hacen que los jugos
sean turbios y demasiado viscosos, produciéndose también ocasionalmente
problemas en la extraccion y en su concentracion. Esto es debido a la presencia de
pectinas, que pueden destruirse por la accion de enzimas presentes en el propio jugo
0 bien por enzimas afiadidas obtenidas de fuentes externas (Echavarria y col, 2012a).
Las pectinas tienen la capacidad de gelificar, propiedad que est4d determinada por
factores intrinsecos, como su masa molecular y su grado de esterificacion (que a su
vez dependen de la materia prima, de las condiciones de su fabricacion, etc.) y por
factores extrinsecos, tales como: el pH, las sales disueltas y la presencia de azlcares
(Pagéan, 1998). La viscosidad de sus dispersiones, al igual que la de otros
polisacaridos, se incrementa a medida que aumenta la masa molecular; en el caso de
las pectinas, la viscosidad es mayor cuanto mas se incrementa el grado de
esterificacion (Ibarz y Barbosa, 2005). Por lo cual, la solucion preclarificada tiende a
formar una capa de gel mucho méas densa y por tanto la velocidad del flujo y la

permeabilidad tienden a reducirse.
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Las pectinasas microbianas son de gran interés comercial, y tienen mdaltiples
aplicaciones en la industria de jugos, fundamentalmente, en el procesamiento de
frutas y vegetales. Actualmente, las enzimas pécticas para uso comercial se producen
a partir del hongo Aspergillus niger (Echavarria y col, 2011). Estas preparaciones
comerciales estdn compuestas por una mezcla compleja de diferentes enzimas con

actividad pectinolitica, y otras enzimas no pécticas con efectos indeseables.

La aplicacion de estas enzimas a los jugos ha sido un gran avance en la tecnologia
alimentaria, gracias a que supone imitar procesos metabdlicos naturales, lo que ayuda
en la obtencidn de jugos clarificados de calidad.

2.7.2. Enzima Rapidase®

Se utiliz6 una mezcla comercial de enzima: Rapidase® ProL (Gist-Brocades, Seclin,
France), que contiene polygalacturonasa (pectinasa) y a-amylasa producida a partir
del hongo de Aspergillus niger donada por el Departamento de Enzimologia de la
Universidad de Lleida (Espafia). La actividad de la solucion enzimatica es de
139,000 AVJP/g (unidades endopectinasa). Una unidad de AVJP es la cantidad de
enzima cuando se utilicen dosis de enzimas comerciales tan altas como 1 mL de
enzima por litro de pulpa (lbarz y col, 2011). La cual induce a una variacién de
viscosidad de 1 mPa-s con una velocidad aparentemente constante de 2.7x10-4

minutos-1 a pH 4.5 (Echavarria y col, 2012b).

2.8.  Alimentos funcionales

Segun el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) en la norma 2587, define a
un alimento funcional como un alimento natural o procesado que siendo parte de una
dieta variada y consumido en cantidades adecuadas y de forma regular, ademas de
nutrir tiene componentes bioactivos que ayudan a las funciones fisiol6gicas normales

y/o que contribuyen a reducir o prevenir el riesgo de enfermedades.
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El concepto de alimento funcional, que surgidé hace poco tiempo en Japon, ha sido
posteriormente ampliado en los Estados Unidos y en Europa. Enuncia implicitamente
que los alimentos y los componentes alimentarios pueden ejercer una influencia
beneficiosa sobre las funciones fisioldgicas al optimizar el estado de bienestar y

salud, y reducir el riesgo de enfermedad (Ashwell, 2002).

Los componentes de los alimentos funcionales son eminentemente de origen vegetal
o fitoquimico, aunque como excepcion tambien estan incluidos los suplementos
prebidticos y probidticos. Los alimentos funcionales, los productos alimentarios y los
suplementos dietarios que proveen un posible efecto fisiologico en el control o la
prevencion de enfermedades representan una oportunidad para el desarrollo de
nuevos productos (Lutz y Ledn, 2009). Actualmente se origina un interés progresivo
en el consumo de alimentos ricos en nutrientes y fitoquimicos para el bienestar, la

nutricion y la salud en general del consumidor (Ashwell, 2002).

Entre los alimentos funcionales se encuentran las bebidas funcionales, a base de
jugos de frutas ya que aportan beneficios a la salud por encima de los valores
nutritivos simples atribuidos al producto convencional, como pueden ser los jugos de
frutas (Flores, 2004).

Las denominadas bebidas funcionales son aquellas que ofrecen beneficios para
mantener y mejorar la salud; pueden ser funcionales naturalmente como el té
(contiene antioxidantes en forma natural) o pueden adicionarse nutracéuticos como
el calcio de leche, omegas, proteina aislada de soya, fibras, prebioticos, probidticos,
L. carnitina, polifenoles, vitaminas, minerales y otros substancias que le confieren
beneficios especificos que pueden ser declarados en el producto (Pérez y Sandoval,
2012).

Las bebidas en el mercado global ademas de ser una necesidad para la buena salud y
la vida, son la respuesta al deseo de los consumidores, quienes buscan opciones
nutritivas, refrescantes, naturales, estimulantes y saludables; ellos también exigen
condiciones especiales que categoriza las bebidas como Light, Fortificadas,

Organicas, y Funcionales (Naranjo, 2014).
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2.9.  Antioxidantes

Los antioxidantes son componentes protectores que consisten en un arreglo
enzimatico y nutrientes esenciales (como vitaminas y pigmentos) cuya funcién
principal es prevenir la formacion de radicales libres e interceptar los que ya han

generado oxidacion de otras moléculas (Gonzéles, 2010).

Los radicales libres son moléculas altamente inestables provenientes de la oxidacion
de otras moléculas utilizadas en los diversos procesos fisiologicos del cuerpo
(Cortes, 2012), estas moléculas inestables interactian con componentes celulares
importantes como el ADN o las membranas (Gonzéles, 2010) originando una
desestabilizacién de su estructura y de esta forma dafiando su funcionamiento
(Cortes, 2012).

El dafio oxidativo se relaciona con el origen y desarrollo de enfermedades cronicas,
como la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), enfermedades
cardiovasculares, dafio oxidativo al ADN, cancer y alteracion de la vision (Gonzales,
2010), estos cambios fisioldgicos y bioquimicos originan el deterioro y muerte

celular.

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electrén oxidandose a su
vez y transforméandose en un radical libre débil, con escasos o nulos efectos toxicos
(Criado y Moya, 2011).

Antioxidante:
cede un electréon
y se convierte en

un RL débil

RL: Gana un
electron y se
vuelve estable

Figura 2. Sistema de defensa antioxidante
Fuente: (Cortes, 2012)
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Los antioxidantes tienen diferentes mecanismos de accién; unos impiden la
formacion de los radicales libres (sistema de prevencion) y otros inhiben la accion de
los radicales libres (sistema barredor) y otros favorecen la reparacion y la
reconstitucion de las estructuras bioldgicas dafiadas (sistema de reparacion) (Criado
y Moya, 2011).

Por lo anterior se puede caracterizar como antioxidantes en el ambito de los
alimentos como aquellas sustancias que, en bajas cantidades, actian previniendo o
retardando considerablemente el dafio oxidativo (Loor y Mifio, 2013).

2.10. Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en tres amplios grupos, en dependencia de su
mecanismo de accion o funcion, también se los clasifica segun el sitio donde ejercen

su accion y segun su origen.

2.10.1. Segun su funcién

Generalmente la accion de un antioxidante puede depender de la funcién apropiada
de otros miembros del sistema antioxidante. La cantidad de proteccién suministrada
por un determinado antioxidante depende de su concentracion, de su reactividad
hacia la especie reactiva del oxigeno y del estado de los antioxidantes con los cuales

interactla (Toapanta, 2012).

2.10.1.1. Primarios

Este grupo de antioxidantes previenen la formacién de nuevos radicales libres,
transformandolos en moléculas menos nocivos antes de que puedan reaccionar o
evitando la formacion de radicales libres a partir de otras moléculas. (Barahona,
2013).

Por ejemplo la enzima Superdxidodismutasa (SOD) que cumple la funcién de
convertir el O2 en peroxido de hidrégeno, la enzima Glutation peroxidasa (GPX) que
convierte el peroxido de hidrogeno y los perdxidos lipidicos en moléculas
inofensivas antes de que formen radicales libres, las catalasas, el glutation reductasa,
el glutation S transferasa y proteinas de union a metales (Ferritina, Ceruloplasmina)
que limitan la disponibilidad de Fe necesaria para formar el radical OH (Ferrer y col,
1992).

34



2.10.1.2. Secundarios

Capturan los radicales libres, convirtiéndolos en formas menos reactivas (Criado y
Moya, 2011). Por ejemplo: Vitamina E, vitamina C, &cido urico, albimina
(Barahona, 2013).

2.10.1.3. Terciarios
Reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres. Por ejemplo: enzimas

reparadoras de ADN y metionina sulfoxidoreductasa (Ferrer y col, 1992).

2.10.2. Segun su sitio de accion

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar mas
rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que
con el resto de las moléculas presentes, en la membrana plasmatica, citosol, nucleo o

liquido extracelular. Como se detalla en la Tabla 3 (Barahona, 2013).

Tabla 3. Clasificacién de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su accion

Intracelular Membrana Extracelular
Catalasa Ubiquinol-10 Ceruloplasmina
Peroxidasa Vitamina E Transferinas
DT-deafarasa Betacarotenos Lactoferinas
Sistemas Proteoliticos Albuminas
Proteinas que ligan metales Haptoglobinas
Vitamina C Acido drico

Fuente: (Barahona, 2013)

2.10.3. Segun su origen

Los antioxidantes también se pueden clasificar en ENDOGENOS, producidos por la
propia célula, y EXOGENOS, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de
suplementos con caracteristicas antioxidantes. Como se observa en la siguiente Tabla
4 (Barahona, 2013).
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Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes, segin su origen

Exogénos Endogenos Cofactores

Vitamina E Glutation Cobre

Vitamina C Coenzima Q Zinc

Betacaroteno Acido félico Manganeso

Flavonoides Enzimas: Hierro
Catalasa

Superdxido dismutasa
Glutatiéon Peroxidasa

Licopeno Selenio

Fuente: (Criado y Moya, 2011)

Los vegetales producen una gran diversidad de compuestos antioxidantes que
incluyen Vitaminas, tal como la Vitamina C, es el antioxidante mas abundante en los
tejidos vegetales (Barahona, 2013), esta vitamina es hidrosoluble que actla
potenciando el efecto de otros antioxidantes como sucede con la vitamina E vy el
selenio. No se sintetiza en el organismo, por lo que se debe incluir en la dieta diaria.
Sus funciones mas significativas son neutralizar el oxigeno singlete (O2), capturar
radicales hidroxilos y aniones superéxido y regenerar la forma oxidada de vitamina E
cuando esta ha reaccionado con un radical libre. Actla de forma sinérgica con la
vitamina E, y se ha comprobado que se absorbe mejor si se encuentra en una

formulacién que contenga vitamina E (Criado y Moya, 2011).

2.11. Antioxidantes en alimentos

La presencia de antioxidantes naturales en los alimentos es de vital importancia, no
solo porque estos compuestos contribuyen a definir las caracteristicas organolépticas
y a preservar la calidad nutricional de los productos que los contienen, sino ademas,
porque al ser ingeridos, ayudan a preservar en forma considerable, la salud de los

individuos que los consumen (Inta, 2010).

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, cuando este
equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el cual

estd implicado en muchos procesos fisiopatoldgicos (Toapanta, 2012).
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Por tanto, la recomendacion de aumentar la ingesta de alimentos que contengan
antioxidantes naturales es, en la actualidad, considerada una de las formas mas
efectivas de reducir el riesgo de desarrollo de aquellas enfermedades cronicas no
transmisibles que mas limitan la calidad y expectativas de vida de la poblacion
mundial (Inta, 2010).

Investigaciones realizadas indican que las vitaminas y los compuestos bioactivos
antioxidantes (fotoquimicos) de los alimentos vegetales pueden tener un papel

importante en la etiologia de enfermedades crénicas (Criado y Moya, 2011).

2.12. Fuentes naturales de antioxidantes

Las frutas y vegetales son fuentes de antioxidantes que se pueden utilizar para la
preservacion del valor nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y para
propdsitos medicinales. La mayor parte de la capacidad antioxidante de los vegetales
puede ser debida a los polifenoles que poseen caracteristicas bioldgicas extensas v,

particularmente, a su propiedad natural de capturar radicales libres (Martinez, 2007).

Numerosos estudios epidemioldgicos, han mostrado que los compuestos fendlicos de
las plantas, incluyendo los flavonoides, son antioxidantes potentes frente a

enfermedades cardiovasculares y cancerigenas (Middleton y col, 1997).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos es la propiedad de mayor
interés, ya que ha sido punto de una gran cantidad de estudios; este efecto se debe a
que contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo

fendlicos, los cuales reaccionan con los radicales libres, como se observa en la Figura

L0 s¥s

ON NO, +  ArOH

H5065 NG+, Aelx
pH 5.0-6.

NO, NO,

DPPH
H DPPH
517 nm (pdrpura) Amarillo

Figura 3. Antioxidantes como secuestradores de radicales libres
Fuente: (Sakakibara y col, 2003).
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Por lo anterior, es importante determinar la cantidad, capacidad y especies de
polifenoles en vegetales, frutos y tés. EI nimero de polifenoles naturales se ha
estimado en casi mas de un millon, porque surgen generalmente como glicésidos, y
las diferentes especies de azlcares y sus diferentes formas de enlaces generan una
gran variedad. Sin embargo, la bioactividad se atribuye al fragmento aglicona no al
azucar (Sakakibara y col, 2003).

Los alimentos vegetales y las bebidas son el principal aporte de antioxidantes en la
dieta. Los alimentos vegetales son ricos en fibra, esta dltima junto con los
antioxidantes son dos temas que tanto en investigacion como en desarrollo de
productos se abordan separadamente (Saura, 2010). Los extractos obtenidos de los
subproductos de la industrializacién del maracuyad compuestos por la pulpa y las
semillas o por el albedo presentan un alto contenido en fibra fundamentalmente
insoluble, con ello, se considera importante revalorizar el consumo del maracuya,

introduciendo en la dieta diaria.

El maracuya es una fuente rica en antioxidantes, este fruto presenta un importante
contenido en fenoles y flavonoides totales, compuestos bioactivos fundamentalmente

responsables, de las propiedades antioxidantes y antibacterianas (Lopez, 2013).

La incorporacion al organismo de ciertas oligoelementos como el cobre, hierro, cinc,
selenio y manganeso, es una actividad necesaria, ya que forman parte del nucleo
activo de las enzimas antioxidantes. Estudios han demostrado que la deficiencia de
antioxidantes en el organismo puede obedecer, entre otras razones, a una dieta
deficiente, a enfermedades que reducen la absorcion de antioxidantes en la dieta, a

una nutricion parenteral y a situaciones como la didlisis renal (Criado y Moya, 2011).

2.13. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos también conocidos como polifenolicos son sustancias
organicas que poseen un anillo aromatico, unidos a uno o0 mas grupos hidroxilos
(Gonzales, 2010).
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Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se
sintetizan como metabolitos secundarios con funciones de defensa, y son en gran
medida responsables de las propiedades del color, astringencia y el flavor (sabor y

aroma) de los vegetales (Olaya y Mauricio, 2010).

Los antioxidantes se clasifican basdndose en la funcidn de su estructura quimica se

pueden diferenciar dos grandes grupos:

¢ No flavonoides: fenoles no carboxilicos y acidos fenoles derivados del acido
benzoico y del &cido cindmico.
e Flavonoides: antocianatos, flavonas, flavononas, flavonoles y taninos

condensados.

Figura 4. Flavonoide

Fuente: (Escamilla y col, 2009)

Desde el punto de vista de su influencia en el color de los vegetales hay dos grupos

muy importantes distintos de flavonoides:

e Antocianos (antocianinas): son responsables de la mayoria de las
coloraciones rojizas y azuladas de verduras y hortalizas, asi como de los
Vvinos.

e Antoxantinas (flavonas, flavonoles, flavanolas, flavononas): proporcionan

coloraciones amarillas o pueden ser incluso incoloras (Poggio, 2012).

Se conocen aproximadamente 400 compuestos fendlicos presentes en la naturaleza,
siendo los flavonoides el grupo mas importante. Un nimero considerable de fenoles
monociclicos simples, quinonas fenolicas, xantonas se incluyen en esta clasificacion,
al igual que materiales poliméricos tales como ligninas, lignanos, melaninas y
taninos. Los frutos expresan concentraciones altas de catequinas, acidos cindmicos y

flavonoles (Gonzales, 2010).
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Diversas investigaciones caracterizan el género Passiflora edulis como una
importante fuente de metabolitos secundarios, especialmente aquellos de naturaleza
fenolica como polifenoles, flavonoides y antocianos, entre otros, siendo estos

excelentes constituyentes de la dieta humana (Murillo y col, 2010).

Todos los polifenoles exhiben propiedades antioxidantes. Estos compuestos dan
cuenta de la mayor parte de la actividad antioxidante que exhiben las frutas, las
verduras y ciertas infusiones y bebidas naturales habitualmente consumidas por la
poblacién (Inta, 2010).

2.14. Capacidad antioxidante de las frutas
La capacidad antioxidante se basa en comprobar cdmo un agente oxidante induce
dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia

de un antioxidante (Soto y José, 2008).

A diferencia de la medicion del contenido de un antioxidante determinado, la
evaluacion de la capacidad antioxidante de un fruto permite cuantificar la capacidad
que tendrian todos los compuestos antioxidantes presentes en éste, para actuar
simultaneamente como una mezcla de compuestos antioxidantes, los compuestos
encontrados en frutas son las vitaminas, carotenoides, polifenoles entre otros (Inta,
2010). La capacidad antioxidante de frutas y verduras se debe al efecto combinado y

sinérgico de todos ellos (Saura, 2010).

Los polifenoles son los compuestos antioxidantes mayoritarios en nuestra dieta con
una ingesta estimada en 2000 a 3000 mg frente a los aproximadamente 150 mg

correspondientes a vitaminas C, E y carotenoides (Saura, 2010).

Investigaciones han permitido la identificacion de los compuestos fendlicos,
carotenoides y vitamina C de los frutos como los responsables de la proteccion del
fruto contra las sustancias oxidantes. La actividad quimica de los polifenoles que
definen sus cualidades antioxidantes es producto de su capacidad de donar electrones
y atomos de hidrogeno, asi como su alta estabilidad y baja reactividad quimica en su

forma oxidada.
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La capacidad antioxidante de los compuestos fendélicos contenidos en las frutas, tal
como en la pulpa de maracuya tiene interés desde el punto de vista tecnoldgico y
nutricional. Asi, los compuestos fenolicos intervienen como antioxidantes naturales
de los alimentos, por lo que la obtencion y preparacion de alimentos con un alto
contenido en estos compuestos, supone una disminucién en la utilizacion de aditivos
antioxidantes de origen sintético, a la vez que se obtienen alimentos mas saludables,
que incluso pueden llegar a clasificarse como alimentos funcionales (Olaya y
Mauricio, 2010).

2.15.  Mecanismo de accion del radical DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo)

El ensayo de DPPH es una de las numerosas técnicas empleadas para valorar la
capacidad secuestradora de radicales de compuestos especificos o extractos naturales
(Alvarez y Céardenas, 2010). Esta técnica espectrofotométrica emplea el radical 2-
difenil-1-picrilhidracil (DPPH), que posee un espectro de absorbancia caracteristico,
con un maximo de absorbancia a 517 nm segun lo que describe la Figura 5, (Brand y
col, 1995).
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Figura 5. Estructuras y espectros del radical DDPHe (2-difenil-1-picril hidrazilo)
(linea violeta) y de DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo) reducido (linea amarilla)
Fuente: (Brand y col, 1995)

41



El método de DPPH es un ensayo colorimétrico simple basado en la disminucién de
la absorbancia del radical DPPH. Se fundamenta en la estabilidad del radical 1.1.-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacion del electrén
desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta
caracterizada por una banda de absorcidn, en solucion etandlica, centrada alrededor
de 517 nm. (Abad y Cabezas, 2013). La desaparicion del DPPH proporciona un
indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. El
modelo que explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica

con la siguiente ecuacion:
DPPH® + (AH)N ——> DPPH —H + (A®)n

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables que
detendran la reaccion en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical
formado (A) puede interactuar con otro radical para formar moléculas estables
(DPPH-A, A-A). (Borras, 2013).

Es altamente confiable y comparable con otros métodos como ABTS (Acido 2,2'-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), sin embargo, el empleo del radical DPPH
(2-difenil-1-picril hidrazilo) en el método espectrofotométrico posee ventajas en

simplicidad, reproducibilidad y rapidez (Brand y col, 1995).
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CAPITULO 111

3. METODOLOGIA

3.1. Delimitacion

Campo Cientifico: Alimentos.

Area: Investigacion basica.

Sub-area: Agricola.

Sector: Maracuya.

Sub-sector: Pulpa de maracuya.

Espacial: Provincia de EIl Oro, canton Santa Rosa.
3.2.  Enfoque de la investigacion

Esta investigacion presentd un enfoque tanto

cualitativo como cuantitativo.

Cualitativo ya que este estudio determind la presencia o ausencia de compuestos

fendlicos y capacidad antioxidante y cuantitativo por tanto evalu6 el porcentaje de

inhibicién lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el

extracto en estudio a una determinada concentracion, a fin de obtener informacion

experimental de aspectos que se puedan caracterizar segin su contenido para que

luego de un andlisis revelen resultados significativos aportando informacion a

investigaciones posteriores y asi revalorizar este cultivo.

3.3.  Disefio experimental

Se realiz6 un estudio experimental de un solo factor completamente al azar, siendo la

variable respuesta: capacidad antioxidante.
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3.3.1. Factor y niveles de estudio para la evaluaciéon de la capacidad
antioxidante

Tabla 5. Factor y niveles para la evaluacion de la capacidad antioxidante de la pulpa
del maracuya

Muestra Factor Niveles

Ao: Agua
A;: Etanol

Pulpa de maracuyd  Factor A: Tipo de solvente

3.4.  Tipo de muestra

Se recolectd el fruto maduro del Maracuya (Passiflora edulis) de las parcelas

previamente seleccionadas.

Figura 6. Fruto recolectado del sector Estero Medina

3.5.  Descripcion de la Investigacion

3.5.1. Localizacion de la investigacion

Este trabajo, se realizé en los laboratorios de la Unidad académica de Ciencias
Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala. Para desarrollar esta
investigacion, se tomo 1 kg de muestra de maracuya determinando el rendimiento de
la pulpa, muestras cultivadas de las parcelas del sector Estero Medina, canton Santa
Rosa, provincia de EI Oro, Ecuador.
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3.5.2. Preparacion de muestras

( \
Recepcidn
. J/
v
( \
Germicidayagua _ Lavado
potable L y
y
[ Seleccion ] <«—  Frutas maduras y sanas
Enzima Rapidase® _, [ Despulpado J
v
10 min — [ Reposo J
V
[ Filtrado ]
Extracto acuoso > Concentrado < Extracto etandlico
1:2,1:5, 1:8 1:2
V
Vortex Mixer [ Homogeneizado ]
VM - 300
V
4°C - [ Almacenado J

Figura 7. Protocolo para preparacion de muestras
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Las muestras seleccionadas estuvieron sin dafios externos por insectos, golpe de sol

ni manchas. Posteriormente, pasaron por un proceso de lavado por inmersion en agua

potable con germicida durante cinco minutos. Luego se procedio a extraer la pulpa

del fruto, para ello, se utilizé la enzima Rapidase®; donde se tomé 100 ul de enzima

y se le adiciond a 74 g de muestra, se dejo reposar durante 10 min. A continuacion,

se filtrd con papel filtro N° 4, obteniéndose la pulpa extraida del maracuya. De la

muestra obtenida, se prepararon tres extractos acuosos y un extracto etandlico, en la

Tabla 6 se muestra la concentracion de los extractos en estudio. Finalmente, se

homogenizaron con un equipo Vortex Mixer VM — 300.

Tabla 6. Concentraciones de los extractos acuosos y etandlico de la pulpa de

maracuya
Volumen Volumen _,
Extracto Concentracion
de pulpa (mL)  de solvente (mL)
Etandlico 1 1 1:2
1 1 1:2
Acuoso 1 4 1.5
1 7 1.8
3.5.3. Materiales y equipos

Cubetas de cuarzo

Vasos de precipitacion

Tubos de ensayo

Micropipetas

Agitador magnético Velp Scientifica (HSC F20510101).
Vortex Mixer VM — 300

Potenciometro Oakton 2700

Espectrofotdmetro Shimadzu, UV mini — 1240
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3.54.

Colorimetro de reflactancia Chroma meter CR — 410
Viscosimetro rotacional Fungilab

Refractometro Abbemat 200

Estufa

Mufla

Balanza analitica

Tipo de investigacion

Este trabajo investigativo, realizd un estudio correlacional, que permitié relacionar la

presencia compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de la pulpa de

maracuya. Para su efecto, el disefio de investigacion que se empleo estuvo basado en

la técnica de extraccién con diferentes disolventes para establecer los contenidos

antioxidantes de la pulpa de maracuya (Passiflora edulis).
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3.5.5. Protocolo general de la investigacion
3.5.5.1. Diagrama de flujo general del proceso de investigacion

Los métodos empleados en la investigacion se detallan a continuacion:

Maracuya (Passiflora edulis)

v

LIMPIEZA DE LA
MUESTRA

i b

PREPARACION DE LA
MUESTRA

*

] v v v

CARACTERIZACION
PROXIMAL

-~

ANALISIS
FISICOQUIMICOS

DETERMINACION CAPACIDAD
DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTE

BIOACTIVOS
v )
(- Humedad 2 ﬁ Acidez titulable \ Vv v e Método DPPH
e Cenizas e pH r
e Proteinas e Densidad Tamizaje fitoquimico Cromatografl’a
e % Fructosa e Viscosidad en capa fina
\: % Glucosa ) e °Solidos solubles
e indice de refraccion - i 3
Color CIEL*a*b* * avonoides
¢ M0 e Taninosy fenoles
k- Indice de madurez j « Saponinas
e Glucosidos cianogénicos
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3.6. Métodos
3.6.1. Composicion proximal
De acuerdo a la metodologia de Silva (2008), se caracterizé la pulpa de maracuya

efectuando los andlisis que se detallan a continuacion:
Determinacion de humedad

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 peso constante, transcurrido el tiempo se colocaron en un

desecador hasta el momento de proceder a pesar las muestras.
Determinacion de cenizas

Se llevaron a la mufla muestras de 5 g de pulpa y semillas de maracuya 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.
Determinacion de proteinas por el método de Lowry

La concentracion de proteinas se determind a través del método calorimétrico
propuesto por Lowry. Se prepararon diluciones en agua destilada de 1000, 100 y 10
de la muestra problema. Se tomé de la dltima dilucion (0,05 - 0,1 - 0,2 — 0,3 mL); se
adicionaron (0,95 - 0,9 — 0,8 — 0,7 mL) de agua destilada y 5 mL de reactivo de
Lowry (carbonato sodico al 2% en NaOH 0,1 N, sulfato clprico al 1%, tartrato
sodico — potésico al 2%). Luego se agitaron con un Vortex (Mixer VM — 300)
durante 30 s y se dejaron reposar durante 15 min. A continuacién, se afiadié 0,5 mL
de reactivo de Folin — Denis, se agito energéticamente en un Vortex Mixer (VM —
300) y se dejo reposar durante 30 min. Por ultimo, se leyeron las muestras por
espectrofotometria (Shimadzu, UV mini — 1240) a una longitud de onda de 500 nm y
los valores obtenidos se extrapolaron a una curva patron previamente elaborado con

albumina. Los valores se expresaron en mg/mL.
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Determinacién de glucosa y fructosa

Se prepararon soluciones de pulpa de maracuya en tres diferentes concentraciones,
1:2, 1:5 y 1:8 disueltas en agua, se tomd 5 mL de cada una de las muestras indicadas
y se colocd en el prisma del refractdmetro Abbemat 200, a una temperatura de

25 °C, proyectando los resultados en porcentaje de glucosa y fructosa.

3.6.2. Andlisis fisicoquimicos

Determinacion de pH

De acuerdo a la norma INEN 2337:2008, se midié el pH con un potencidmetro
(Oakton 2700) a diferentes concentraciones de una solucion acuosa de maracuya a
una temperatura de 25 °C.

Determinacién de acidez titulable

Se tom6 muestras de 5 mL de pulpa de maracuya, y muestras disueltas en agua en
tres diferentes concentraciones 1:2, 1:5, 1:8, ademas 5 mL de concentracion de
muestra etanolica, caracterizdndolas individualmente. Luego se transfirieron a un
erlenmeyer de 250 mL de capacidad que ha sido tarado, hallando su equivalencia en
peso, con una probeta se afladio 50 mL de agua destilada libre de CO2, agitando
hasta completar la disolucion y luego se adicion6 3 gotas del indicador de
fenolftaleina, y finalmente se tituld con una solucién valorada 0,1 N de NaOH, hasta
la aparicion de una débil coloracion rosada persistente, que indicé el punto final de

titulacion.
Determinacion de densidad

Para determinar este parametro se utilizé la picnometria, 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 ello, se pesa el picnémetro vacio. Luego se
pesa el picndmetro lleno de agua destilada, se seca bien sin dejar residuos, se procede
a colocarlo en la balanza durante 5 min. Finalmente, se procedio a pesar el

picnometro lleno de la muestra.
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Determinacién de viscosidad

Para determinar la viscosidad de las muestras se utilizd un viscosimetro rotacional

Fungilab, con el manejo del husillo L1 y una velocidad de corte de 100 rpm.
Determinacion de solidos solubles

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

indice de refraccion

Se tomd una muestra de 5 mL y se coloco sobre el prisma del refractometro Abbemat

200, el cual evalué el indice de refraccion en porcentaje.
Parametros de color por el modelo CIEL*a*b*

Esta técnica se basa en determinar en una muestra hasta qué punto el color diverge
del patrén de calibracidn, que es la pantalla blanca, tanto en términos colorimétricos
como en la aceptabilidad de coincidencia visual. Las medidas de color se efectuaron
sobre el fruto entero y en las concentraciones acuosas de la pulpa del maracuya, en
un colorimetro de reflactancia Chroma meter CR-410 provisto por una fuente de
iluminacién C, D65, la cual incidi6 sobre la muestra a 45 °C y el observador a 0 °C.

Para ello se colocé 10 mL de la muestra obtenida en un vaso de precipitado. Se
procedié a medir las diferentes concentraciones colocando el vaso en el tubo de
proyeccion de luz, de igual manera se tomaron dos frutos al azar midiendo su color

en diferentes partes del endocarpio.

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.
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Determinacién del indice de madurez

El indice de madurez se determinG como la relacion entre los sélidos solubles y la
acidez titulable y fue expresado como °Brix/g acido citrico. Los solidos solubles se
midieron sobre la pulpa del fruto con un refractometro Abbemat 200 y se expresaron
como °Brix. La acidez titulable se midi6 mediante una titulacion con una solucion
estandarizada de NaOH 0,1 N. La acidez titulable se expresé en g de &cido citrico. El
indice de madurez se define como:

. sélidos solubles
Indice de madurez (IM) =

acidez

3.6.3. Determinacion de compuestos bioactivos

3.6.3.1. Tamizaje fitoquimico
Determinacién de flavonoides

Para su determinacion se empled el ensayo Shinoda, segun metodologia citada por
Miranda (2002). Para ello, la muestra se diluyé con 1 mL de &acido clorhidrico
concentrado unas virutas de cinta de magnesio metalico. Posteriormente, se
sediment6 durante 5 minutos, luego se afiadio 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron

las fases y se dejo reposar hasta que se separaron ambas fases.

La presencia de flavonoides se considera positiva si el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja o rojo intenso en todos los casos.
Determinacion de fenoles y taninos

Mediante el ensayo del cloruro férrico se reconoci6é la presencia de compuesto
fenolicos y taninos. Si el extracto se realiza con etanol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. Se colocd 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:

e Desarrollo de una coloracién rojo — vino, compuestos fendlicos en general.

e Desarrollo de una coloracidon verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

e Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
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Determinacién de saponinas

El ensayo Shinoda permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica. Para ello, se tom0 una alicuota de 5 mL y se agito la
muestra en un Vortex Mixer (VM — 300), durante 30 segundos. Finalmente, se dejé

reposar 5 minutos, se midi6 la altura de la espuma al 0,1 cm mas cercano.
Determinacion de glucoésidos cianogénicos

Segun Miranda (2002), el ensayo de Grignard permite reconocer la presencia de los
gases cianhidricos provienen de glucésidos cianogeneticos que contienen las plantas
en distintas dosis. Para ello, se colocd 5 mL de muestra problema en un erlenmeyer
y se adicion6 25 mL de agua. Luego se le afiadié 1 mL de cloroformo, se cubri6 con
papel filtro pricosado. Finalmente, se dejo calentar a 35 °C en una estufa durante 3
horas, se observo la presencia de cambios de coloracion del papel en ese tiempo, si
no presento variacion puede afirmarse la ausencia de los glucosidos cianogénicos. Se
declara positivo el ensayo si el papel presenta cambios de color amarillo a
tonalidades ligeramente rojas.

3.6.3.2. Cromatografia en capa fina

Se realizd la caracterizacion de compuestos antioxidantes, en el extracto acuoso y
etandlico segin la metodologia de Aldana y Guayasamin (2014). Se tomaron
muestras de los extractos y se sembrd con un tubo capilar sobre la placa
cromatografica y, con el sistema cloroformo:metanol (1:1) como solvente en un
tanque cromatografico, se colocé la placa y se dejo que ascienda el solvente; una vez
que el solvente se detuvo, se extrajo la placa del tanque cromatogréfico, se dejé
secar, se reveld con solucion vinilica, cido sulfarico y con luz UV a una de longitud
de onda 365 nm, se calentd en un agitador magnético Velp Scientifica (HSC
F20510101).
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3.6.4. Determinacion de la capacidad antioxidante

Metodo DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo)

Se prepard una curva estandar de calibracion con &cido ascérbico, para evaluar la
capacidad antioxidante. Para ello, se pesé 100 mg de &cido ascérbico y sé aford a 25
mL con agua destilada en un balén volumétrico, con una concentracion para la curva
de calibracion de (10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200, 1000 uM) respectivamente.

Se prepararon 2000 mg/mL de reactivo DPPH disolviendo 10 mg de DPPH en un
baldén volumétrico de 50 mL hasta el enrase con metanol. De esta solucién se tomd
1 mL y se llevé a un balon volumétrico de 100 mL hasta el enrase y se obtuvo una

solucion de 20 mg/mL.

Luego se tomaron 0,5 mL de cada una de las concentraciones preparadas y se le
adiciono 1,5 mL del reactivo, posteriormente se homogenizd y se realiz6 la medicion

del valor de absorbancia a 517 nm, como se muestra en la Figura 8.

Adicionar 05 mL de las Adicionar 1,5 mL de DPPH (20
concentraciones del extracto a mg/mL) a cada uno de los tubos
evaluar en diferentes tubos de que contiene los extractos a
ensayo. evaluar.

S Homogeneizar <

{ Reaccionar durante 5 }

min

Medir la absorbancia en el
espectrofotometro a 517 nm.

Figura 8. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el radical DPPH (2-difenil-1-

picril hidrazilo)
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3.7.  Hipotesis general
El maracuyéa (Passiflora edulis) contiene compuestos fendlicos que contribuyen a su
capacidad antioxidante los cuales pueden ser utilizados en la elaboracion de bebidas

funcionales.
Hipotesis nula (Ho)

La capacidad antioxidante de los extractos de la pulpa del maracuya (Passiflora
edulis) no es dependiente del tipo de solvente, acuoso o etandlico, utilizado para

extraer sus compuestos fendlicos.
Hipotesis alternativa (H;)

La capacidad antioxidante de los extractos de la pulpa del maracuya (Passiflora
edulis) es dependiente del tipo de solvente, acuoso o etandlico, utilizado para extraer

sus compuestos fenolicos.

3.8.  Descripcion de variables
Variables dependientes:

e Compuestos fenolicos
e Capacidad antioxidante

Variables independientes:

e Pulpa de maracuya
e Diferentes concentraciones de la fruta

e Diferentes solventes de extraccion

3.9. Interpretacion de datos y analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software
estadistico Statgraphics Plus, versién 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%.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

El maracuya present6 una gran variabilidad en cuanto a tamafio y peso; con un valor
promedio en peso de 160 g, longitud de 7,53 cm aproximadamente y didmetro de

7,03 cm aproximadamente.

El tratamiento enzimatico con Rapidase®, presentd mejor resultado en cuanto al
rendimiento en la extraccion de la pulpa de maracuyd, con lo que se demuestra su

efectividad en la industria de alimentos, sector de bebidas.

4.1. Composicion proximal
Para caracterizar la pulpa de maracuya se realizé el analisis de composicion proximal
de pulpa y semillas de la fruta. La composicion proximal comprendio la

determinacion del contenido de humedad, cenizas, proteinas, fructosa y glucosa.

Tabla 7. Porcentaje de humedad y cenizas en la pulpa y semillas de maracuya (P.

edulis)

Muestra Humedad (%) Cenizas (%0)
P. maracuyéa 79,445 0,983
S. maracuyé 61,216 8,455

P: Pulpa, S: semillas.

En la Tabla 7, se puede observar los resultados obtenidos de humedad y cenizas del
analisis de composicion proximal, realizados a la pulpa y semillas del maracuya

(Passiflora edulis). Los resultados estan expresados en porcentaje.

Al analizar el valor de humedad de pulpa y semillas del maracuya se determin6 que
la pulpa contiene mayor porcentaje de agua que las semillas de la fruta. Con los datos
obtenidos, se muestra la diferencia que existe entre los parametros analizados de la

fruta, resultado favorable para la investigacion.
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En cuanto a cenizas se observo que el porcentaje de residuo inorganico fue mas alto

en las semillas del maracuya en comparacion con su pulpa, obteniendo un valor de

8,455 % de cenizas. Demostrando que la muestra de semillas contiene mayor

cantidad de minerales que podrian ser 6ptimos para la formulacion de subproductos

del maracuya.

Tabla 8. Concentracion de albumina para determinar el contenido de proteinas

Tubo Vqlur_nen Volumen de
de Albumina (mL) Agua (mL)
0 0,0 1,0
1 0,2 0,8
2 0,3 0,7
3 0,4 0,6
4 0,8 0,2

Se determiné la concentracion de proteinas mediante el método de Lowry, tanto en el

extracto acuoso como etanolico. Los valores obtenidos se extrapolaron a una curva

patron previamente elaborado con albimina (Tabla 8). Los valores se expresaron en

mg de proteinas/mL.

0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbancia

0,1
0

-0,1

y = 0,6025x - 0,0372

R2=0,9744

[

e

¥

0,2

0,4 0,6

0,8 1

Concentracion

Figura 9. Curva patrén con Albumina para cuantificacion de proteinas
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En la Figura 9 se muestra la curva patron de Lowry para determinar la concentracion
de proteina tanto en el extracto acuoso como en el etanolico de la pulpa del maracuya

(Passiflora edulis).

Esta curva de calibracion es de un margen logico de concentracion para la

interpolacion de resultados.

Tabla 9. Concentracion de proteinas en el pulpa de maracuya (P. edulis)

Muestra Proteina (mg/mL) Proteina (%)
E. Acuoso 6,31 0,32
E. etandlico 5,42 0,27

E: Extracto

La Tabla 9 muestra el contenido total de proteinas en la pulpa del maracuya
expresado en base himeda. De acuerdo a los resultados obtenidos en la
experimentacion se observé que el porcentaje proteico en el extracto acuoso es
mayor en comparacion al extracto etandlico, valores 16gicos de esperar, de acuerdo a

la norma NTE INEN 2587:2011 de alimentos funcionales naturales.

Tabla 10. Porcentaje de fructosa y glucosa en la pulpa de maracuya

Maracuyé 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: concentracién acuosa
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En la Tabla 10, se muestra los valores expresados en base hiimeda por triplicado con
desviacion estandar, de fructosa y glucosa presentes en las concentraciones acuosas

de la pulpa del maracuyé (Passiflora edulis).

Las muestras analizadas demuestran su diferencia en cuanto a porcentaje de fructosa
se refiere. Se determind que la pulpa de maracuya posee un porcentaje mas elevado
de fructosa (13,82 %), y segun las concentraciones acuosas; la dilucion 1:2 presento
(6,0 %) seguida de la dilucion 1:5 (3,82 %) y finalmente la dilucién 1:8 (2,92 %).

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

4.2.  Anadlisis fisicoquimicos

Tabla 11.Determinacion de pH, acidez y sélidos solubles en la pulpa maracuya

) . S. solubles
Maracuyéa pH Acidez (9/100g) )
(°Brix)
Pulpa 3,12+0,03 0,57+0,02 13,76+0,1
C.1:2 3,28+0,03 0,42+0,01 5,92+0,1
C.1:5 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: Concentracion acuosa, S: solidos

En la Tabla 11 se observan los valores obtenidos de los analisis de pH, acidez y
solidos solubles, realizados a la pulpa de maracuyd, estos resultados se aproximan a
los niveles dptimos de acidez y solidos solubles que incluyen azlcares (dulzura)
segun la norma NTE INEN 2337:2008 para jugos de fruta. Siendo el pH un factor
importante en la elaboracion de bebidas y un indicador de la conservacion de los
alimentos, podemos determinar que al disminuir el valor del pH de un producto,

aumente el periodo de conservacion. Con los valores de pH obtenidos se puede
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determinar que la pulpa de maracuyé a diferentes concentraciones acuosas posee un

pH optimo.

En la determinacion de pH los resultados expresaron diferencias progresivas de
acuerdo a la concentracion acuosa. El valor de pH en la pulpa fresca y a una
concentracion acuosa de 1:8 fue de 3,12 y 3,54, respectivamente. Lo valores
reportados se encuentran dentro de la norma CODEX STAN 247-2005. 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,

segun lo expuesto por Sepulveda y col (2002).

Una caracteristica significativa del maracuya es su alto contenido de acidez, el cual
fue de 0,57 g en la pulpa fresca. Segln la norma mexicana MX-F-045-1982, el valor
de acidez para jugo de frutas es de 0,41 g. Las diferencias encontradas pueden ser por
el suelo y estado de madurez del fruto, la acidez del maracuya tiende a aumentar con

el crecimiento del fruto y disminuir con la maduracion del mismo.

Los datos provenientes del analisis de contenido de solidos 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, la cual sefiala
que para considerar un jugo en la categoria de concentrado, el contenido minimo de
solidos solubles (°Brix) presentes, serd por lo menos, un 50% mas que el contenido

de sdlidos solubles en el jugo original.

Tabla 12. Determinacién de indice de refraccién, densidad y viscosidad en la pulpa

de maracuya

Maracuyéa indice de Densidad Viscosidad
refraccion (nD) (g/mL) (mPas)
Pulpa 1,353+0,003 1,066+0,002 55+0,100
C.1:2 1,341+0,000 1,035+0,0004 35+0,100
C.1:5 1,338+0,001 1,021+0,001 20+0,100
C.1:8 1,337+0,000 1,014+0,0002 11+0,100

C: Concentracion acuosa
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Continuando con los analisis fisicoquimicos los resultados reportados de indice de
refraccion, densidad y viscosidad de las muestras estudiadas indican una gran
variabilidad entre ambas, esto se debe a la concentracion de solidos solubles de la
pulpa donde se sefiala que la concentracion 1:2 se aproxima a los valores expresados

por la pulpa fresca de maracuya.

Los valores de indice de refraccion determinado en las distintas muestras
investigadas, fueron expresados en nD (n veces mas grande que el niUmero de onda
D). En la Tabla 11 se observa que el contenido de solidos solubles presentes en las
diversas concentraciones acuosas de la pulpa es proporcional al indice de refraccion.
Las concentraciones mas altas presentan valores mayores, con ello se caracteriz6 a

las concentraciones 1:2 y 1:5 como éptimas para la formulacion de bebidas.

La densidad, ésta directamente relacionada con las concentraciones de la pulpa de
maracuya. La Tabla 12 muestra que la pulpa fresca presenté una densidad de 1,066
g/mL, mientras que la concentracion acuosa 1:8 presentd una densidad de 1,014
g/mL. Estos resultados evidencian una disminucién de la densidad del extracto segun

la concentracion de solvente acuoso.

La viscosidad es una caracteristica importante en la industria alimentaria,
especialmente en los jugos de fruta ya que influye en el proceso de elaboracion y
aceptacion del producto por el consumidor. Esta investigacién presento una
viscosidad de la pulpa de maracuya entre 40 — 60 mPas. Encontrandose dentro de los

rangos establecidos por las normas INEN.
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Figura 10. Cambio de viscosidad a diferentes velocidades de rotacion
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En la Figura 10, se observa que al graficar los valores de la velocidad de rotacion
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 disminucion en la viscosidad, con un incremento en la
velocidad de corte, segun lo reportado por Guerrero (2008). Los resultados obtenidos
en esta investigacion comprueban el comportamiento no-newtoniano de la pulpa con

caracterizas seudoplasticas.

Tabla 13. Pardmetros de color para el 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.1:5 38,72 -2,30 11,73 50,11
C.1:8 38,12 -2,17 9,15 50,54

C: concentracién acuosa

En cuanto a los cambios de color, la Tabla 13 muestra la disminucién en los
pardmetros L*, a*, b* con respecto al incremento de las diversas concentraciones
acuosas de la pulpa fresca. Los valores obtenidos en esta investigacién mostraron que
el color de la pulpa fresca se debid principalmente a la contribucién amarilla (valor
positivo de b) y en menor proporcion a la contribucion roja (valor positivo de a) y la
combinacién de ambos arroj6 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 reportd en la pulpa fresca y las

concentraciones acuosas presentaron un valor medio de 2,14, con ello, se determind
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que los atributos de color mas proximos 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.

4.2.1. Indice de madurez (IM) de frutos del maracuya (Passiflora edulis)

Con respecto a la madurez se caracterizo de acuerdo al color que el fruto presentd, se
evaluo el color a la corteza y pulpa con el manejo de un colorimetro Chroma meter
CR — 410. Dicha caracterizacion se realiz6 para indicar la madurez y punto 6ptimo
de cosecha. La maduracion del maracuya va ligada al cambio de color, y por ello se
utiliza como criterio para definir el indice de madurez. La transformacion mas
importante es la dispersion del color verde, la cual esta asociada con la sintesis de

pigmentos cuyos colores oscilan entre el amarillo (carotenoides).

En esta investigacion se evalu6 el estado de madurez de dos frutos del maracuya
tomados al azar. Se los caracteriz6 de acuerdo a su color, del fruto 1 que present6 un
estado de madurez menor, al fruto 2 con estado de madurez mayor. Al observar los
valores L*a*b* para el fruto 1 y 2 en la Tabla 13, podemos determinar objetivamente
que los maracuya no igualan en color. Estos valores nos dicen que el Fruto 2 es un
poco mas oscuro, mas amarillo y rojo que el Fruto 1. Con ello se encontr6é que las
coordenadas colorimétricas L*a*b* incrementan a medida que el fruto madura,
principalmente en los valores de brillo y saturacion del color (L*). Los resultados
expresados en la Tabla 14, muestran que el contenido en soélidos solubles (°Brix)
aumento, mientras que la acidez titulable disminuyd, con ello, el indice de madurez

aumento progresivamente.

Tabla 14. indice de madurez (IM) de frutos del maracuya (P. edulis)

Estado S. solubles Acidez IM
(°Brix) (9/100 g)
1 10,44 1,70 6,14
2 13,76 0,57 24,14

IM: Indice de madurez, S: Sélidos, 1: Fruto inmaduro, 2; Fruto maduro
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Los resultados obtenidos confirmar el trabajo de Pinzon y col (2007), afirmando que
los grados Brix incrementan a medida que el fruto madura. En los frutos climatéricos
el aumento del indice de madurez ocurre cuando alcanzan la tasa respiratoria maxima
y desdoblan rédpidamente sus reservas (&cidos organicos) como respuesta al

incremento de su metabolismo v, en efecto, el indice de madurez aumenta.

En general, se encontraron correlaciones positivas altamente significativas del

contenido de sélidos solubles con las variables acidez titulable e indice de madurez.

4.3.  Determinacion de compuestos bioactivos

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
etanolico. Los ensayos a la gota en todos los casos fueron confirmados a traves de
cromatografia en capa fina segin la metodologia recomendada por Aldana y
Guayasamin (2014).

4.3.1. Tamizaje fitoquimico

Tabla 15. Determinacion cualitativa de compuestos bioactivos en la pulpa de

maracuya
Compuestos Pulpa de maracuya
Extracto Extracto
acuoso etandlico
Flavonoides + ++
Taninos y Fenoles + ++
Saponinas + -

Glucosidos

cianogénicos

(++) Alta evidencia, (+) Evidencia, (-) Ausencia
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Los pardmetros que se evaluaron se muestran en la Tabla 15. 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 bioactivos significativos como saponinas.

De los extractos evaluados, el extracto etanolico presento compuestos identificados
como fendlicos. Con lo que se conoce que la pulpa de maracuya posee
concentraciones importantes de compuestos antioxidantes, sin embargo, estas
concentraciones se modifican en funcion del solvente utilizado durante su extraccion.
El extracto acuoso posee un poder extractivo relativamente méas pequefio, comparado
con el etandlico. Se utilizd el extracto etandlico, con la finalidad de contrastar la
accion extractiva de ambos solventes, confirmando la presencia de compuestos
fenolicos, no encontrando mayores diferencias entre solventes. Con ello, el solvente
acuoso es una alternativa viable debido a su utilizacion para formulacién de bebidas

y su buena capacidad de extraccién 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 coloracién tornada de la muestra a naranja intenso.

La muestra acuosa no expresd contenido de taninos, a diferencia de la etandlica que
presentd concentraciones positivas, desarrollando una coloracion verde intenso. Este
efecto demuestra que la pulpa de maracuya posee taninos condensados, los cuales no
son hidrolizables. Segin Vazquez y col (2012), la maduracion del fruto también

influye en el tipo y concentracion de taninos.

Respecto al anélisis de saponinas, los resultados en la prueba de espuma para el
extracto acuoso se observd la formacion de espuma abundante y estable, mientras
que los resultados obtenidos en el extracto etanolico arrojo resultados negativos, lo
cual se atribuye a que saponinas son insolubles en solventes apolares, facilitando su

extraccion con solventes mas polares como los solventes etandlicos y acuosos.
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Figura 11. Representacion positiva de saponinas en extracto acuoso 1:2

En cuanto a glucosidos cianogénicos, la pulpa de maracuyd, especialmente el fruto
verde contiene glucdsidos cianogénicos en niveles tan bajos que no es de importancia

toxicoldgica.

Christensen y Jaroszewski (2001); sefialaron la presencia de glucésidos cianogénicos
en las hojas del maracuya, Passiflora edulis, de la clase de bencilicos beta-D-
allopyranosides 1 y 2, representantes de glicésidos naturales con D-alosa como el
Unico constituyente de azlOcar. Declarando su alto contenido en las hojas del
maracuyd, indicando ausencia en la pulpa. De acuerdo a los resultados negativos que
arrojé el ensayo de Grignard, se determind que la pulpa de frutos maduros no
contiene dichos compuestos bioactivos, clasificando a la pulpa en estudio no toxica,

valores relacionados con la investigacion sefialada anteriormente.

4.3.2. Cromatografia en capa fina

Para realizar la cromatografia en capa fina se utilizaron cinco muestras en estudio;
extracto etanolico (1:2), pulpa fresca y concentraciones acuosas (1:2, 1:5, 1:8), se
enfatizd en los extractos etandlico y acuoso (1:2), ya que en ambas muestras se
obtuvieron resultados positivos de flavonoides, para confirma la presencia de estos y

otros compuestos bioactivos se utilizd esta técnica.
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Figura 12. Técnica de cromatografia en capa fina

La corrida de las muestras sobre la placa, nos permite identificar que hay compuestos

distintos entre las cinco poblaciones, en la primera banda, se confirmd una mayor

concentracion de compuestos en la pulpa fresca y en el extracto acuoso 1:2, mientras

que se ven disminuidos en el extracto acuoso 1:5 y 1:8. En las dos Gltimas bandas

predominan compuestos similares, excepto en la banda 2 que s6lo predomina el

extracto etandlico; los compuestos no fueron identificados, pero esto nos indica que

hay grandes similitudes de los compuestos entre las tres poblaciones.

Tabla 16. Valores Rf de los extractos etandlico y acuoso separados por

cromatografia en capa fina

Banda Rf Color
Etanolico Acuoso
1 0,71 0,47 Amarillo
2 0,83 0,61 Amarillo
3 0,93 0,84 Amarillo
4 0,97 0,93 Amarillo
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La Tabla 16 indica los Rf (factor de retardo de una muestra) correspondientes a las
bandas resultantes de la técnica cromatografia en capa fina. Al reverar la placa se
observaron manchas coloreadas amarillas de lo que se presume son flavonoides,

metabolitos secundarios a los cuales se les atribuye alta capacidad antioxidante.

4.4. Determinacion de la capacidad antioxidante

4.4.1. Método DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo)

Con este método se analizé el efecto inhibidor del radical DPPH, por los extractos y
se puede observar que los extractos polares (agua y etanol) muestran una capacidad
Optima para atrapar al radical libre DPPH. Dicha capacidad, va disminuyendo de
acuerdo a la polaridad. El extracto etandlico muestra un porcentaje de 36,3 y
disminuye el porcentaje en el extracto acuoso siendo de 29,6. Los resultados de la
capacidad antioxidante se expresaron como porcentaje de inhibicion lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion.

Los valores obtenidos por este método se reportan como ICs, (Concentracion
inhibidora maxima media) que corresponde a la concentracion necesaria para inhibir
en un 50% la absorbancia inicial del radical DPPH; los valores mas bajos del ICso
fueron del &cido ascorbico obteniendo un valor de 123,689 pg/mL presentando
mayor capacidad antioxidante. Para ello, se utilizd la ecuacion de regresion simple,
obtenida de la relacion entre el porcentaje de inhibicion de radicales libres DPPH y la

concentracion de los extractos en estudio, incluido el valor 1Csq del cido ascérbico.
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Figura 13. Curva patrén con &cido ascérbico para determinar la capacidad antioxidante

68



Se utiliz6 como patrén el acido ascorbico por su alto poder antioxidante. En la Tabla
17, podemos observar que a una concentracion de 116,43 mg a.a./g tiene una

capacidad antioxidante del 44 %.

Tabla 17. Capacidad antioxidante de los extractos de la pulpa de maracuya
(Passiflora edulis)

Extracto % 3 Concentracion I1Cso
Inhibicion mg a.a./g pg/mL
Acido ascorbico 44 116,43 123,689
Etandlico 36,3 116,45 130,397
Acuoso 29,6 116,53 141,180

a.a.; Acido ascérbico

Los extractos etanodlico y acuoso presentan el mismo comportamiento inhibidor del
radical DPPH. Ambos extractos se estabilizan al alcanzar altas concentraciones, por
ello se utilizd las concentraciones mas bajas antes de llegar a su estabilidad. Esto se
puede atribuir a la concentracion constante de DPPH por lo cual aunque se

incremente la concentracién del extracto habra un limite de decoloracion.

Con los resultados obtenidos se puede determinar que ambos solventes polares
estudiados en esta investigacion, extrajeron compuestos bioactivos con una
interesante capacidad antioxidante, sin embargo los porcentajes de inhibicion fueron
mas altos en el extracto etanolico, debido a la naturaleza quimica de los compuestos

antioxidantes.
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Figura 14. Correlacién de % de inhibicion de los extractos de la pulpa del maracuya

En la Figura 14 se muestra la correlacion entre los porcentajes de inhibicion del
radical DPPH por cada uno de los extractos. Estos resultados indican que tanto el
extracto etanolico como acuoso fueron capaces de capturar radicales DPPH de una

manera dependiente de la concentracion.

4.5.  Andlisis estadistico

De acuerdo a los resultados obtenidos en la técnica de cromatografia en capa fina,
que evidencid la presencia de compuestos bioactivos con alto poder antioxidante
presentes en el extracto etandlico 1:2 y acuoso 1:2, se realizd el analisis estadistico
para ambos extractos, empleando el programa estadistico Statgraphics Plus, version
5.0,. Para ello, los datos se evaluaron con un analisis de varianza (ANOVA) de una

via y la prueba post hoc Tukey HSD con un nivel de significancia de p<0,05.

45.1. Andlisis de varianza

Tabla 18. Analisis de varianza (ANOVA) para los extractos de la pulpa de maracuya

Fuente de Suma de Grados de Media Prueba F  Valorp
variacion cuadrados libertad cuadratica

Inter- 174,42 1 174,42 2111,20 1,34191E-6
grupos

Intra- 0,3305 4 0,0826

grupos

Total (Corr.) 174,751 5
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Dado que el valor P de la prueba F es menor de 0,05, hay una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del extracto etandlico y la media del

extracto acuoso, en el nivel de confianza del 95,0%.

Se realiz6 la comparacion de la variabilidad inter-grupos y la variabilidad intra-
grupos, con ello, se rechaz6 la hipétesis nula, dado que la variabilidad inter-grupo
fue mayor, utilizando como patron de comparacién la variabilidad intra-grupo.

4.5.2. Prueba post hoc Tukey HSD

Tabla 19. Prueba post hoc Tukey HSD para los extractos de la pulpa de maracuya

Tratamiento Media Varianza N Contraste Diferencia  +/- Limites

Tratamiento

. 130,397 0,15043 3 T.1-T.2  *-10,7833 0,651596

Tratamiento
2

141,180 0,0148 3

T: Tratamiento, E: Extracto

* Denota una diferencia estadisticamente significativa.

En la Tabla 19, se observa la diferencia estimada entre cada par de medias, con ello,

se determina que difieren significativamente entre si.

4.6.  Verificacion de la hipotesis

Después de haber realizado el procesamiento, analisis e interpretacion de los
resultados obtenidos, en la determinacion de la capacidad inhibidora del radical
DPPH de los compuestos antioxidantes, se rechaza la hip6tesis nula (Ho) y por
consiguiente, se acepta la hipoétesis alternativa (H,), afirmando que la capacidad
antioxidante de los extractos de la pulpa de maracuya (Passiflora edulis) es
dependiente del tipo de solvente; acuoso o etandlico, utilizado para extraer sus

compuestos fendlicos.
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CONCLUSIONES

La corteza del maracuyéa present6 diferencias de color mas significativas que
la pulpa del fruto. La pulpa siempre se mantuvo de color amarillo—naranja

debido a la presencia de flavonoides.

El contenido proteico del extracto acuoso fue de 6,31 mg/mL presentando un
mayor contenido en comparacion del etandlico el cual presentd 5,42 mg/mL
de proteina.

Segun los datos obtenidos en esta investigacion la pulpa de maracuya posee
un porcentaje optimo de fructosa de 13,82. Con ello, indicamos que la
fructosa le confiere el poder edulcorante a la pulpa de maracuyd y es una

caracteristica importante en la industrializacion de la misma.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis fisicoquimicos, la pulpa
fresca de maracuya (Passiflora edulis) presentd un pH de 3,12, un valor de
acidez optimo de 0,57 g de &cido citrico, ademas 13,76 °Brix, 1,066 g/mL de
densidad y una viscosidad de 55 mPas; valores 6ptimos de acuerdo a las
normas INEN para la formulacion 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 segliin el estado de madurez del fruto.
Puesto que el color es un indicador importante en la maduracion de frutos
climatéricos. El fruto 1 mostré una AE* de 47,43, mientras que el fruto 2

presentd 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 detectd la presencia de glucésidos cianogénicos. El
contenido de flavonoides, fenoles y taninos en el extracto etanolico 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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Por medio de la técnica de cromatografia en capa fina se evidencio la
presencia de compuestos bioactivos con alta capacidad antioxidante presentes

en los extractos etandlico y acuoso a una concentracion de 1:2.

La capacidad antioxidante de los extractos de la pulpa del maracuya
(Passiflora edulis) es dependiente del tipo de solvente utilizado para extraer
sus compuestos fenolicos. Los resultados obtenidos del ensayo DPPH,
indicaron que el extracto etandlico 1:2 presentd6 mayor capacidad
antioxidante, obteniéndose valores de ICsy correspondientes a 130,397

pug/mL, muy cercanos a los del extracto estandar (acido ascérbico).

Las propiedades antioxidantes de los extractos de maracuya podrian ser Utiles
en la conservacion de alimentos evitando el uso de antioxidantes sintéticos
como E102 Tartrazina o E300 acido ascdrbico, y el E322 Benzoato de sodio
(aunque producen problemas toxicoldgicos) cuyo uso estd ampliamente

difundido en el comercio.

73



RECOMENDACIONES

Evaluar otras partes del maracuya para determinar si presentan mayor

capacidad antioxidante, ademas de cuantificar sus compuestos bioactivos.

Cuantificar los compuestos fenolicos, especialmente flavonoides y fenoles,

identificados en el extracto etandlico 1:2.

Desarrollar formulaciones de bebidas funcionales a base de pulpa del
maracuyd (Passiflora edulis), en vista a la presencia de compuestos
bioactivos con capacidad antioxidante. De acuerdo a las caracteristicas fisico-

quimicas de la pulpa, evaluadas en esta investigacion.
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ANEXOS



ANEXO N°1

Proceso de homogenizado de la pulpa y extractos acuosos de maracuya (P.
edulis) en equipo Vortex Mixer VM — 300

Figura 15. Homogenizado de la pulpa y extractos acuosos de maracuya (P. edulis)

ANEXO N° 2

Analisis fisico — quimicos en la pulpa de maracuya (P. edulis)

Figura 16. Determinacion de acidez en la pulpa de maracuya
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Figura 17. Determinacion de densidad en la pulpa de maracuya (P. edulis)

ANEXO N°3

Determinacion de proteinas en el extracto etandlico por el método de Lowry

Figura 18. Complejo de color azul por la reduccion del reactivo Folin — Denis

Complejo de color azul por la reduccién del reactivo Folin — denis por los residuos

fendlicos de tirosina, presentes en las proteinas.
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ANEXO N° 4

Determinacion cualitativa de compuestos bioactivos en extractos acuosos y

etandlico

Figura 19. Determinacion de fenoles y taninos

Determinacion de fenoles y taninos en el extracto acuoso 1:2 mediante ensayo del
cloruro férrico

Figura 20. Corrida de extractos acuosos y etanolico en la placa de cromatografia en
capa fina
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ANEXO N°5

Curva patron de acido ascorbico para determinacion de capacidad antioxidante

Figura 21.Medicion de absorbancia de las concentraciones de acido ascérbico

Figura 22. Reduccién del radical DPPH

Reduccién del radical DPPH en las concentraciones de 50, 40, 30, 20 y 10 uM,
monitoreada por la disminucién en la absorbancia a una longitud de onda a 517 nm.
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