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Capacidad antioxidante y antibiética de frutos de Passiflora edulis
(Maracuyd) en tres estadios de maduracion

Mariela Quirés Cubillo
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Segundo, Alajuela; mariela.quiros.cubillo@una.cr.

(Este trabajo fue sometido a la Revista Uniciencia para su publicacion formal. Debe
buscarse como: Quirés-Cubillo, M.; Syedd-Ledn; R.; Valdés-Dias, S., Oviedo-Quirgs,
J.J y Alvarez-Valverde, V. Capacidad antioxidante y antibidtica de frutos de Passiflora
edulis (Maracuya) en tres estadios de maduracién. Anexo 7.

Resumen

El objetivo de este estudio fue analizar el potencial antioxidante y antibiético de los frutos de
Passiflora edulis (Maracuyd) en tres estadios de maduracion (intermedio, maduro y post maduro); a
través del tiempo 6ptimo de consumo de la fruta con relacion al desarrollo de metabolitos secundarios de
interés comercial (polifenoles totales, alcaloides y antocianinas). El fruto fue producido en Batéan, Costa
Rica, y se utilizd de la fruta de maracuyd su pulpa y céscara. Se realizaron ensayos cualitativos,
empleando 3 réplicas por muestra de las pruebas de Dragendorff, Mayer, Lieberman Burchard, Tricloruro
Férrico y Shinoda; mientras que para los ensayos cuantitativos se utilizaron 6 réplicas y 4 diferentes
sistemas de solventes (S1: agua, S2: acetona: agua (7:3), S3: etanol: agua (7:3) y S4: etanol 95%), de los
cuales se seleccion6 el que brindd mejor rendimiento de extraccion, para realizar los ensayos de Folin-
Ciocalteu (polifenoles totales), ORAC (actividad antioxidante) y Kirby-Bauer (actividad antibacteriana).
Las comparaciones entre maltiples grupos fueron analizadas con Kruskal-Wallis y Tukey, y las
correlaciones a través del coeficiente de Spearman. Todos los datos se analizaron en SPSS (p<0.05). A
nivel cualitativo la actividad biolégica fue dudosa en fenoles y alcaloides para céscaras y negativa en
pulpas; sin embargo, fue intensa para ambas muestras en antocianinas. El solvente seleccionado fue
acetona:agua (7:3), con un nimero 6ptimo de 3 extracciones. La cantidad de polifenoles totales (PFT) y la
actividad antioxidante fue significativamente mayor en cascaras (7,23 £0,04 mg EAG/ gMS; 2402,706 +
518,827 umol ET/ gMS) que en pulpas (3,50+0,15 mg EAG/ gMS, 1092,350 + 252,034 umol ET/ gMS),
mientras que entre estadios de maduracion solo hubo diferencias significativas en el contenido PTF en
cascaras. La actividad antibidtica demostré un porcentaje relativo del didmetro de la zona de inhibicion
(%PRDZI) con una efectividad del 25 % PRDZI en cascara y menor al 15 % PRDZI en pulpa para las
bacterias gram-positivas y de 0% en ambos casos para las gram-negativas. En general, los resultados
indican que los compuestos bioactivos son mayores en cdscaras que en pulpa, con mayor presencia en los
estadios premaduro y postmaduro. Por lo que, se considera que la cascara de maracuya funciona como
una fuente rica en compuestos bioactivos con importante actividad antioxidante y antibiética, que puede
ser aprovechada en la generacidn de alimentos nutracéuticos, que transformen las estrategias de
produccion y fortalezca la economia circular del pais.
Palabras clave: Fruta de la pasion; analisis fitoquimicos; radicales libres; agricultura no tradicional;
polifenoles; antocianinas; susceptibilidad bacteriana.

Abstract

The objective of this study was to analyze the antioxidant and antibiotic potential of Passiflora edulis
(Maracuyd) fruits in three stages of maturation (intermediate, mature and post-mature); through the
optimal time of fruit consumption in relation to the development of secondary metabolites of commercial
interest (total polyphenols, alkaloids and anthocyanins). The fruit was produced in Batan, Costa Rica, and
its pulp and peel were used from the passion fruit. Qualitative tests were carried out, using 3 replicates per
sample of the Dragendorff, Mayer, Lieberman Burchard, Ferric Trichloride and Shinoda tests; while for
the quantitative tests, 6 replicates and 4 different solvent systems were used (S1: water, S2: acetone:
water (7: 3), S3: ethanol: water (7: 3) and S4: 95% ethanol), of which the one that provided the best
extraction performance was selected to perform the Folin-Ciocalteu (total polyphenols), ORAC
(antioxidant activity) and Kirby-Bauer (antibacterial activity) tests. The comparisons between multiple



groups were analyzed with Kruskal-Wallis and Tukey, and the correlations through the Spearman
coefficient. All data were analyzed in SPSS (p<0.05). At a qualitative level, the biological activity was
doubtful in phenols and alkaloids for peels and negative in pulps, however, it was intense for both
samples in anthocyanins. The selected solvent was acetone-water (7:3), with an optimal number of 3
extractions. The total polyphenols content (TPC) and antioxidant activity were significantly higher in
peels (7.23 £ 0.04 mg EAG / gMS; 2402.706 + 518.827 umol ET / gMS) than in pulps (3.50 + 0, 15 mg
EAG / gMS, 1092.350 + 252.034 umol ET / gMS), while between the maturation stages there were only
significant differences in the TPC content in peels. The antibiotic activity demonstrated a relative
percentage of the diameter of the zone of inhibition (% PRDZI) in relation to the positive control,
an effectiveness of 25% PRDZI in peel and less than 15% PRDZI in pulp for gram-positive
bacteria and 0% for gram-negatives. In general, the results indicate that the bioactive compounds
are higher in peels than in pulp, with a greater presence in the mature and post-mature Stages.
Therefore, it is considered that the passion fruit peel functions as a rich source of bioactive
compounds with important antioxidant and antibiotic activity, which can be used in the
generation of nutraceutical foods, which transform production strategies and strengthen the
circular economy of the country.

Keywords: Passion fruit; phytochemical analysis; free radicals; non-traditional agriculture; polyphenols;
anthocyanins; bacterial susceptibility.

Introduccion

La agricultura en Costa Rica es un factor de alta importancia socioeconémica
(Infante, 2016), que ha direccionado su economia circular en modelos productivos y de
consumo que posean un valor agregado; es decir, que busquen la reduccion y
reutilizacion de los desechos alimentarios (Xia & Ruan, 2020). Sus avances, han
impulsado el estudio e implementacion de procesos industriales bioquimicos
(Pechlaner, 2010) enfocados en diversos mercados mas sustentables (Prasad etal.,
2017) y con mayor composicion nutricional (Jones & Ejeta, 2015).

En la actualidad, una serie de acciones gubernamentales, son promovidas con
base en los Objetivos de Desarrollo Sostenible 2030 del PNUD (FAO, 2015); donde se
estudia el ciclo de vida de los productos de consumo, buscando un equilibrio entre el
aporte de los beneficios en la salud humana (Wadhawan & Kaur, 2019) y la afectacion
ambiental por desechos no valorizables en las diferentes etapas de produccidn (desde el
productor hasta el consumidor final) (Ley para la Gestion Integral de Residuos N°
8839, 2010).

Algunos cultivos de produccion nacional como el maracuya (Passiflora
edulis)(MAG, 1991), posee propiedades organolépticas (fuerte aroma y alta acidez)
comercialmente atractivas y propiedades nutricionales (vitamina A y C, y otros
minerales) como alimento funcional (Ferreira et al., 2020; Ramaiya et al., 2019; Xu
et al., 2019). Su exportacion anual (24 toneladas en 2014) esta en crecimiento, ya que su
fruta se consume principalmente fresca en jugos, bebidas y/o concentrados, asi como en
otros subproductos derivados (salsa, aderezos y mermeladas) para la industria
alimentaria (Ulloa, 2017).

De manera puntual, la pulpa de maracuya es la mas parte mas utilizada del fruto;
por lo que, la cascara y el endocarpio son regularmente botados en rellenos sanitarios;
es decir, son considerados desechos no valorizables (Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal, 2010; Escobedo, 2013). La descomposicion natural de la
cascara requiere de un largo periodo, no siendo muy eficiente como abono; lo cual



sugiere, que sus componentes bioguimicos pueden poseer algunos efectos de resistencia
o inhibicion sobre los microorganismos descomponedores (Barbieri et al., 2017).

En concreto, esta y otras propiedades bioldgicas encontradas en plantas se deben
a la produccién de metabolitos secundarios, sintetizados a raiz de la exposicion al estrés
ambiental (Laxa et al., 2019). Estos metabolitos también reportados en los frutos de
maracuya, contienen uno de los grupos mas importantes, los polifenoles (Yepes et al.,
2021); los cuales son compuestos de gran importancia farmacoldgica con propiedades
antioxidantes y de prevencion de enfermedades (Birben etal., 2012; Pratima, 2019;
Thawabteh et al., 2019).

Considerando lo anterior es que una produccion de maracuya sustentable
requiere de un correcto aprovechamiento del fruto (tanto pulpa como cascara); para lo
cual, es importante conocer y desarrollar su perfil de metabolitos secundarios (Sabogal-
Palma etal., 2016). Ademas, es necesario contemplar aquellos frutos que son
desechados debido a su desprendimiento temprano del arbusto (pre-maduros) y aquellos
que ya no son atractivos debido a su pérdida de calidad comercial (post-maduros); dado
que, el estado de maduracion de un alimento modifica su composicion metabolica
(Torres et al., 2013; Uribe, 2016).

Por lo tanto, conocer el perfil metabolico de la fruta de maracuya en diferentes
estados de maduracion, seria de utilidad en la valoracion de estos como fuentes
alternativas de compuestos de interés bioldgico. Esto a fin de realizar una revaloracién
de sus desechos y obtener un mayor valor para la actividad comercial. Con base en lo
anterior, este estudio tiene por objetivo evaluar como se modifica el perfil de
compuestos antioxidantes durante el proceso de maduracion de los frutos de Passiflora
edulis (Maracuya). Esto con el fin de considerar el planteamiento de alternativas de uso
para los desechos de esta industria y asi mejorar la promocién de alimentos funcionales
que fortalezcan la economia circular del pais.

Metodologia

Recolecta y tratamiento de las muestras

Los frutos de Passiflora edulis fueron recolectados al azar, en octubre del 2020,
de una finca productora en Batan, Limon, Costa Rica (N: 10.093047, W: -83.387119), a
35 m.s.n.m, y trasladados a las instalaciones del Laboratorio de Docencia en Quimica
Industrial (LADOQUI) de la Universidad Nacional. La seleccion se realiz con base en
tres estados de maduracion: M1. fruto pre-maduro (aun presentan algunas manchas o
coloraciones verdes en su cascara, coloquialmente conocidas como “pintonas”), M2.
fruto maduro (presentan una cascara completamente amarilla o puarpura) y M3. fruto
post-maduro (céscara presenta arrugas, cambios de coloracién o hundimientos). La
pulpa (sin semillas) y el exocarpio fueron separados del resto del fruto. Posteriormente,
las muestras se congelaron a -40 °C por 72 horas. Finalmente, las muestras se
liofilizaron y se trituraron en un molino de cuchillas, pasando al mismo tiempo por una
malla de apertura trapezoidal de 0,75 mm.



Determinacién cualitativa de metabolitos secundarios

Se realizaron pruebas cualitativas, tanto en pulpa como en cascara y por
triplicado, de metabolitos secundarios para la determinacion de alcaloides a través de la
reaccion de Draggendorf y Mayer (San Roman, 2017); el reconocimiento de triterpenos
por el método o prueba de Liebermann-Burchard (Carvajal etal., 2009); el
reconocimiento de saponinas por la prueba de formacién de espuma (Valencia et al.,
2005); los compuestos fenodlicos y taninos mediante la prueba de tricloruro férrico y el
reactivo de gelatina (Valencia et al., 2005); los flavonoides, las leucoantocianidinas y
los glicosidos cardiotonicos mediante el ensayo de Shinoda, acido clorhidrico y reactivo
de Kedde, respectivamente (Oyola, 2016); el reconocimiento de quinonas siguiendo la
metodologia descrita por Carranza et al. (2009); antocianinas y cumarinas segun
Robles-Garcia et al. (2016). El analisis de los datos se realiz6 bajo el indicador de
presencia / no presencia, mediante una escala de medicion cualitativa nominal (intenso
0 abundante: ++++, moderado: ++, escaso +, dudoso: +).

Determinacién del mejor solvente y nUmero de extracciones 6ptimo

La determinacion del mejor solvente y el nimero éptimo de extracciones se
realizd por triplicado a través del contenido de fenoles totales (PFT) por el método de
Folin-Ciocalteu, tanto en pulpa (P) como en céscara (C). Para esto, se compararon 4
diferentes solventes o mezclas (S1-agua; S2-acetona: agua (7:3); S3-etanol: agua (7:3);
y S4-etanol 95 %) utilizando el material seco y molido. Para el nimero de extracciones
consecutivas, se analiz6 de 1 a 5 con la intencion de obtener el mayor rendimiento de
extraccion de polifenoles (Gutiérrezla et al., 2008). La cuantificacion de los polifenoles
totales, por triplicado, se analizé usando un lector de microplacas marca Biotek-Synergy
HT, con una secuencia de agitacion por 30 s e incubacion por 20 minutos antes de la
lectura.

Determinacion de Polifenoles Totales por Folin-Ciocalteu

La cantidad de polifenoles totales (PFT) se determind segun el método descrito
por Syedd-Leon et al. (2020). Se utilizé una curva de calibracion con acido galico como
estandar fendlico de referencia siguiendo la metodologia descrita por Leyva (2009), con
las siguientes concentraciones: 0,03, 0,06, 0,09, 0,120 y 0,150 mg/mL. La
cuantificacion de los polifenoles totales, por triplicado, se analiz6 mediante un lector de
microplacas marca Biotek-Synergy HT.

Determinacién de la Actividad Antioxidante por ORAC

La actividad antioxidante se analiz6 por el método denominado Capacidad de
Absorcién de Radicales de Oxigeno (ORAC por sus siglas en inglés) descrito por
Zapata et al. (2014), utilizando como patron de referencia Trolox con las siguientes
concentraciones: 6,25, 12,5, 25, 50, 75 y 100 pumol/L (Fernandez-Pachon et al., 2006).
La cuantificacion de la capacidad antioxidante se realiz6 por triplicado y se analizd
mediante un lector de microplacas marca Biotek-Synergy HT.



Medicién de susceptibilidad bacteriana

La determinacién de la actividad antibiotica fue realizada por el método de
Kirby-Bauer midiendo los halos de inhibicion (Bernal & Guzman, 1984), por triplicado;
utilizando dos especies bacterianas gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens) y dos gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) en una
concentracion equivalente a 0,5 estandar de McFarland (Hudzicki, 2009). Se utilizaron
tres concentraciones iniciales de extractos tanto de pulpas como de cascaras (20 g, 10
nug y 5 ug), un control positivo (Gentamicina de 10 pg) y un control negativo (el mejor
solvente seleccionado). Posteriormente, se realizd una segunda prueba utilizando
extractos de cascaras y a las concentraciones de 56 [, 28 pug y 14 pug acompafiada de
ambos controles (positivo y negativo) y las placas fueron incubadas por 72 horas. Los
halos de inhibicion fueron observados a través de un contador Interscience Scan 100.
Los datos obtenidos fueron analizados porcentualmente respecto del testigo, donde el
porcentaje relativo del diametro de la zona de inhibicion (PRDZI) y el diametro de la
zona de inhibicion (DZI) establecen una relacion entre el extracto evaluado y el
antibidtico de referencia, segun la siguiente formula:

DZI extracto — DZI control negativo

%PRDZI = x 100
% DZI control positivo *

Todos los resultados cualitativos obtenidos en esta investigacion fueron
procesados mediante el software estadistico SPSS®, al realizar la prueba de Kruskal-
Wallis y la prueba de medias de Tukey (P <0,001).

Resultados y analisis

Determinacioén cualitativa de metabolitos secundarios

La composicion de metabolitos secundarios en P. edulis es muy diversa dado
que se pudo identificar la presencia de los grupos mayoritarios en diferentes
proporciones cualitativas (Tabla 1). Tal como se menciond previamente, los resultados
se muestran tanto en cascara (C) como en pulpa (P) para los tres estadios de maduracion
en estudio (M1, M2 y M3). Esta interpretacion debe verse desde el punto de vista
cualitativo en la cual la escala colorimétrica de la intensidad del color esta relacionada
con su abundancia relativa.

En general no se logré detectar la presencia de quinonas y glicosidos
cardiotonicos. Los grupos de los alcaloides y taninos, asi como fenoles libres estan en
cantidades apenas perceptibles, por lo que estdn por debajo del limite de identificacion
de las pruebas realizadas. Por otro lado, cabe destacar de manera particular la
abundancia relativa de cumarinas, antocianinas los cuales estan presentes tanto en fruto
como en cascara, sin diferenciacion segun el estado de maduracion. La abundancia de
antocianinas es un factor importante porque son componentes que dan color a las frutas
(Jibaja & Tuitice, 2021) Estas tiene importantes funciones bioldgicas como la reduccion
de la enfermedad coronaria, efectos antitumorales y una alta relacién con la actividad
antioxidante (Paredes, 2019). De manera general los ensayos muestran que es mas
diversa la composicion de metabolitos secundarios en cascara que en la pulpa, por
ejemplo, los flavonoides fueron detectados sélo en la cascara, mientras que las
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saponinas Y triterpenos son mas abundantes en esta parte del fruto. Una posible razén
para esta diferencia es que una buena parte de la pulpa son carbohidratos y que la
cascara al ser la parte mas expuesta al ambiente requiere funcionar como una barrera de
proteccion ante las condiciones ambientes y la intencion con organismos (Barragan &
Galarza, 2020)

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los de Carvajal
etal. (2014) y Souza do Nascimento & dos Santos Gama (2015) en donde obtuvieron
respuestas muy positivas en antocianinas, cumarinas y flavonoides en la cascara de P.
edulis Sims y una respuesta positiva en triterpenos y alcaloides en pulpa de P. edulis f.
flavicarpa O. Deg.

La presencia abundante de antocianinas, cumarinas y flavonoides brinda indicios
de la capacidad antioxidante y antibidtica de los estados de maduracién de la cascara y
la pulpa, ya que esta estrechamente relacionada con el contenido de fenoles (Chaparro-
Rojas et al., 2014). En especial las antocianinas y los flavonoides poseen una capacidad
para captar radicales libres generados por el estrés oxidativo (Barragan et al., 2016;
Ldopez, 2002) y por su parte, a las cumarinas se le adjudica la defensa de la planta por lo
que son indicadoras de actividad bactericida y antifingica debido a la produccién de
toxinas (Erb & Kliebenstein, 2020).

Tabla 1. Comparacion de los compuestos bioactivos en extractos de cascara (C) y pulpa
(P) P. edulis, de los tres estadios de maduracion (M1: premaduro, M2: maduro y M3:
postmaduro. Fuente propia de la investigacion. Nota: Fuente propia de la investigacion.

Metabolito CM1 | CM2 | CM3 | PM1 | PM2 | PM3
Alcaloides + + + + +
Triterpenos ++ ++ | ++++ + ++ | ++++
Saponinas ++++ | H++H+ |+ |+

Fenoles y taninos + * +

Flavonoides ++++ |+t | 4

Leucoantocianinas ++++

Cardiotonicas

Quinonas

Antocianinas ++++ | HHEE | | | |
Cumarinas ++++ | ++++ | |+ | |

Medicion cualitativa nominal (intenso o abundante: ++++, moderado: ++, escaso +, dudoso: +).

Determinacidn del mejor disolvente y nimero de extracciones éptimo

La determinacion del contenido de polifenoles totales requiere encontrar las
condiciones Optimas de extraccion, las cuales van a variar de una matriz alimenticia a
otra. Dado que los componentes tipo fendlico son de naturaleza polar se probaron varios
sistemas de solventes de esta naturaleza (S1: agua, S2: acetona: agua (7:3), S3: etanol:
agua (7:3) y S4: etanol 95%). La seleccién cuidadosa de este solvente aunado al nimero
de extraccion evita que al momento del anélisis se hagan subestimaciones. Este ensayo
se realiz6 sobre la cascara dado que es la parte del fruto que normalmente se desecha
durante el consumo y porque ademas segun el resultado previo fue la que tiene mayor
diversidad en su composicién de metabolitos secundarios.

En la figura 1 se presenta un grafico de barras que muestra la cantidad de
polifenoles extraidos en céscara con los cuatro solventes a los tres estados de
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maduracion. Si consideramos los resultados por estado de maduracién, en M1 el mejor
solvente seria S1, en el estado M2 el mejor solvente seria S2 (p<0.05), y finalmente en
M3 todos los solventes tienen estadisticamente el mismo poder extractivo. S1 parece ser
un buen solvente en M1, pero muy pobre en M2. De manera combinada, considerando
de manera colectiva los tres estados de maduracién el mejor solvente es S2, por lo cual
fue el seleccionado para los siguientes analisis.

Estudios previos respaldan el uso de acetona:agua (7:3) para el mejor
rendimiento de PFT en el nance (2,94 + 0,28 mg GAE/ mg MS) (Sousa et al., 2019), asi
como para extractos de granos cerveceros tanto en PFT (0,160 + 0,005 mgGAE/L)
como actividad antioxidante (AA) (0,064 £ 0,005 mg TE/L)(Zuorro et al., 2019); PFT y
AA en Eucalyptus camaldulensis (Nasr et al., 2019) y PFT en maracuya amarilla (2,05
+ 0,04 g GA/kg) (De Souza et al., 2017).

Asi mismo, el contenido fendlico de otras mezclas como etanol:agua (Gomes
etal.,, 2017; Obregén & Obregon, 2019; Souza do Nascimento & dos Santos Gama,
2015) reportaron menor rendimiento en cascara y pulpa de P. edulis en otros estudios.

8,00 7 a E CM1

7,00 - a M CM2
ok HCM3

6,00
5,00
4,00

3,00

mg/mL EAG £ 0.01

2,00

1,00

0,00
S1 S2 S3 S4
Solvente

Figura 1. Comparacion de la extraccion de PFT céscara (C) de P. edulis con el método
Folin-Ciocalteu con diferentes solventes (S1: agua, S2: acetona: agua (7:3), S3: etanol:
agua (7:3) y S4: etanol 95%) de extraccién en tres estadios de maduracion (M1:
premaduro, M2: maduro y M3: postmaduro). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey, p<0,05). Nota: Fuente propia de la
investigacion.

Por otra parte, en la figura 2. la determinacion del nimero Optimo de
extracciones muestra que no hay diferencia significativa en el contenido de PFT en
pulpa, entre la extraccion 1 y la 4, y entre la 3 y 5; mientras que en cascara existe
diferencia significativa entre la extraccion 1, 2 y 3, pero no entre la 3, 4 y 5. Por lo
tanto, se determind que 3 extracciones sucesivas, son las adecuadas para los extractos.
Lo anterior concuerda con diversos estudios de contenidos fenodlicos y actividad
antioxidante que utilizan 3 extracciones como mejor rendimiento del extracto (Alvarez
et al., 2016; Iglesias-Carres et al., 2019; Mesen-Mora et al., 2019). La optimizacion en
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el numero de extracciones implica el maximo rendimiento de extraccion y el minimo
uso de proceso en su obtencion.

300 - @ Cascara

c
B 7.00 {—@-Pulpa c ¢ T
(=] -
S 6,00 b ?
2] T
S 5,00 - a ¥
=1¥]
“2 4,00 A ; o
) e
28 i
. 3,00 d d d
= 2,00 H
1,00 A
0,00 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Numero de extracciones sucesivas

Figura 2. Comparacién de la extraccion de PFT de cascara y pulpa de P. edulis en el
estado de pre-maduracion (CM1) con el método Folin-Ciocalteu con diferente nimero
de extracciones sucesivas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (Tukey, p<0,05). Nota: Fuente propia de la investigacion.

Determinacion de Polifenoles Totales por Folin-Ciocalteu

Los resultados de polifenoles totales (PFT) se reportan como equivalentes de
acido galico por gramo de muestra seca, siendo la forma mas comdn en muestras
alimenticias, lo cual favorece su comparacion. La figura 3 muestra los resultados de la
cascara (C) y pulpa (P) en los tres estados de maduracién (M1, M2 y M3).

El contenido de PFT es mayor en la cascara (5,68 mg EAG/ gMS) que en la
pulpa (2,88 mg EAG/ gMS) siendo casi el doble. Es importante resaltar que la c&scara
es el principal desecho que genera este fruto, y es el que tiene mas potencial en posibles
usos extractivos posteriores para su aprovechamiento. Actualmente existen en el
mercado productos macrobiéticos en los cuales se usan exocarpios de frutos de modo
que el maracuya puede incluirse en la lista de posibles aplicaciones.

Por otro lado, la mayor cantidad se presenta en cascara premadura (CM1) 7,23
+0,04 mg EAG/ gMS (p <0,05); en cascara postmadura (CM3) 6,21+0,16 mg EAG/
gMS (p <0,05); y la pulpa premadura (PM1) 3,50+0,15 mg EAG/ gMS (p <0,05). El
estado de maduracion parece tener un efecto inversamente proporcional muy claro en la
pulpa, es decir conforme avanza el estado de maduracion desciende la cantidad de PFT,
en la céscara el efecto es similar pero menos marcado. Esto puede deberse a que la
maduracion implica un proceso en el cual el almidén es rapidamente hidrolizado a
azucares (glucosa y fructosa) y a su vez existe una reducciéon de los taninos y un
aumento de pH, lo que puede alterar las concentraciones de fenoles libres (Martinez-
Gonzélez et al., 2017).

El analisis de contenido fendlico realizado por Martinez etal. (2012) en
coproductos (cascara, pulpa y semillas) de P. edulis L., cv. Flavicarpa mostrd valores
similares (2,46 mg EAG/ gMS) a los obtenidos en este ensayo para PM2 y PM3. Otros
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estudios en pulpa reportaron 74,61 mg EAG/mL (Obregén & Obregén, 2019); 6,35+
0,03 mg EAG /g MS en P. mollissima y 10,18+ 0,14 mg EAG/ gMS para P. tarminiana,
también conocidas como Curuba quitefia (Banana passion fruit), y siendo mas similares
a los resultados que fueron obtenidos para CM1 y CM3 (Contreras-Calderdn et al.,
2011).

Por otra parte, Yepes et al. (2021) y (Oliveira et al., 2016) reportaron valores de
PFT de 0,32 + 0,04 g EGA/g MS y 0.39 £ 0.1 g EGA/gMS, respectivamente en extracto
etandlico de semillas de maracuyé, los cuales son considerablemente méas bajos que los
obtenidos en este estudio. Cabe resaltar que ninguno de estos estudios considerd la
variacion por maduracion. Por lo tanto, los valores alcanzados para cascara en este
estudio fueron superiores a los extractos acuosos de coproductos como pulpas y
semillas de otros estudios en pasifloras. Lo anterior corrobora que las diferencias
significativas entre cascara y pulpa se encuentran debido a diversos factores como la
madurez del fruto, diferente variedad, tipo de suelo, clima, factores genéticos y métodos
de procesamiento y extraccion (Martinez-Gonzalez et al., 2017; Martinez et al., 2012).

9,00
8,00 -
7,00 I
600 { |a I
5,00 - c

mg EAG/gMS +0.01

4,00 -
3,00 -

T
b b I -
2.00 1 e
’ d
1.00 -
0.00 : :
PMI PM2 PM3

CM1 CM2 CM3
Extracto

Figura 3. Distribucion de la cantidad de polifenoles totales (PFT) en P. edulis de
cascara (C) y pulpa (P) en tres estadios de maduracién (M1: premaduro, M2: maduro y
M3: postmaduro) determinadas por el método Folin-Ciocalteu. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (Tukey, p<0,05). Nota: Fuente propia de la
investigacion.

Determinacion de la Actividad Antioxidante por ORAC

La actividad antioxidante (AA) se realizd utilizando Trolox como antioxidante
de referencia para compararlo contra los extractos, de modo que los resultados se
reportan como pumol ET/gMS. Esta sustancia es la mas usada en muestras alimenticias
dado que funciona como un antioxidante andlogo de la vitamina E (Lépez, 2015). El
método de cuantificacion (ORAC) refleja la interaccion sinérgica de todos los
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antioxidantes presentes en la muestra para inactivar los radicales peroxilo (Gonzélez
etal., 2019).

De manera consistente con el resultado previo para el contenido de polifenoles
totales, los extractos de la cascara (CM1, CM2, CM3) presentaron mayor AA que la
pulpa (PM1, PM2, PM3) (p <0,05); observandose en promedio una actividad en cascara
de 2402,706 = 518,827 pmol ET/gMS y en pulpa de 1092,350 + 252,034 pmol
ET/gMS. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre estados de maduracion en
cascara (C) ni pulpa (P) como se muestra en la figura 4. Por lo cual, se puede afirmar
que el estado de maduracion no afecta el poder antioxidante del fruto. Esto puede
representar una ventaja en cuanto al aprovechamiento de desechos sin importar el estado
en que se encuentre.

4000,000

3500,000

3000,000
2500,000

1
—

2000,000 a I

1500,000

umol ET/gMS = 0.001

1000,000

ab l

0,000 . . . .
CM1 CM2 CM3 PMI PM2 PM3

500,000

Extractos

Figura 4. Distribucion de la cantidad de antioxidantes presente en P. edulis de céscara
(C) y pulpa (P) en tres estadios de maduracion (M1: premaduro, M2: maduro y M3:
postmaduro) determinadas por el método ORAC. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (Tukey, p<0,05). Nota: Fuente propia de la
investigacion.

Pocos estudios reportan la actividad antioxidante en P. edulis a través del
método ORAC utilizando extracto acetona:agua, por lo que, los valores de esta
investigacion superaron los datos obtenidos de la mayoria de estudios con el mismo
método. Valores de actividad antioxidante de extractos etandlicos de pulpa fueron
reportados para P. mollissima en ORAC-Hidrofilico 207,55 + 1,92 umol ET/ MS y
ORAC-Lipofilico 2,08 = 0,14 umol ET/ gMS (Chaparro-Rojas et al., 2014) y 10,82
pumol ET / gMS (Rojano et al., 2012).

La capacidad antioxidante del maracuya costarricense analizado es
significativamente superior al de la mayoria de las referencias encontradas. Para P.
edulis Sims en céscara en extracto etanolico se reportan valores de 494+22,1 umol ET/
gMS y en semillas de 1427,9+30,3 pumol ET/gMS (Gonzalez et al., 2019); mientras que
para extracto metanolico/acetona de cascara 68,58 + 0,06 umol ET/gMS (Cazarin et al.,
2014) y en hojas de 373,0 + 1,63 umol TE/gMS (J. K. da Silva et al., 2013). Finalmente,
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en P. edulis Sims f. flavicarpa se reporta actividad en harina de cascara entre 40,83 +
1,75 a 68,58 + 0,06 06 umol ET/gMS (Vuolo et al., 2019).

Tomando en consideracion los resultados reportados, es probable que las
diferencias se deban a las etapas previas de optimizacion de las condiciones de
extraccion en las que se seleccion6 el mejor solvente y el nUmero de extracciones, lo
que beneficia el rendimiento de compuesto fenolicos con actividad antioxidante, dando
como resultado un alto potencial antioxidante y de eliminacién de radicales. Por otro
lado, las diferencias en las variedades locales, indicativo de la diversidad genética y las
condiciones agroecologicas pueden ser factores determinantes. La presencia intensa de
metabolitos secundarios en la prueba cualitativa se relaciona con los datos obtenidos de
PFT y AA, que demuestran que la variacion de los componentes polifendlicos,
flavonides, carotenoides y vitamina C pueden ser responsables de la actividad captadora
de radicales libres y de su capacidad antioxidante (He et al., 2020), siendo esta variacién
la responsable por la diferencia entre cascaras y pulpas y/o estados de maduracion
(Martinez-Gonzalez et al., 2017).

También, se analizo el coeficiente de correlacion entre la actividad antioxidante
(ORAC) y el contenido de polifenoles totales (PFT) mediante la prueba de Spearman el
cual muestra una relacion directamente proporcional (r> = 0,67; p<0,05), demostrando
que a medida que hay mas PFT también se incrementa el potencial antioxidante (Figura
5). La potencia de la relacion entre estos dos pardmetros no es tan intensa, pero si
significativamente existente. Lo anterior es consistente con otros estudios previos en
varias matrices alimenticias (Syedd-Ledn et al., 2020). Segun se conoce en la literatura
cientifica los polifenoles son ampliamente conocidos por su capacidad de actuar ante los
procesos oxidativos (Parrales & Peralta, 2020).
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Figura 5. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales (PFT) y el potencial
antioxidante (ORAC) para muestras de cascara (C) y pulpa (P) en P. edulis. Nota:
Fuente propia la investigacion.
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Medicién de susceptibilidad bacteriana

Los extractos de cascara (C) y pulpa (P) en tres estadios de maduracién (M1,
M2, M3) y en tres diferentes concentraciones (20 pg, 10 pg y 5 pg) fueron probados
frente a microorganismos patdégenos humanos. En los resultados no se mostré halos
inhibitorios visibles en los discos colocados sobre los cultivos bacterianos gram
negativos (E. coli y P. fluorescens). Sin embargo, como se muestra la figura 6, en los
cultivos bacterianos gram positivos (S. aureos (Sa.) y B. subtilis (Bs)), se presentd la
mayor inhibicién al 25 % con relacion al control positivo (Gentamicina 10 pg) en los
extractos de la cascara (CM1, CM2, CM3) para la concentracién mas alta; mientras que
la inhibicién fue menor al 18% PRDZI en S. aureus a 20 pg en la pulpa (PM2 y PM3).

ac MSa.20 ug ®Sa. 10 pug ®@Sa.5ug

2500 ;& ac ¢ af

= = = HBs.20pg ®Bs. 10 pug HBs.5pug
20.00 4
=) de d € €
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CM1 CM2 CM3 PM1 PM2 PM3
Extractos

Figura 6. Distribucion de la actividad antibidtica presentada en S. aureos (Sa.) y B.
subtilis (Bs.) con relacion al control positivo (Gentamicina 10 g) presente en cascara
(C) y pulpa (P) de P. edulis en tres estadios de maduracién (M1: premaduro, M2:
maduro y M3: postmaduro) a tres concentraciones determinadas por el método de
Kirby-Bauer. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey,
p<0,05). Nota: Fuente propia de la investigacion.

Una segunda prueba de antibiograma fue realizada aumentando las
concentraciones (56 pg, 28 pg y 14 ug) de los extractos de cascara (CM1, CM2 y
CMB3), para confirmar la actividad antibiotica de las cascaras de maracuyd; rectificando
que las mismas no presentaban accidn antibacteriana sobre las bacterias gram negativas
(E. coli y P. fluorescens) en este estudio. Sin embargo, es claro que existe una relacion
proporcional entre el aumento de la concentracion del extracto y el % de PRDZI sobre
ambas bacterias (S. aureos y B. subtilis) alcanzando un valor de PRDZI del 28 % con
relacion al control positivo (Gentamicina 10 pg), pero sin diferencias significativas
entre bacterias a la misma concentracion del extracto (figura 7).

La ausencia de inhibicion de los extractos sobre las bacterias gram negativas
puede deberse a que la concentracion del extracto utilizado no fue suficiente, ya que la
actividad antibiotica reportada por He etal. (2020) y Dzotam etal. (2016) sobre P.
edulis mediante un extracto metandlico de su pericarpio refiere concentraciones
inhibitorias minimas (CMI) que oscilan entre 128 y 1024 pug / mL para la inhibicion de
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E. coli, Enterobacter aerogenes, P. aeruginosa, entre otras. Por otro lado, la inhibicion
de las bacterias gram positivas (S. aureos y B. subtilis) a las concentraciones propuestas
se puede explicar con base en la sencillez de la estructura de su pared celular, ya que
estas bacterias poseen una capa gruesa de peptidoglucano que recubre la membrana
citoplasmatica, mientras que las bacterias gram negativas poseen una membrana externa
que recubre los peptidoglucanos; volviéndola mas resistente (Silva et al., 2018).

MSa. 56 ug wSa.28 ug ®Sa l4pg
HBs. 56 ug ®Bs. 28 ug H®Bs. 14 g

30,00
25,00

01

20,00
15,00

10,00

PRDZI (%) £ 0
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0,00

CM1 CM2 CM3
Extractos

Figura 7. Distribucion de la actividad antibiotica presentada en S. aureos (Sa.) y B.
subtilis (Bs.) con relacion al control positivo (Gentamicina 10 pg) presente en cascara
(C) (P) de P. edulis en tres estadios de maduracion (M1: premaduro, M2: maduro y M3:
postmaduro) a tres concentraciones determinadas por el método de Kirby-Bauer. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, p<0,05). Nota:
Fuente propia de la investigacion.

En relacion con la limitada inhibicion presentada por las muestras de pulpa
(PM3, PM2, PM3), podria estar asociado de igual manera a la concentracion utilizada
en estas (20 pg) ya que Rizwana et al. (2019) reportaron para extractos de pulpa en
acetona, halos de inhibicion de 15,00 £ 0,81mm para S. aureus, 17,33 + 0,94 mm para
B. subtilis , 14,00 £ 0,81 mm en E. coli y 18,66 + 0,47 mm en P. aeruginosa, utilizando
una concentracién del extracto (128 mg/mL). Finalmente, con relacion a los extractos de
56 g en cascaré sobre S. aureus en promedio los halos de inhibicién fueron 6,60 + 0,02
mm y para B. subtilis de 6,10 £ 0,01 mm; mientras que Rizwana et al. (2019) reportd
valores de 8.00+0.00mm y 11.66+0.47, respectivamente; lo que supone que aungue se
presentd un aumento en la inhibicion al aumentar la concentracion del extracto, la
concentracion usada es insuficiente para generar una diferencia notoria en la inhibicion
de las bacterias.

En efecto, el extracto requiere una concentracion minima inhibitoria (CMI) que
le permita inhibir el crecimiento bacteriano, es por esto que para el caso de S. aureos la
inhibicion se presenta a partir de los 20 g siendo concordante con lo reportado por dos
Santos et al. (2020) en una CMI de 15,62 pg/mL para esta bacteria. Otros estudios
reportan halos de inhibicion de 7-9 mm para bacterias como S. aureus, B. subtilisy E.
coli utilizando extracto cloroformo y una concentracion de 500 pg (Ripa et al., 2009).
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Conclusiones

Las condiciones éptimas para lograr un maximo rendimiento de extraccion de
polifenoles totales en P. edulis se alcanzan utilizando un mezcla de acetona:agua en
proporcion 7:3 como disolvente, y un maximo de tres extracciones sucesivas con
volimenes equivalentes.

La composicion de metabolitos secundarios presentes en el fruto y cascaras de
maracuya es muy diversa, siendo el grupo mayoritario los polifenoles.

La parte del fruto que contiene mayor potencial en el posible uso y
aprovechamiento farmacologico, a fin de dar valor agregado a la produccién de
maracuya, es la cascara. Esto debido a que presenté mayor contenido de polifenoles
totales y capacidad antioxidante que la pulpa, plantedndose que como desecho
agroindustrial existen alternativas de aprovechamiento que contribuyen a la economia
circular de la P. edulis.

Una buena parte de la capacidad antioxidante de los extractos de maracuya se
debe a los polifenoles presentes en pulpa y cascaras, sin excluir otros componentes con
esta actividad. Para los mismos se encontré una relacion directa entre el contenido de
polifenoles totales y la capacidad antioxidante lo cual sustenta la afirmacion.

El contenido de polifenoles totales es afectado por el estado de maduracién con
una relacion inversamente proporcional en pulpa y de manera menos marcada en
cascara. No obstante, el efecto antioxidante de manera global no se afecta de manera
significativa por el estado de maduracion, aspecto que constituye una ventaja en el uso
de los desechos de la c&scara en cualquier etapa del proceso.

Los frutos de maracuya, particularmente la cascara, son una fuente alternativa en
la busqueda de nuevos componentes antibidticos naturales contra bacterias gram
positivas, no asi sobre gram negativas en las cuales el efecto fue muy pobre sobre las
cepas utilizadas.
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Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Las condiciones Optimas encontradas para lograr un maximo rendimiento de
extraccion de polifenoles totales en las muestras de cascara y pulpa de P. edulis se
alcanzan utilizando un mezcla de acetona:agua en proporciéon 7:3 como disolvente, y
un maximo de tres extracciones sucesivas con volimenes equivalentes.

La composicion de metabolitos secundarios presentes en el fruto y cascaras de
maracuya es muy diversa, siendo el grupo mayoritario los polifenoles.

La parte del fruto que contiene mayor potencial en el posible uso y
aprovechamiento farmacolégico, a fin de dar valor agregado a la produccién de
maracuya, es la cascara. Esto debido a que presenté mayor contenido de polifenoles
totales y capacidad antioxidante que la pulpa, plantedndose que como desecho
agroindustrial existen alternativas de aprovechamiento que contribuyen a la economia
circular de la P. edulis.

Una buena parte de la capacidad antioxidante de los extractos de maracuya se
debe a los polifenoles presentes en pulpa y cascaras, sin excluir otros componentes
con esta actividad. Para los mismos se encontr6 una relacion directa entre el
contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante lo cual sustenta la
afirmacion.

El contenido de polifenoles totales es afectado por el estado de maduracion
con una relacion inversamente proporcional en pulpa y de manera menos marcada en
cascara. No obstante, el efecto antioxidante de manera global no se afecta de manera
significativa por el estado de maduracién, aspecto que constituye una ventaja en el
uso de los desechos de la cascara en cualquier etapa del proceso.

Los frutos de maracuya, particularmente la cascara, son una fuente alternativa
en la busqueda de nuevos componentes antibidticos naturales contra bacterias gram
positivas, no asi sobre gram negativas en las cuales el efecto fue muy pobre sobre las
cepas utilizadas.

En general se considera que las cascaras que son actualmente un desecho
vegetal en la comercializacion de este fruto poseen componentes bioactivos
antioxidantes y antibiéticos de importancia que pueden ser aprovechados en la
fabricacién de subproductos farmacoldgicos y/o en alimentos funcionales; de forma
gue se innové en estrategias de produccion y a su vez se fortalezca la economia
circular del pais.

Recomendaciones

La presencia y cantidad de compuestos bioactivos presentes en la fruta de P.
edulis respalda la utilizacion de los desechos actuales de la fruta (cascara) como
componentes claves para la fabricacion de nuevos subproductos de esta. Con base en
esto se recomienda realizar pruebas a mayor escala para el aprovechamiento de estos
recursos.

Se recomienda profundizar en el analisis de compuestos fendlicos del P. edulis,
incluyendo cultivos de otras areas del pais, de manera que se puede comparar entre
cultivos y se determine las diferencias en la generacion de compuestos bioactivos a
raiz de las diferencias ambientales de estos (suelos, clima, humedad y nutrientes del
suelo).
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Para ampliar el perfil metabdlico de los frutos de P. edulis, se recomienda
continuar con los andlisis de antocianinas y aminoacidos, de manera que se pueda
conocer la calidad de los frutos cultivados en el pais y esto sirva como herramienta de
proyeccion comercial hacia mercados especializados.

A raiz de los datos presentados en los antibiogramas, se recomienda elevar la
concentracion de las muestras a una escala de dosis de 100, 300, 600, 900 y 1200 ug
con el fin de confirmar las propiedades bactericidas de las muestras de la fruta de P.
edulis, tanto en gram positivas como en gram negativas.

Con base en los resultados obtenidos, se recomienda la utilizacion de la
cascara de maracuya para la extraccion de los compuestos fendlicos, y su explotacion
hacia mercados especializados en la elaboracion de harinas, geles, y /o encapsulados
nutracéuticos, cosmeéticos, farmacos o alimentos con altos contenidos de polifenoles y
antioxidantes.
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Anexos

ANEXO 1: Muestras de los estados de maduracion de los frutos de P. edulis utilizados
en este estudio.

i w ! 3
Figura 1. Estado de premaduro del fruto de maracuya. Notese la coloracion de las
cascaras y el grosor del endocarpio (capa blanca alrededor de la pulpa y las semillas).

Ve

’ rt . 4 \
Figura 2. Estado de maduro del fruto de maracuya. Noétese la coloracion de las
cascaras, la reduccién del endocarpio, el volumen y la turgencia del arilo (bolsa jugosa
gue contiene la pulpay las semillas.
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Figura 3. Estado de prostmaduro del fruto de maracuya.
cascaras y la disminucion en el volumen del arilo.

Noétese el hundimiento de las
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ANEXO 2: Datos cualitativos de los metabolitos secundarios positivos en las muestras
de cascara y pulpa de P. edulis.

Figura 4. Reconocimiento cualitativo de la presencia de triterpenos en las muestras de

cascara postmadura. La prueba se considera positiva si existe presencia de colores
verde, azul, rojo o violeta durante la interfase al agregarle el H,SO4 en la reaccién de

Liebermann-Burchard.

Figura 5. Reconocimiento cualitativo de la presencia de saponinas en las muestras de
cascara premadura. La formacién de espuma con apariencia de panal de abeja
estable por unos 30 minutos se considera positivo para la prueba de espuma.

Figura 6. Reconocimiento cualitativo de la presencia de flavonoides en las muestras de
céscara premadura. La aparicién de colores como naranja, rojo, violeta 6 rosado
demuestran la presencia de flavonona en la prueba de Shinoda.
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Figura 7. Reconocimiento cualitativo de la presencia de antocianinas en las muestras
de cascara madura. Se compararon tres muestras con adicion de &acidos y/o bases a
los cuales se les midi6 el pH a través de tiras de pH Fermont. Las antocianinas se
reconocen por producir diferentes colores a diferentes pH.

Figura 8. Reconocimiento cualitativo de la presencia de cumarinas en las muestras de
céscara premadura. Observacion visual del papel filtro en camara de luz ultravioleta
con lampara con una longitud de onda de 365 nm. La aparicibn de manchas con
coloracién fluorescente (azul, verde, amarilla o roja), denota positivo para esta prueba.
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ANEXO 3: Valores promedios de absorbancia y desviacion estandar de los extractos
de céascara (C) y pulpa de P. edulis, leidos en lector de microplacas a 755 nm para la
determinacion de polifenoles totales (PFT).

Cuadro 1. Valores promedios de concentracion y desviacioén estandar de los extractos
de céascara (C) y pulpa (P) por estado premaduro (M1), maduro (M2) y postmaduro
(M3) segun el solvente usado (S1: agua, S2: acetona-agua (7:3), S3: etanol: agua
(7:3) y S4: etanol 95 %) leidos en lector de microplacas a 755 nm.

Extracto mg/mL EAG DS
CM1Ss1 6,57 0,61
CM1S2 4,70 0,53
CM1S3 2,37 0,08
CM1S4 2,20 0,13
CM2S1 0,21 0,02
CM2S2 6,30 0,15
CM2S3 3,54 0,22
CM254 1,98 0,12
CM3S1 2,44 0,36
CM3S2 2,08 0,28
CM3S3 2,37 0,08
CM3S4 1,88 0,06
PM1S1 3,01 0,38
PM1S2 2,15 0,07
PM1S3 6,89 3,44
PM1S4 3,73 0,41
PM2S1 7,63 0,03
PM2S2 2,03 0,09
PM2S3 7,06 0,65
PM2S4 4,38 0,23
PM3S1 6,46 0,55
PM3S2 4,53 0,69
PM3S3 - -
PM3S4 3,84 0,58

Cuadro 2. Valores promedios de concentracion y desviacion estandar de los extractos
de cascara (C) y pulpa (P) en estado premaduro (M1), segiin niUmero de extracciones
(E1: 1 extraccion, E2: 2 extracciones, E3: 3 extracciones, E4: 4 extracciones y E5: 5
extracciones) leidos en lector de microplacas a 755 nm.

Extracto mg/mL EAG DS
CM1E1 3,83 0,15
CM1E2 4,93 0,35
CM1E3 6,25 0,32
CM1E4 6,20 0,67
CM1E5 6,92 0,94
PM1E1 2,23 0,36
PM1E2 2,16 0,22
PM1E3 2,36 0,45
PM1E4 2,35 0,19
PM1E5 2,95 0,33
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Cuadro 3. Valores promedios de concentracion y desviacion estandar de los extractos
de céascara (C) y pulpa (P) por estado premaduro (M1), maduro (M2) y postmaduro
(M3) leidos en lector de microplacas a 755 nm.

Extracto mg/mL EAG DS
CM1 7,23 0,44
CM2 3,50 0,16
CM3 6,21 0,16
PM1 3,50 0,15
PM2 2,36 0,29
PM3 2,78 0,03
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ANEXO 4: Curvas de calibracién de acido galico por lector de microplacas a 755 nm
para la cuantificacién de polifenoles totales (PFT).
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Figura 9. Curva de calibracién de 4cido galico obtenido a través de un lector de
microplacas para la determinacion del mejor solvente de extraccion.
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Figura 10. Curva de calibracién de acido galico obtenido a través de un lector de
microplacas para la determinacion del nimero de extracciones optimo.
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Figura 11. Curva de calibracion de acido galico obtenido a través de un lector de
microplacas para la determinacion de la cantidad de polifenoles totales (PFT) en los
extractos de P. edulis.



ANEXO 5: Valores promedios de absorbancia y desviacion estandar de los extractos
de cascara (C) y pulpa de P. edulis, leidos en lector de microplacas por método ORAC
para la determinacion de la actividad antioxidante (AA).

Cuadro 4. Valores promedios de concentracion y desviacioén estandar de los extractos

de céascara (C) y pulpa (P) por estado premaduro (M1), maduro (M2) y postmaduro
(M3) microplacas por método ORAC.

Extracto pumol ET/gMS DS
CM1 2320,712 248,658
CM2 2071,593 227,004
CM3 2815,813 1136,271
PM1 1165,513 309,228
PM2 1279,606 551,135
PM3 831,932 47,201

ANEXO 6: Curvas de calibracién de Trolox en buffer de fosfatos pH 4.5 para lectura en
microplaca por método ORAC para la determinacion de la cantidad de actividad
antioxidante (AA) en los extractos de P. edulis
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Figura 12. Curva de calibracién de Trolox en buffer de fosfatos pH 4.5 para lectura en
microplaca por método ORAC para la determinacion de la cantidad de actividad
antioxidante (AA) en los extractos de P. edulis. Placa 1 lectura de extractos CM1, PM1,
CM2y PM2.
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Figura 13. Curva de calibracién de Trolox en buffer de fosfatos pH 4.5 para lectura en

microplaca por método ORAC para la determinacion de la cantidad de actividad
antioxidante (AA) en los extractos de P. edulis. Placa 1 lectura de extractos CM3, PM3.
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ANEXO 6: Observacion de los halos de inhibicion presentados en los extractos de
cascara y pulpa de la fruta de Maracuya en bacterias gram negativas y gram positivas.

Figura 14. Antibiograma de bacterias gram negativas, placa izquierda corresponde a
E. coli y placa derecha corresponde a P. flourescens, ambas a una concentracion del
extracto de 20 ug. Donde los nimeros utilizados corresponden a: 1- CM1, 2-CM2, 3-
CM3, 4-PM1, 5-PM2, 6-PM3, 7-Control negativo (solvente de extraccion) y 8- Control
positivo (Gentamicina 10 pg).

Figura 15. Antibiograma de bacterias gram positivas, placa izquierda corresponde a S.
aureus y placa derecha corresponde a B. subtilis, ambas a una concentracion del
extracto de 56 ug. Donde los nimeros utilizados corresponden a: 1- CM1, 2-CM2, 3-
CM3, 4-Control negativo (solvente de extraccion) y 5- Control positivo (Gentamicina 10

Hg).
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