,‘xiit#*“
bl Y

UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
FACULTAD CIENCIAS QUIMICAS
MODALIDAD: INVESTIGACION
TEMA:

Evaluacion farmacogndstica y fitoqguimica del extracto
obtenido a partir de las semillas de Passiflora
quadrangularis L. (Badea) cultivada en la zona costera del
Ecuador

TRABAJO DE TITULACION PRESENTADO COMO
REQUISITO PREVIO PARA OPTAR AL GRADO DE
QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

AUTORAS:

CINDY PAMELA JIMENEZ YANZA
IMABE BELEN TIXE GUAMAN
TUTORA: PhD. Meribary M. Monsalve P.
CO — TUTOR: PhD. Adonis Bello A.
GUAYAQUIL - ECUADOR

2017



APROBACION DEL TUTOR

En calidad de tutora y co-tutor del Trabajo de Titulacion, Certifico: Que he
asesorado, guiado y revisado el trabajo de titulacibn en la modalidad de
investigacion, sistemacion o investigacion, cuyo titulo es: Evaluacion
farmacognadstica y fitoquimica del extracto obtenido a partir de las semillas
de Passiflora quadrangularis L. (Badea) cultivada en la zona costera del
Ecuador, presentado por CINDY PAMELA JIMENEZ YANZA con cedula de
ciudadania N° 0931288609, IMABE BELEN TIXE GUAMAN, con cédula de
ciudadania N° 0941169518, previo a la obtencion del titulo de Quimica y

Farmacéutica.

Este trabajo ha sido aprobado en su totalidad y se adjunta el informe de Antiplagio
del programa URKUND. Lo Certifico.-

Guayaquil, 13 Septiembre 2017

PhD. Meribary M. Monsalve P. PhD. Adonis Bello A.
TUTOR DE TESIS CO-TUTOR DE TESIS



CERTIFICADO DEL URKUND

URKUND

Urkund Analysis Result

Analysed Document; CINDY JIMENEZ YANZA IMABE TIXE GUAMAN urund.docx
(D30202259)

Submitted: 201 7-08-21 17:02:00

Submitted By: glenda_sarmientoi@ug.edu.ec

Significance: Q%

Sources included in the report:
Instances where selected sources appear:

1]

El plagio encontrado durante la revisién del trabajo de Titulacion denominado:
“Evaluaciéon farmacognostica y fitoquimica del extracto obtenido a partir de las
semillas de Passiflora quadrangularis L. (Badea) cultivada en la zona costera del

Ecuador” llevado a cabo por el Urkund fue de 0 %.

PhD. Meribary M. Monsalve P. PhD. Adonis Bello A.
TUTOR DE TESIS CO-TUTOR DE TESIS



CERTIFICADO DEL TRIBUNAL

El Tribunal de Sustentacion del Trabajo de Titulacion de la Srta. IMABE BELEN
TIXE GUAMAN y CINDY PAMELA JIMENEZ YANZA, después de ser examinado

en su presentacion, memoria cientifica y defensa oral, da por aprobado el Trabajo

de Titulacion.

DRA. FERNANDA KOLENYAK DOS SANTOS, PhD
PRESIDENTE
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Q.F NORMA LARREA IDIARTE, Mg. DR. OSWALDO PESANTES DOMINGUEZ, M.Sc.
DOCENTE DOCENTE
MIEMBRO DEL TRIBUNAL MIEMBRO DEL TRIBUNAL

AB. FRANCISCO PALOMEQUE ROMERO
SECRETARIO GENERAL



CARTA DE AUTORIA DE TITULACION

Guayaquil, 13 Septiembre 2017

Yo, IMABE BELEN TIXE GUAMAN, CINDY PAMELA JIMENEZ YANZA, autoras
de este trabajo declaro ante las autoridades de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad de Guayaquil, que la responsabilidad del contenido de este
TRABAJO DE TITULACION, me corresponde a mi exclusivamente; y el patrimonio
intelectual de la misma a la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de

Guayaquil.

Declaro también es de mi autoria, que todo el material escrito, salvo el que esta
debidamente referenciado en el texto. Ademas, ratifico que este trabajo no ha sido
parcial ni totalmente presentado para la obtencion de un titulo, ni en una

Universidad Nacional, ni una Extranjera.

IMABE BELEN TIXE GUAMAN CINDY PAMELA JIMENEZ YANZA
C.l1. 0941169518 C.1 0931288609



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar a Dios por haberme dado mucha fortaleza en los momentos

dificiles y guiarme por el buen camino.

A toda mi familia, en especial a mis padres por brindarme su apoyo, comprension
y confianza brindada procurando siempre por mi bienestar 'y
educacién.Motivandome a ser perseverante, y asi con su carifio poder cumplir mis

metas.

A mi Esposo e hija siendo la mayor motivacion en mi vida encaminada al éxito
para poder lograr alcanzar esta dichosa y muy merecida victoria en la vida, el

poder haber culminado mi tesis con éxito.

A mis Docentes de clases por los conocimientos impartidos, a mi tutora de tesis
PhD.Meribary M. Monsalve P. y PhD. Adonis Bello por toda la paciencia y su
valioso tiempo, por sus conocimientos y consejos durante el desarrollo de esta

investigacion.

A mi mejor amiga durante los afios de estudio con los cuales he compartido

momentos inolvidables, gracias por tu incondicional amistad.

Imabe Belen Tixe Guaman



Vi

AGRADECIMIENTOS

A Dios

Por darme fortaleza para seguir luchando y por haber puesto en mi vida a cada

una de las personas que me han brindado su apoyo, sabiduria, amor y carifio.
A mis padres

Matilde Yanza y Eider Jimenez los principales promotores de este logro, gracias
por creer en mi, por su apoyo incondicional y por ensefiarme cada uno de los
valores que han inculcado en mi y que me hacen mejor persona, sin ustedes no

lo habria logrado.
Agradezco a mis tutores y mis docentes

Mis tutores PhD. Meribary Monsalve y PhD. Adonis Bello, los cuales me
aportaron su sabiduria y con paciencia supieron guiarme durante todo este
proceso para cumplir una mas de mis metas. Y a todos mis docentes en general
en especial a la Dra. Celeste Carrillo y el Q.F Oswaldo Pesantes los cuales

fueron un pilar fundamental para el desarrollo de esta investigacion.
A mi compariera de tesis

Y mas que todo mi gran amiga, la cual estuvo junto a mi brinddndome su carifio

y aconsejandome. Hoy cumplimos juntas una vez mas otra de nuestras metas.
A esa persona especial

Danny Arévalo que me brindo su amor y su apoyo durante todo este tiempo de
estudio, ensefiAndome que las personas no cambiamos pero si podemos

mejorar y dar lo mejor de nosotros.

Cindy Pamela Jimenez Yanza



INDICE

110 o [1 o 1o ] o 1R 1
PrODIEIMAL. ... ittt e e e e e e e 3
Formulacion del Problema ..............euueiiiiiiiiieiies s e e e e e s snnnnnnes 3
[ T 0T ] = 1 SO 4
ODbJetivo GENETal ... e 4
ODbjetivos ESPECITICOS ....vvviiiiiiiiii i e e 4
Capitulo |
I. ReVision BiblIOGrafiCa...........ccoiiiiiiccc e e 5
1.1 Origen Y DiStrDUCION. .......uuiiiiiiiiiiiiieiee e ittt e e e e e e e e e e e eeeeeeeneaeeeeeeees 5
[.2 Clasificacion TAXONOMUCE .......uuuurrrrrrieieiiieiieeeesiiiiittraeesaneseeeeeeeeeeeeessnennnnnees 5
1.3 Sinonimia (NOMDBIreS COMUNES)..........coiiiiiiiiiiiiee e e e e ee e e 6
[.4 CaracteristiCas BOANICAS ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee it eeeeeees sennnennnes 6
1.5 COomPpPOSICION QUIMICA........uuriiiiiiiii e eeee et e e e e e e e e e e e eeaaaanns 10
1.6 AQIOCUIIVO ...ttt e e 13
1.7 USOS AlIMENTICIOS. ...ttt e et ittt e e e e e e e s bbbt eeeeeees 13
1.8 Propiedades MediCiNalesS .........cooi i e e 14
Capitulo 1l
[T/ [=] (oo [o] (oo | = WU P PP PPPRSPPRPPPPN 18
[1.1 Obtencidn de la materia prima ...........ooovvviiiiiiiii e 18
[1.1.1 MAEEIIA PIIM@...ccii i i e e 18
I1.2 Andlisis farmacogndsticos de la semilla .............oooovviiiiiiiiiiiiiii e, 19
[1.2.1 Determinaciones MacroOSCOPICAS .......ceeeeeeeeiiniiiiiiiiiie eeeeeeeeeaaenannees 19
[1.2.2 Secado Y MOIENAA .......c.coeeeiiiieeiiee e e 19
[1.2.3 Determinacién del contenido de humedad................ccooeiiiiiin e, 19
[1.2.4 Determinacion de cenizas totaleS ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiie e 20
[1.2.5 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico ............... 20
[1.2.6 Contenido de sustancias extraibles ..............cccoooiiiiiiiiie s 20
11.2.7 Tamizaje fitoqUIMICO ........ccooiiiiiiiiieee e 21
[1.3 EXracCiOn del @CEILE .........uueeeiiiiiiiiiiieeeee sttt e e e e e e e e e s e eneeeeees 23
[1.3.1 SOXNIBT......i e e e 23
[1.3.2 MACEIACION ...t e e 23

I1.4 Parametros fisico-quimicos del aceite ...........cccvvvviviiiiiiiii e, 23



] R B 1= g T [ F= Yo W =Y = 11V T 23

[1.4.2 Determinacion de pérdida por calentamiento ............ccccvvvveeeeeeeeenenns 24
[1.4.3 Determinacion del indice de acidez ............ccccccvviviiviiiiie e 24
I1.4.4 Determinacion del indice de peroxido .........cccceeeeviiiiieiiiiiei e, 25
11.4.5 Determinacion del indice de saponificacion .............cccccovvvvvvceeniiinnns 25
1B G [ g LST=T o] o111 [oF=Tod o] o 26
[1.4.7 Determinacion del indice de refracCion ...........cccccvvvvviiiivieiieeiiiiinnnns 27
[1.4.8 Perfil de CIdOS Qras0S........c.uuuiiiiieiiiiiiiie et e 27
[1.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana................ccevvvviiiiiinisiiiviiiiinnnne. 28

I1.5.1Preparacion de las disoluciones a partir de un aceite fijo de Badea ..28
11.5.2 técnica kirby bauer modificado.........ccccooveiiiiiiiiiiiii e, 28
[ll. Resultados

[11.1 Determinaciones MacCrOSCOPICAS. ... ....cviuuue et et e e ee e 30
1.2 Secado y MOHENA. ........coviiiee e e 30
[11.3 Determinacion del contenido de Humedad................cccovoiiiiiiieiencnnnn. 31
[11.4 Determinacion de cenizas totales. ... .......oeoviieiiiii i e 31
[11.5 Determinacion de cenizas insoluble en acido clorhidrico...................... 32
[11.6 Determinacion de sustancias extraibles................ccooooiic i, 32
1.7 Tamizaje fitoqUIMICO........oevii e e e 33
[11.8 EXtraccion del @Ceite. ..........c.vuiuii i e e 34
[11.9 Densidad RelatiVa. ... ... ... e 35
[11.10 Perdida por calentamiento del aceite fijo............c.ooviiiiii i, 36
[11.11 Determinacion del indice de acidez..............cccooviviriiiiii i, 36
[11.12 Determinacion del indice de peroXido...........ccoevviiiiiiiii i e, 37
[11.13 Determinacion del indice de Saponificacion....................cooeiiiii i, 37
[11.14 Determinacion de compuestos Insaponificables................................ 38
[11.15 Determinacion del indice de refracCion...............cocoviiiiiiiiiien i, 38
[11.16 Determinacion del Perfil de &cidos grasos...........ccoevevviiiini e venansn, 39
[11.17 Evaluacion antimicrobiana .............coovviiiiioeiine e, 40
CONCIUSIONES . ...ttt et e e e et e e e 41

RECOMEBNUACIONES. .. vttt et et e e e e e e e et et e e et e e e eeaeens 42



INDICE DE TABLAS

Tabla I: Clasificacion taxondmica de la Passiflora quadrangularis L.

Tabla II: Andlisis quimico de la Badea Passiflora quadrangularis L. en 100 g de la

parte comestible. (JUGO/PUIPA)..........oeiiie e e e 11

Tabla Ill: Detalle del lugar y condiciones de recoleccion de la muestra vegetal:

Passiflora quadrangularis L...........c.cooiiiii i e 18
Tabla IV: Caracteristicas fisicas de semillas de Passiflora quadrangularis L ....30
Tabla V: Disminucién de masa durante el secado en estufa........................... 30

Tabla VI: Valores de Humedad de semillas de P quadrangularis por método

F =0 i £0] o o= U 31
Tabla VII: Valores porcentuales cenizas totales .............coooooiiii i, 32
Tabla VIII: Valores obtenidos cenizas insolubles en semilla de Badea ............ 32

Tabla IX: Tamizaje fitoquimico de los extractos acuoso, etéreo y alcohdlico de las

semillas de Passiflora quadrangularis .............cocoii i 34
Tabla X: Valores de la densidad del Aceite fijo .........coooviiiiiiiiiii i, 36
Tabla XI: Valores Ensayo perdida por calentamiento ...................coveeveninennn. 36
Tabla XII: Valores indice de aCidez .............cocvviiiiiiiiiii e 37
Tabla XllII: Valores del indice de perdxido determinados en aceite fijo ............ 37

Tabla XIV:Valores del indice de saponificacion determinados en aceite fijo...... 38

Tabla XV: Valores compuestos Insaponificables....................ccoois 38
Tabla XVI: Valores indice de refracCion............cccooviiiii i e e 39
Tabla XVII: Perfil de &cidos grasos aceite de Badea....................ccoovvienenn.n. 39

Tabla XVIII. Actividad antibacteriana del aceite de las semillas de Passiflora

QUAAraNGUIAKIS L... ... e e e e e 40



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Raices de Passiflora quadrangularis L................coooiviiiii i, 7
Figura 2: Tallo de Passiflora quadrangularis L.............c...ooiiiiiiiii i, 7
Figura 3: Hojas de Passiflora quadrangularis L...............coooiiiiiiiiiiiiii e, 8
Figura 4: Flor de Passiflora quadrangularis L...........c.cooooiiiiiiiiii i, 8
Figura 5: Fruto de Passiflora quadrangularis L...............ccoooeiiii i, 9
Figura 6: Pulpa de Passiflora quadrangularis L...............covoiiiiiiiii i, 10
Figura 7: Semillas de Passiflora quadrangularisS L.............ccooviiiiiii e nnnnn, 10
Figura 8: Compuestos quimicos para las hojas de P. quadrangularis L........... 12
Figura 9: Sitio de Recoleccion Santa Lucia-Cabuyal.............c.cccccciniiiiiniiennns 18
Figura 10: Esquema Tamizaje FIitoquimiCo............ccovviiiiiiiiiiii e, 22
Figura 11: Porcentajes de sustancias extraibles.................ccocviiiiiii e, 33

Figura 12: Rendimientos de extraccidn del aceite por método Soxhlet y
= (o =T = o3 T 35



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de la mUeStra ........c.vviiiiiiiiiii e e, 51
Anexo 2: Determinaciones MacrOSCOPICAS. ... ..t eunnee e ieeieeeieeeanee e ieeeneaens 52
Anexo 3: Célculos determinacion de sustancias extraibles............................ 54

Anexo 4: Espectros de masas de los acidos grasos identificados en aceite de

semillas de Passiflora quadrangularis ............cccoiiiiiiiiii i, 56
Anexo 5: certificado de identificacion fitoquimica de la especie....................... 59

Anexo 6: Evidencias Fotografias...........coooovie i, 60



RESUMEN

La investigacion se planific6 como respuesta a la necesidad de obtener
conocimientos sobre los beneficios y propiedades de la Badea (Passiflora
quadrangularis L.). Esta especie a pesar de ser cultiva en la zona costera del
Guayas, en la literatura cientifica consultada tiene muy pocos estudios sobre
composiciébn quimica y en consecuencia sobre su uso farmacoldgico.
Considerando lo anterior se plante6 evaluar las propiedades farmacogndésticas y
los pardmetros fitoquimicos del aceite extraido de las semillas de dicha especie.

Se realizaron salidas de campo para establecer con un GPS las coordenadas
geograficas donde se encuentran ubicada la especie de Passiflora a estudiar,
determinando como zona para la recoleccién la provincia del Guayas, canton
Santa Lucia. Las semillas fueron medidas, pesadas y molidas para obtener sus
parametros farmacognosticos y el aceite fue obtenido mediante extraccion por
Sohxlet utilizando hexano como disolvente para evaluar los parametros
fisicoquimicos.

Los parametros farmacognosticos obtenidos cumplen los criterios
internacionales: humedad residual 5.8 %, cenizas totales 2,5 %, cenizas insolubles
0,23-0,32%, vy el tamizaje fitoquimico dio positivo para: alcaloide, esteroides y
azucares reductores. El andlisis fisicoquimico de aceite mostr6 una densidad
relativa 0,96952 g/mL, indice de acidez 11,8%, indice de saponificacion 112,2,
compuestos insaponificables 1.0006%, e indice de refraccion 1.4591 estos valores
son similares a los reportados para las semillas de Passiflora pinnatistipula.

El perfil lipidico por analisis de CG-EM mostré un alto contenido de acidos
grasos insaturados siendo el acido linoleico con 77,07% y el acido oleico 9,69%,
los mas abundantes.

Se debe considerar esta investigaciéon como un estudio preliminar para futuras
investigaciones, cuya importancia radica, no solo en la generacién de
conocimiento, sino en el valor agregado que se aporta a cultivos de origen
ecuatoriano.

Palabras claves: Passiflora quadrangularis, semillas, farmacognosia, aceite,

acido linoleico.



ABSTRACT

The research was planned in response to the need to gain knowledge about
the benefits and properties of the Badea (Passiflora quadrangularis). This species
despite being grown in the coastal area the Guayas in scientific literature consulted
has very few studies on chemical composition and consequently on
pharmacological use. Considering the above, it is proposed to evaluate the
properties pharmacognostics phytochemicals and parameters of the oil extracted

from the seeds of the species.

In order to establish the GPS coordinates of the species “Passiflora
quadrangularis”, field trips were made to the specific location, Santa Lucia, Guayas
province. The seeds were measured, weighed and ground to obtain their
pharmacognostic parameters and the oil was obtained by Sohxlet extraction using

hexane as solvent to evaluate the physico-chemical parameters.

The pharmacognostic parameters obtained meet the interncional criteria:
residual moisture 5.8%, total ash 2.5%, insoluble ash 0.23-0.32%, and the
phytochemical screening was positive for: alkaloid, steroids and reducing sugars.
The physicochemical analysis of oil showed a relative density 0.96952 g / mL, acid
value 11.8% , Saponification index 112.2, unsaponifiable compounds 10006%, and
refractive index 1.4591 these values are similar to reported by Passiflora

pinnatistipula.

The lipid profile by GC-MS analysis showed a high content of unsaturated fatty

acids is linoleic acid with 77.07% and 9.69% oleic acid, the most abundant.

This research should be considered a preliminary study for future research,
whose importance lies not only in the generation of knowledge, but also (almost)

in the added value that is provided to crops of Ecuadorian origin.

Key words: Passiflora quadrangularis, seeds, oil, pharmacognostic, linoleic acid



GLOSARIO

Alucindgenas: los alucin6genos son drogas que causan alucinaciones, es decir,

alteraciones profundas en la percepcion de la realidad del usuario.

Arilos: es una cobertura carnosa de ciertas semillas formado a partir de la
expansioén del funiculo (filamento de unién de la semilla al ovario) o del hilo (punto

de insercién del anterior).
Ansiolitica: reduce los sintomas de la ansiedad.

Alcaloides: es un compuesto organico de tipo nitrogenado que producen ciertas

plantas.

Cenizas: es el producto de la combustion de algin material, compuesto por

sustancias inorgéanicas no combustibles, como sales minerales.

Desgomado: es el primer paso en una planta de refineria de aceite y es esencial

para el proceso de refinacion de aceite vegetal.
Dilusion: sustancia que resulta de diluir o diluirse una cosa en un liquido.

Emergentes: un sistema cuyas propiedades o procesos no son reducibles a las

de sus partes constituyentes.

Esteroides: son compuestos organicos derivados del nudcleo del

ciclopentanoperhidrofenantreno. Son comunes en vitaminas y hormonas.

Extractos: sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla u

otro material por procedimientos de extraccion.

Flavonoides: son pigmentos vegetales con un marcado poder antioxidante, que

previenen el envejecimiento celular y los procesos degenerativos.

Fotoprotectores: son sustancias, que suelen ser cremas (“crema solar”), y tienen

como funcién ayudar a la piel a protegerse de la exposicion del sol.

Gentiobiosa: disacarido compuesto por dos unidades de D-glucosa unidas a

través de un enlace 1-6 glicosidico .



Maceracion: sumergir una sustancia solida en un liquido durante un tiempo para

extraer de ella las partes solubles.
Mesocarpio: capa intermedia de las tres que forman el pericarpio de los frutos.

Name: planta herbacea trepadora de tallos volubles, hojas grandes, flores

pequefias y verdosas, agrupadas en espiga, y raiz carnosa y comestible.

Péptidos: son un tipo de moléculas formadas por la unién de varios aminoacidos

mediante enlaces peptidicos.

Patégenos: es aquel elemento o medio capaz de producir algun tipo de

enfermedad o dafio en el cuerpo de un animal, un ser humano o un vegetal.
Penninerviadas: hoja que tiene las nervaduras en forma de pluma.

Pedunculo: tallo de una hoja, fruto o flor por el cual se une al tallo de la planta.
Rotaevaporador: es un aparato de destilacion rotatorio asociado a un Bafio Maria

Saponificacion: reaccion de un éster organico con un hidroxido alcalino

obteniéndose la sal alcalina del acido organico (el jabén) y un alcohol.

Saponinas: son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por

sus propiedades semejantes a las del jabon.

Somnolencia: estado intermedio entre el suefio y la vigilia en el que todavia no

se ha perdido la conciencia.

Tamizaje fitoquimico: consiste en la extraccion de la planta con solventes

apropiados y la aplicacién de reaccion de color y precipitacién.
Vermifugo: que mata o expulsa las lombrices intestinales.

Xilosa: llamada azucar de madera es una aldopentosa - un monosacarido que

contiene cinco atomos de carbono y que contiene un grupo funcional aldehido.

Zarcillos: es untallo, hoja o peciolo especializado del que se sirven ciertas plantas

trepadoras para sujetarse a una superficie o a otras plantas.



INTRODUCCION

La Badea, Passiflora quadrangularis L. llamada también como pasionaria
parpura es una especie trepadora de la familia Passifloraceae (Duque y Morales,
2005). Su denominacion de especie quadrangularis se debe a la forma de su tallo

con cuatro lados de tipo cuadrangular (Akamine, 1994).

Segun los trabajos reportados por Leon, (2000) y Lim, (2012), esta planta es
originaria del Ecuador, propiamente de la provincia de El Oro, cultivada
especialmente en terrenos comprendidos entre los 0 y los 1000 metros sobre el
nivel del mar siendo su zona de cultivo el bosque seco hiumedo tropical. En general

su cultivo es relativamente sencillo.

De acuerdo a los reportes de Carrion y Pontdén (2002) y posteriormente por
Pefia (2013) la Badea es tipica de las zonas tropicales del Ecuador, siendo las
principales zonas de produccion las provincias: Guayas, El Oro y Los Rios, y
especificamente en los cantones: El Empalme, Balzar, Milagro, El Triunfo,
Naranjal, Vinces, Quevedo y Pasaje. En general la especie puede cultivarse
practicamente en todo el litoral ecuatoriano, sin embargo, en el mercado nacional
hay una pobre demanda debido al desconocimiento por parte de la poblaciéon

acerca de sus propiedades.

En Ecuador la fruta de Passiflora quadrangularis L se puede comer cruda y
servir para la preparacion de jugos, con las semillas solas o combinadas con la
pulpa. La principal forma de consumo es en refrescos, ademas se puede usar para

hacer papillas,néctares y jaleas (Carvajal, 2014).

La pulpa de Passiflora quadrangularis L. es un alimento energético, que aporta
minerales, particularmente hierro y vitaminas A y C. Apreciada por su delicado
sabor y aroma; se le atribuyen propiedades digestivas y antiescorbuticas, y
propiedades medicinales para el tratamiento del colesterol alto (Alvarado & Otzoy,
2003).

Las semillas contienen un principio cardiotonico, son sedantes, y en grandes
dosis, narcotico. La decoccién de las hojas se usa como vermifugo y para tratar

aflicciones de la piel como cataplasmas. Se toma el té de sus hojas para la presion



arterial alta y la diabetes. La raiz se utiliza como emética, diurética, vermifuga y

narcotica. (Leon, 2000).

Por tanto la importancia de este tipo de investigacion no solo radica en la
aportacion de conocimiento cientifico, sino que a la vez permite dar a conocer,
resaltar, valorar y promover el uso de plantas para otras aplicaciones diferentes a
la alimentacidn, entre las cuales se podrian incluir las medicinales, de una manera
eficaz en beneficio de la salud ecuatoriana enmarcadas en los lineamientos de
Plan del Buen Vivir (Lara, 2014).

Teniendo en cuenta lo antes expuesto la finalidad de este trabajo es evaluar
las propiedades farmacogndsticas y fitoquimicas del extracto de las semillas de
Passiflora quadrangularis L. (Badea). Estos extractos se podrian aprovechar por
la poblacion ecuatoriana en diferentes areas como: alimenticias, cosmética y/o
medicinal. Finalmente esta investigacion también aportara en el campo cientifico
porque la informaciéon sobre esta planta a nivel mundial, y especialmente en

Ecuador donde el fruto es considerado nativo de sus costas, son escasas.



EL PROBLEMA

Debido a los escasos estudios reportados de la Badea (Passiflora quadrangularis
L.) a nivel Mundial y teniendo en cuenta que es una fruta que puede cultivarse
practicamente en todo el Litoral ecuatoriano, surge la necesidad de investigar las

propiedades farmacognasticas y fitoquimicas de sus semillas.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢cLas semillas de Passiflora quadrangularis L. (Badea), cultivada en la zona
costera del Guayas, presentan componentes quimicos que puedan ser
aprovechados por la poblacién ecuatoriana en las areas alimenticia, cosmética o

medicinal?



HIPOTESIS

Los estudios farmacognésticos y fitoquimicos de las semillas de Passiflora
quadrangularis L. justifican su aprovechamiento alimenticio, cosmético o

medicinal.

OBJETIVOS GENERAL

Evaluar las propiedades farmacognosticas y fitoquimicas de las semillas de

Passiflora quadrangularis L. (Badea).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar los pardmetros farmacognosticos de las semillas de Passiflora

quadrangularis L.recolectadas de la zona costera del Guayas.
- Evaluar la extraccion del aceite de las semillas de Passiflora quadrangularis L.
- Determinar las propiedades fisicoquimicas del aceite obtenido.

- Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION

La Badea, Passiflora quadrangularis L. llamada también como pasionaria
parpura es una especie trepadora de la familia Passifloraceae. Su habitad se da
en las zonas tropicales y subtropicales. Ciertos expertos han situado su zona
oriunda en el norte de América del Sur, especificamente en México, Peru, Brasil y
las islas del Caribe, donde existen especies afines; pero aun asi debido a la poca
informacién existente no esta muy clara la zona en donde se origina (Duque y
Morales, 2005).

De acuerdo a trabajos reportados por Leon, (2000) y Lim, (2012), esta planta
es originaria del Ecuador, propiamente de la provincia de El Oro, cultivada
especialmente en terrenos comprendidos entre los 0 y los 1000 metros sobre el

nivel del mar siendo su zona de cultivo el bosque seco humedo tropical.

Las Pasifloraceas son cultivadas en varias zonas del Litoral ecuatoriano,
principalmente el Cantén Valencia, provincia de Los Rios. (Akamine, 1994).Sus
zonas de principal produccién es en los cantones El Empalme, Balzar, Milagro, El

Triunfo, Naranjal, Vinces, Quevedo y Pasaje (Carribn & Ponton, 2002).

Segun Akamine. (1994), La Badea en el Ecuador se presenta como una fruta
altamente perecedera, circunstancia que facilita la alteracion rapida a condiciones
ambientales en la mayoria de los climas ecuatorianos; y que se agrava por la poca
investigacion de la fruta y la poca tecnologia empleada en su cultivo, trayendo
como consecuencia directa una disminucién sustancial en la calidad y un
porcentaje elevado de pérdidas del producto. Debido a esto se hace necesario
establecer un adecuado manejo tecnolégico e investigacion precisa, con el objeto

de dar mayor rentabilidad tanto al productor como a la industria.
|.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun el reino vegetal la clasificacién taxon6mica de la Passiflora quadrangularis

L es la siguiente. tabla 1:



Tabla I. Clasificacion taxondmica de Passiflora quadrangularis L. (Badea).

Reino: Vegetal
Clase: Angiosperma
Subclase: Dicotiledénea
Orden: Vilolales
Familia: Passifloracea
Género: Passiflora
Especie: quadrangularis L.

Fuente: Crop Protection Compendium, England (1999)

1.3 SINONIMIA (NOMBRES COMUNEYS)

Segun Akamine (1994), P. quadrangularis es la especie de la familia
Passifloraceae que posee la fruta mas grande de su género. Segun algunos
paises se la conoce como: giant granadilla (Estados Unidos); Badea (Venezuela);
granadilla real o sandia de pasion (Bolivia); granadilla real (Costa Rica); pasionaria

purpura (Cuba).

De acuerdo a Vasquez (1996) esta especie se denomina Tumbo (Perl);
Maracuja acu, Maracujamamao (Brasil); Badea, Curubd (Colombia). Por su parte
Williams (1981) reporta otros nombres a nivel Centroamericano como Granadilla
de fresco o Melocotdn. En Ecuador se conoce con el nombre de Tumbo, Tambo o

Badea, siendo este Ultimo el mas usado en la zona costera.
|.4 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Raices: Al comienzo del crecimiento es fibrosa pero al ir envejeciendo se va
engrosando. Su volumen es grande por lo que los niveles de fertilidad del suelo

deben ser altos para que su produccion sea de buena calidad (Figura 1).



Figura 1. Raices de Passiflora quadrangularis L.

Tallo: Es trepador, fuerte, grueso, rustico y de crecimiento rapido. Se endurece
(lignifica) en la base y llega a medir entre 5 y 50 metros de largo (Figura 2). Posee
fuertes zarcillos enrollados en espiral, hasta de 30 centimetros de largo, que le

permiten fijarse a soportes (Carvajal et al., 2011).

Figura 2. Tallo de Passiflora quadrangularis L

Hojas: Son alternas, simples, enteras y penninerviadas, su forma es oval a
lanceolada de 10 a 30 cm de largo y de 8 a 15 cm de ancho. Las hojas son
abundantes, color verde claro y brillante (Figura 3). La base de las hojas puede
ser dentada o no. La lamina o limbo tiene nervadura sobresaliente en el envés o

superficie interior. Tienen estipulas de forma ovalada o lanceolada de 3 a 3,5 cm



de largo. Los peciolos son glandulados de 2 a 5 cm de largo y de 8 a 15 cm de
ancho. Los apices son puntiagudos, redondeados o truncados (Duque y Morales,
2005).

Figura 3: Hojas de Passiflora quadrangularis L

Flores: Son olorosas, tienen un didmetro de 8 a 12cm, en la base llevan 3
bracteas verdosas; los sépalos son carnosos, de color verdes en la parte externa
y blancos o rosados en la interna; tienen los pétalos rojos en el lado interno y
rosados o blancos en el externo (Figura 4). Los colores llamativos de la flor son
debido al contenido de pigmentos del grupo de las antocianidinas (Duque y
Morales, 2005).

Figura 4: Flor de Passiflora quadrangularis L



Frutos: Aproximadamente un 12% de las flores llega a producir frutos. La
Badea produce los frutos mas grandes entre las especies de su género (Figura 5).
Es una baya ovalada de 15 a 30 cm de largo y de 12 a 18 cm de diametro. La
superficie (epicarpio) es brillante, lisa y de textura blanda, con tres surcos
normalmente poco profundo. Los extremos son deprimidos y redondeados (Leon,
2000).

Figura 5. Fruto de Passiflora quadrangularis L

Durante el crecimiento del fruto, su exterior es verde claro o verde amarillento,
a veces con tonalidades rosada. Al madurar, la piel del fruto se torna de un color
amarillo a dorado. El pericarpio contiene una masa blancuzca, crema verdosa o
rosado morado, esponjosa, olorosa, ligeramente dulce y acida. Es firme y gruesa
(2.5 a 4 cm de ancho). En el centro de la fruta se encuentra una cavidad que
contiene numerosas semillas (Le6n, 2000).

Pulpa: estd compuesta por las semillas y sus cubiertas, son llamadas arilos.
Contiene el jugo acido-dulce, de color morado-rosado (Figura 6). La pulpa
contiene pasiflorina por o que su consumo excesivo puede causar somnolencia
(Cordova, 1980).
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Figura 6. Pulpa de Passiflora quadrangularis L

Semillas: Son negras, achatadas, elipsoides, duras y de color marrén oscuro -
negro (Figura 7). Miden aproximadamente 1.25 cm de largo y 0.5 a 0.7 cm de
ancho. Poseen tres proyecciones o dientes en la base, y el apice es truncado estan
rodeadas de una sustancia jugosa, mucilaginosa y traslucida llamadas arilo. Cada
fruto produce de 100 a 200 semillas (Leon, 2000).

Figura 7. Semillas de Passiflora quadrangularis L.

|.5 COMPOSICION QUIMICA

La composicién quimica de la Badea se ha limitado a estudios sobre la pulpa
0 porcion comestible (sin diferenciar entre mesocarpio o arilo, dos partes de la
fruta consideradas pulpa), tabla 2
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Tabla Il . Andlisis quimico de la Badea Passiflora quadrangularis L. en 100 g

de la parte comestible. (Jugo/Pulpa)

JUGO PULPA

Analisis Valor Valor
Proteinas 0,9 gr. 0,7 gr.
Carbohidratos 0,2 gr. 0,2 gr.
Calcio 10,0 mg. 14,0 mg
Fosforo 22,0 mg. 17,0 mg.
Hierro 0,60 mg. 0,80 mg.
Tiamina 0,0 mg. 0,0 mg.
Rivoflavina 0,11 mg. 0,03mg.
Niacina 2,70 mg 3,80 mg
Vitamina A 0,0 U.I. 70,0 U.I.

Fuente: INCAP, Guatemala (2007)

Entre las principales clases de metabolitos descritas para esta especie, se

destacan los flavonoides y saponinas. Respecto a las saponinas, a partir de

extractos metandlicos de las hojas de esta planta fue aislada una saponina

denominada quadrangulésido, un glicésido triterpénico de nucleo cicloartano

(Orsini & Verotta, 1985).

En investigaciones adicionales se han descrito otras saponinas con el mismo

tipo de nucleo, ademéas de saponinas de nucleo oleandlico, como el &cido 3-

soforésido oleandlico (Orsini & Verotta, 1985). Ademas de saponinas, algunos

flavonoides también fueron identificados en las hojas de esta especie por medio

de CLAE-MS/MS, como orientina-2"-O-xil6sido, vitexina-2"-Oglucésido, vitexina-

2"-O-xilosido (Sakalem, Negri, & Tabach, 2012). (Figura 8)
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Figura 8. Compuestos quimicos descritos para las hojas de P. quadrangularis L (Jiménez, 2015).

Por medio de Cromatografia en Capa Delgada (CCD), identificé la presencia
de los amino&cidos alanina, prolina, &cido glutdmico y &cido y-aminobutirico
(Costa et al., 2013).

Segun un estudio realizado a partir de la pulpa de fruta de Passiflora
quadrangularis L se identificaron nuevos acidos monoterpenoides: (2E) -2,6-
dimetil-2,5-heptadienoico, &cido (2E) -2,6-dimetil-2,5-heptadiencico  b-D-
glucopiranosil (5E) - 2,6 - dimetil - 5,7 - octadieno - 2,3 - diol, y (3E) - 3,7 - dimetil
- 3 -octeno - 1,2,6,7 - tetrol y 2,5 - dimetil - 4 - hidroxi - 3 (2H) - furanona b - D -
glucopirandsido (Osorio, Duque, & Fujimoto, 2000).
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1.6 AGROCULTIVO

La Badea es una especie tropical que crece desde el nivel del mar hasta los
1300 m.s.n.m, ademas prospera en climas célidos con una temperatura de 24 a
27 °C, con precipitaciéon pluvial menor a 300 mm anuales y una estacion seca bien
marcada. Es necesario disponer de riego, en especial durante la época de
crecimiento y floracion. Los suelos éptimos para el cultivo de la Badea son los
francos, bien drenados y con una acidez (pH) entre 4,5 y 6,0. El andlisis de los
suelos es necesario hacerlo antes de implementar el cultivo a fin de satisfacer a
tiempo las deficiencias que se presenten. La Badea fructifica al afio de plantada y
en algunos casos se llega a obtener las primeras frutas a los hueve meses. Da
dos cosechas al afio, una entre Julio y Agosto y otra de Noviembre a Diciembre
(Bourdon, 1963). En condiciones de clima tropical himedo florece y produce
varias veces en el aflo. Se considera que una planta puede producir en promedio
de 20 a 30 frutos por afio y se pueden lograr rendimientos de 8 a 20 t/ha (Alix,
1999, Avilan 1988).

Los frutos se pueden cortar cuando comienzan a cambiar de color al nivel del
peddnculo. Se recomienda revisar la plantacion diariamente porque el proceso de
maduraciéon es muy rapido. El gran volumen del fruto, su delgada cascara y el
impacto de caida, ocasionan magulladuras que disminuye la calidad del fruto y
favorecen el ingreso de patégenos que descomponen rapidamente el fruto. Se
recomienda la cosecha directa de la planta, cuando se inicia la maduracion del
fruto, signo reconocido por el cambio de coloracion de verde claro a verde

amarillento o rojizo (Vasquez, 1996).
[.7 USOS ALIMENTICIOS

La fruta se puede comer cruda y puede servir para la preparacion de jugos,
tanto solo las semillas o combinadas con la pulpa. También de la pulpa y las
semillas de la fruta madura se pueden preparar jaleas y vinos. Este cultivo no se
encuentra en plantaciones comerciales grandes, limitAndose Unicamente a
huertos de traspatio, en donde es manejado con la mano de obra familiar y llevado

por ellos al mercado para su comercializacion. La principal forma de consumo es
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en refrescos, ademas se puede usar para hacer papillas para néctares y jaleas
(Carvajal et al., 2014)

Segun Véasquez (1996), el mesocarpio del fruto maduro, es comestible pero
tiene poco sabor. Se consume al estado natural o se utiliza en la preparacion de
refrescos, postres, dulces, mermeladas, compotas, salsas y helados. El arilo es
mas dulce, muy agradable y perfumado; se consume en jugos. La pulpa de la fruta
madura se come fresca después de la eliminacién de la piel interior, a menudo se
afiade a las rebanadas de papaya, platano o pifia en ensalada de frutas con jugo
de lima o limén. En Indonesia, la carne y arilos se comen junto con el azicar e
hielo raspado. En Ecuador el jugo de Badea es muy popular entre las familias, se
lo puede consumir con o sin pepas algunas amas de casa le agregan un poco de
canela y vino. En Australia, la fruta madura se procesa en vino por maceracion y

adicion de brandy y se deja que la mezcla fermente durante unas pocas semanas.

El fruto inmaduro se puede preparar al vapor o hervida. La fruta joven puede
ser cortada en pedazos, Las raices de las plantas viejas de la Badea se muelen'y
se comen como un sustituto de fiame en Jamaica aunque las raices y hojas se

han declarado ser venenosa (Burkill 1966).
|.8 PROPIEDADES MEDICINALES

Las semillas contienen un principio cardiotonico, son sedantes, y en grandes
dosis, narcotico. La decoccién de las hojas se usa como vermifugo y para tratar
aflicciones de la piel como cataplasmas. Se toma el té de sus hojas para la presion
arterial alta y la diabetes. La raiz se utiliza como emética, diurética, vermifuga y
narcética. Se aplica como una cataplasma con propiedad calmante cuando se
encuentra en polvo y mezclada con aceite. El jugo fermentado se ha utilizado para
la limpieza del cuerpo. La planta se utiliza en todo el Caribe como sedante y para

los dolores de cabeza (Ledn, 2000).

Si las raices de la Badea se utilizan crudas para el consumo humano, poseen
propiedades alucinégenas y que incluso pueden llegar a ser venenosas por tener
un componente conocido como pasiflorina. Por ello recomiendan consumir las

raices engrosadas de plantas adultas después de ser hervidas (Lim, 2012).
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La pulpa de P. quadrangularis es un alimento energético, que aporta
minerales, particularmente hierro y vitaminas A y C. Apreciada por su delicado
sabor y aroma; se le atribuyen propiedades digestivas y antiescorbdticas, y
propiedades medicinales para el tratamiento del colesterol alto (Alvarado & Otzoy,
2003).

La planta de P. quadrangularis se ha utilizado para la hipertensién en la
medicina tradicional. En la medicina popular brasilefia, la pulpa de la fruta se utiliza
como sedante para aliviar el dolor de cabeza por nerviosismo, el asma, diarrea,

disenteria, neurastenia e insomnio (Ledn, 2000).

Se observo que compuestos aislados (dentro de los que se encuentra vitexina)
de P. quadrangularis presentan inhibicion de la Enzima Convertidora de
Angiotensina (IECA), e inhibicion de la Aldosa Reductasa, ambas in vitro, lo que

indica una posible actividad terapéutica como antihipertensivos (Okamoto, 1994).

Se llevo a cabo una investigacion del efecto neutralizante antihemorragico de
varios extractos de plantas usados tradicionalmente en varias regiones de
Colombia contra la mordedura de serpientes, su modelo consisti6 en una
administracion oral a ratones Swiss Webster del extracto acuoso posterior a una
exposicion al veneno de Bothrops atrox (via intradérmica); encontrando actividad

del extracto acuoso de hojas y ramas de P. quadrangularis (Otero et al., 2000).

Segun un estudio realizado el método de cromatografia liquida de alta
resolucion para deteccion de matrices de diodos (HPLC-DAD) permite la
identificacion y cuantificacion de flavonoides de orientina, isooritorina, vitexina,

isovitexina y rutina en las hojas de diecisiete Passiflora spp (Gomes et al., 2017).

Entre cuatro especies analizadas, las de P. alata y P. quadrangularis
presentaron el perfil flavonoide menos complejo, identificando los dos compuestos
principales para cada una: vitexina-2 "-O-rhamnosida (P. alata) y vitexina-2" -O-
xilosido (P. Cuadrangularis), propuestas como marcadores quimicos para estas

especies. (Costa et al., 2016).

La P. quadrangularis fue seleccionada para investigar su capacidad de producir

cuatro glicosil flavonoides (orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina). Se mostré
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una actividad antioxidante mas alta cuando hay presencia de irradiacion con luz
UV-B en comparacion con los flavonoides no tratados, un aumento desde 28% a
76%. Los resultados muestran que la capacidad de biosintesis de metabolitos
secundarios de los cultivos de tejidos Passiflora se podria mejorar mediante

formas adecuadas de estimulacion (Antognoni et al., 2007).

El extracto y las fracciones de las hojas de Passiflora quadrangularis L.
presentaron efectos fotoprotectores reduciendo la produccion de MMP-1
(Colagenasa Instersticial) inducida por UV-B (Bravo,et al., 2017). Esta propiedad
fue evaluada en el extracto butandlico de las hojas de la Passiflora. Es originada
por la hemolisina presente en dichas partes de la planta. La actividad hemolitica
se comprobo en las facciones de n-butanol. Esta propiedad de la Passiflora, asi
como su capacidad de formacion de espuma, la reaccion de color positiva con la
vainillina, perfil HPLC, susceptibilidad de membrana colesterol dependiente, la
formacion de un complejo estable con el colesterol y la cinética rapida de lisis de

eritrocitos indica que probablemente es una saponina (Antognoni et al., 2007).

El extracto hidroalcohdlico de Passiflora quadrangularis L. obtenido de sus
hojas ha mostrado actividad ansiolitica en dosificaciones alrededor de 100, 250 y
500 mg / kg, con efectos similares al diazepam. No se han encontrado resultados

positivos para el extracto acuoso (De Castro, Hoshino, Da Silva, & Mendes, 2007).

Segun un estudio realizado se demostrdé que la administracion oral de un
extracto acuoso de Passiflora quadrangularis L a ratones resulta en una
prolongacioén significativa de la duracion del suefio, Se atribuye el efecto sedante
in vivo del extracto de P. quadrangularis a su principal flavonoide, la Apigenina
(Gazola et al., 2015).

De acuerdo a trabajos reportados los compuestos posiblemente responsables
de la actividad ansiolitica en la familia Passifloraceae son los alcaloides b-
carbolinicos y el monoflavonoide crisina, (Nassiri-Asl, Shariatirad, & Zamansoltani,
2007).

Se han estudiado una serie de tecnologias emergentes sobre principios no

térmicos, junto con métodos de encapsulacion por nanoparticulas, para la
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recuperacion sostenible de algunos compuestos de alto valor de componentes
biol6gicamente activos de las especies Passiflora spp, tales como polifenoles,
terpenos, péptidos, polisacéridos y fibras dietéticas. Ademdas, son agentes
prometedores (y todavia subutilizados) de bioconversion y biorremediacion,
ademas de ingredientes funcionales de bajo costo tanto para la industria

cosmética como para la industria alimentaria (Corréa et al., 2016).



CAPITULO Il. METODOLOGIA

II.1 Obtencidn de la materia prima

I1.1.1 Materia prima
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Las frutas de Badea para esta investigacion se recolectaron en la zona costera del

Cantdn Santa Lucia, de la provincia del Guayas.

En la tabla 3 se presentan las coordenadas geograficas del sitio de recoleccion de

la muestra vegetal (georeferenciadas con un GPS) y en la Figura 9 se muestra la

ubicacion grafica obtenida en la pagina web de coordenadas-GPS.

Tabla lll. Detalle del lugar y condiciones de recoleccién de la muestra

vegetal: Passiflora quadrangularis L.

Muestra vegetal

Passiflora quadrangularis L

Ubicacion

Punto de recoleccion

Temperatura media de

la zona

Canton Santa Lucia (Cabuyal), provincia de
Guayas

Latitud: -1.7223436878472735

Longitud: -79.89796211477369

23,4 °C segun www.accuweather.com

b FI Sodilic

&

&l

-----

—

Pavg iy

| 4 |

Figura 9. Sitio de Recoleccién Santa Lucia-Cabuyal, Fuente pagina web de coordenadas-GPS.
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[l.2 Analisis farmacognosticos de la semilla
I1.2.1 Determinaciones macroscopicas

Se escogid aleatoriamente 60 semillas para caracterizacion fisica y su posterior
descripcion, considerando los siguientes parametros: peso, ancho maximo y largo
méaximo, para el peso se utilizé una balanza analitica (Mettler Toledo AL 204), para

medir sus dimensiones (Vernier 20cm 1/128in),
I1.2.2 Secado y Molienda:

Las semillas fueron extraidas de su fruto maduro, lavadas con abundante agua
potable y secada en una estufa a una temperatura de 40 ° C, hasta peso
constante, luego se procedi6é a triturar en un molino manual. El material se
conservo en una funda ziploc, a temperatura ambiente, hasta el momento de su

utilizacion. Anexo 1.
[1.2.3 Determinacion del contenido de Humedad

La determinacién del contenido de humedad se realizé por el método azeotropico
utilizando destilacion simultdnea de agua con un liquido inmiscible en
proporciones constantes, en este caso tolueno y 10 gr de muestra vegetal. La
mezcla destilada y condensada se recolecta en una trampa Bidwell para medir el
volumen (Nollet, 1996). El procedimiento se realiz6 por triplicado. Los valores
obtenidos son sustituidos en la ecuacion uno 1.

_ve-V1
oM

H

x100 (1)

Dénde:

H= Humedad residual %
V1= volumen de agua inicial mL
Vt= volumen de agua final mL

M= masa de la muestra analizada, en g.



20

[1.2.4 Determinacion de cenizas totales

Para el ensayo se emplearon 2 gr de muestra vegetal, por el método gravimétrico,
incinerando en una mufla (VEB Elecktro BAO Frankenhadsen 1.000) a 600°C
(Miranda & Cuellar 2000). En este caso se determiné el residuo inorganico que
gueda después de calcinar las drogas. El procedimiento se realizé por triplicado.

Las masas determinadas son sustituidas en la ecuacion 2.
% Cenizas Totales=N*100/P (2)

Donde:

N = gr de cenizas de la muestra

P = gr de la muestra

[1.2.5 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Para la determinacion de sustancias minerales insolubles en &cido clorhidrico se
utilizé igualmente el método gravimétrico, empleando 2 gr de muestra y una mufla
(VEB Elecktro BAO Frankenhadsen 1.000) a 600°C (Miranda & Cuellar 2000). El
procedimiento se realizé por triplicado. Los valores obtenidos se sustituyen en la

ecuacion 3.

% Cenizas insolubles=N*100/P  (3)
Donde:
N= gr de cenizas Insolubles de la muestra

P= gr de la muestra

[1.2.6 Contenido de sustancias extraibles

Este ensayo se realizd por triplicado, a partir de 2g de muestra vegetal. Los

disolventes utilizados fueron 30 mL de agua y mezclas hidroalcohdlicas al 30, 50,
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70y 98%. Para la obtencion de los extractos cada muestra fue agitada empleando
un agitador magnético (Wisestir MSH-20D) a 215 rpm durante 6 horas (Jiménez,
2016). Transcurrido ese tiempo, las fracciones se filtraron y fueron transferidas a
una capsula de porcelana para la evaporacién a 40°C en estufa con recirculacion
de aire (Treas 124-A).

I1.2.7 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 a través de reacciones quimicas de
identificacion, cambios de color o formacion de precipitados, destinadas a
determinar la presencia de metabolitos secundarios en el vegetal, siguiendo

procedimientos segun (Miranda & Cuellar 2000).

La droga cruda se extrajo mediante maceracion con éter dietilico, etanol y agua,
para obtener los extractos correspondientes, que fueron sometidos a los diferentes
ensayos como: FeCl3, Shimoda, Espuma, Dradendorft, Mayer, Wagner, Feeling,

Liberman- Burchard, Baljet, Bortrager. (Miranda & Cuellar 2000).
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[1.3 Extraccion del aceite
[1.3.1 Soxhlet

El método de extraccion con Soxhlet se realizo con el empleo de n-hexano como
disolvente y 30 gr de muestra vegetal por un tiempo de 4 horas, la prueba se
realiz6 por triplicado para establecer el rendimiento promedio de las extracciones
(Chadvez & Laura, 2002). La muestra fue concentrada en un equipo

Rotaevaporador (Heidolph laborota 4001 efficient) a 30°C con presion reducida.
[1.3.2 Maceracion

El método de extraccidon por maceracion, se realiz6 a temperatura ambiente. El
disolvente utilizado fue n-hexano y 73,3 gr de muestra vegetal por un tiempo de
9 dias (Vintimilla, 2013). La muestra fue concentrada en un equipo

Rotaevaporador (Heidolph laborota 4001 efficient) a 30°C con presion reducida.

Il.4 Pardmetros fisico-quimicos del aceite
[1.4.1 Densidad relativa

La determinacion se realizé utilizando un picnédmetro de 5 mL que fue pesado en
balanza analitica (Boeco BBL31), luego se peso6 el agua y la muestra en el
picndmetro Se anotaron los resultados de ambos pesos y se desarrollaron los

calculos, segun la ecuacion 4. El ensayo se realizo por triplicado. (Cifuentes, 2014)

w1

pl=—p2 (4)

Donde:

P1= densidad relativa incognita (muestra)

m1= masa del aceite, en g. (restada del peso del picnémetro)

m2= masa del agua destilada, en g. (restada del peso del picnometro)

P2= densidad del agua.
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[1.4.2 Determinacion de pérdida por calentamiento

Para este ensayo se peso 2 gr del aceite fijo y se calenté a 103°C en estufa (Viur
Scientific 1350GM) durante tres horas. El procedimiento se realizé por triplicado.
Los valores obtenidos se sustituyen en la ecuacion 5.

_mi-m2
mi-m

x 100 (5)

Donde:

P= pérdida por calentamiento, en porcentaje de masa.

m= masa de la capsula en g.

m1= masa de la capsula con la muestra, antes del calentamiento, en g.
m2= masa de la cdpsula con la muestra, después del calentamiento, en g.
11.4.3 Determinacion del indice de acidez.

La cantidad de 2 gr de aceite se disolvidé en una mezcla de alcohol etilico y éter
dietilico para proceder a titular los acidos grasos libres con una solucion de
hidroxido de sodio hasta que aparezca una coloracién rosa, segun indica la técnica
(Cifuentes, 2014). El procedimiento se realizé por triplicado. Los valores obtenidos

son evaluados en la ecuacion 6.

_ 4xVxN

I = (6)

Donde:
I= indice de acidez del producto, en mg/g.

V= volumen de la solucién de hidréxido de sodio consumido en la titulacién, en

cmd.
N= normalidad de la solucién de hidréxido de sodio.

m= masa de la muestra analizada en gramos.
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1.4.4 Determinacion del indice de peréxido

Para este ensayo se utilizé 0.5g de muestra en un Erlenmeyer de 250 mL, Luego
se afiadio 25 mLde mezcla de &cido acético cloroformo (3:2). Agitamos hasta que
la mezcla quedd completamente disuelta y se afiadié exactamente 1 mL de una

solucion saturada de yoduro de potasio.

Se Agité y dejo en reposo transcurrido 1 minuto, luego afiadimos 100 mL de agua
destilada. Se realizo titulacion con tiosulfato 0.1N en la presencia de la solucion
de almidoén al 1% hasta que el color azul desaparezca. Simultdneamente se debe
llevar a cabo una titulacion en blanco en las mismas condiciones y el blanco no

debe exceder a 0.1mL de tiosulfato 0.1N.

El ensayo se realizo por triplicado. {Cifuentes, 2014). Los resultados obtenidos se

evallan en la ecuacion 7.

_ VXNx1000
= M

1P (7)

Donde:

IP=indice de peréxidos expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por kg

de grasa

V= mL de solucion valorada de tiosulfato sédico

N= normalidad exacta de la solucion de tiosulfato sodio empleada.
M= peso en gramos de la muestra problema.

11.4.5 Determinacion del indice de saponificacion

Se realiz6 el ensayo con 3g de muestra previamente desgomada, luego se puso
en contacto con una solucion etandlica de hidréxido de potasio 0,5N y se tituld el
exceso con solucion 0,5N de acido clorhidrico (Cifuentes, 2014). El procedimiento

se realizé por triplicado. Los resultados obtenidos se evaltan en la ecuacion 8.

_ (Vi-yZIN

m

I (8)
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Donde:

i= indice de saponificacién del producto, en mg/g.

V1= volumen de disolucion de acido clorhidrico empleado en la titulacion del

ensayo en blanco, en cm3.

V2= volumen de disolucion de &cido clorhidrico empleado en la titulacion de la

muestra, en cm3.
N= normalidad de la solucién de acido clorhidrico.

m= masa de la muestra analizada, en g.

11.4.6 Insaponificacion

En un balon se pesaron 5 gr de aceite, se adicionaron 50 mL de una disolucién
alcohdlica de hidroxido de potasio 2N y se adapté a un sistema de reflujo por 2h,
luego se separ6 la materia insaponificable mediante la extraccion (3x25 mL)
utilizando como disolvente éter de petréleo (Samaniego, 2006). La muestra fue
concentrada en un equipo Rotaevaporador (Heidolph laborota 4001 efficient) a
30°C con presion reducida. Se realiz6 el ensayo por triplicado. El residuo se pesé

y se determindé el porcentaje segun la ecuacion 9.

PR
P aceite

% Insaponificable= x100% (9)

Donde:
PR= peso en gramos del residuo

P aceite = peso en gramos de la muestra
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I1.4.7 Determinacion del indice de refraccion

Se determiné utilizando un refractdmetro (Thermo Electron Corporation 334610),
a una temperatura de 30 "C. Para ello se utilizan solo unas cuantas gotas del
aceite sobre el prisma y se realiza la lectura. Se limpié después de cada medicion
utilizando un pafio suave humedecido con solvente como n- alcohol, el ensayo se

realizo por triplicado (Cifuentes, 2014).
11.4.8 Perfil de acidos grasos.

La combinacion de las técnicas de cromatografia de gases con espectrometria de
masas (CGEM), se denomina de método acoplado, donde el espectréometro de
masas es un ente detector. Con la espectrometria de masas no solo es factible
determinar los picos de una especie, sino también identificar los diversos
componentes sin resolver. En la combinacion cromatografo de gases-
espectrometro de masas, el efluente de la columna se introduce directamente en
la camara de ionizacion de dicho espectrofotémetro de forma que se elimina la
mayor parte del gas portador. En la camara de ionizacion, se ionizan todas las
moléculas y los iones se separan de acuerdo con su cociente masa/carga, que

sirve para identificar el compuesto.

Para realizar el analisis se pesaron 30 mg de aceite en una balanza analitica, se
agregaron 3 mL de cloruro de acetilo al 10 % en metanol (disolucion metilante).
La disolucién se cerré herméticamente y se calentd a 85 °C por 2 h con agitacion.
Al cabo de ese tiempo y alcanzada la temperatura ambiente, se adicionaron 4 mL
de n-hexano con 4 mL de agua destilada. La mezcla es agitada en una zaranda
por 15 min, para dejar reposar. De la fase organica (superior) se extrajeron 3 mL
de la solucién a otro tubo de ensayo, se le adicionaron 4 mL de n-hexano y 4 mL
de NaOH a 1 mol/L en metanol, se cerrd y se agité en zaranda durante 15 min,
para finalmente dejar reposar y extraer 2 mL de la fase orgénica, de la cual se

tomo 1 pL para el andlisis por cromatdgrafo de gases

Se analiz6 la muestra en un Cromatdgrafo de gases 6890N acoplado a un detector

de masas (Agilent, EUA) y se utiliz6 una columna capilar HP-5 Ms (30 m x 0,25
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mm d.i. y 0,25 m de espesor de pelicula, Agilent, EUA). El programa de
temperatura: 2 min isotérmico inicial a 60 °C, de 60 °C hasta 200 °C a 20 °C/min,
de 200 °C hasta 320 °C a 8 °C/min, y 30 min isotérmico final a 320 °C. La
temperatura del inyector fue 320 °C. El flujo del gas portador (He) fue 1,0 mL/min
y el volumen de inyeccion de 0,5 puL. La energia de ionizacién fue 70 eV.

La adquisicién de los espectros de masas se realiz6 desde 40 a 800 m/z. en modo
scan. La identificacion de las sefales cromatogréficas se llevd a cabo por
comparacion de los tiempos de retencion (tr) de cada compuesto, con los tr de los
patrones comerciales disponibles y por comparacién de los espectros de masas
obtenidos con los de las bibliotecas de espectros Wiley MS, 62 ed. y NIST 11 del
equipo CG-EM, los espectros obtenidos a partir de los patrones comerciales

disponibles y los descritos en la literatura. (Segovia & Suarez, 2010)
[I.5 Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana.

Para la determinacién antimicrobiana se usaron los siguientes microrganismos:
Escherichia coli, Estafilococos aureus, Listeria y Salmonella y el hongo Aspergillus
En cada una de las evaluaciones se empleé el procedimiento descrito a

continuacion:
[1.5.1 Preparacion de las disoluciones a partir de un aceite fijo de Badea

En un vaso precipitado se colocan volumenes iguales de la muestra del aceite y
del Tween 80 agitando hasta disolucion completa con un agitador magnético
(Wisestir MSH-20D), una vez lograda la disolucion, la mezcla se trasvasa a un
matraz volumétrico de 10mL y se llevan a volumen final con agua destilada estéril.
Las soluciones son preparadas a concentraciones 10%,20%,30%,40%,50% (v/v)

por triplicado cada una de ellas.
[1.5.2 Técnica Kirby Bauer Modificado

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las distintas disoluciones, se
empled la técnica de Kirby Bauer Modificado, en esta prueba se enfrenta la
bacteria o la levadura contra una muestra de aceite fijo previamente tratada (como
se sefialé en apartado anterior). En el medio de crecimiento sélido, se inocularon

los microrganismo en tubos con medio agar Mueller Hinton previamente fundido y
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mantenido a 45 °C, ajustando las concentraciones a la turbidez 0,5 en la escala
Mc Farland (1.5 X 10% UFC/m), y se vertié el contenido del tubo en una placa Petri
con agar Mueller Hinton. La actividad antibacteriana se expresa por la formacion

de un halo de inhibicién. (Segovia & Suérez, 2010).

Posteriormente, los medios de cultivo inoculados se incubaron a 37 °C durante 24
horas, y transcurrido este tiempo se realizaron las lecturas de los halos de
inhibicién. Cada uno de los ensayos se realizd por triplicado. (Segovia & Suarez,
2010).
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CAPITULO lll. RESULTADOS

[11.1 DETERMINACIONES MACROSCOPICAS

En la tabla 4, se reporta los valores del peso promedio y la desviacién estandar,
asi como del ancho y largo maximo medidos de 60 semillas de P quadrangularis.
Las medidas obtenidas se aproximan a las registradas por Pérez, Tillett & Escala,

(2002) las cuales fueron 6,3 y 9,1 de ancho y largo respectivamente. Anexo 2.

Tabla IV. Caracteristicas fisicas de semillas de Passiflora quadrangularis L

Ensayo Resultados
Peso promedio 48,81 + 4,90 mg
Ancho promedio 7,15 + 0,331 mm
Largo promedio 8,18 + 0,574 mm

[11.2 SECADO Y MOLIENDA

En la tabla 5, se detalla la disminucion de masa que hubo durante el secado de
las semillas hasta llegar a peso constante, se obtuvo un resultado de 8,70 £ 0,721
gr de pérdida de su masa inicial con una disminucion porcentual de 5.8 % en un
lapso de 55h. Los resultados se pueden comparar con lo reportado por Posada,
Ocampo, & Santos, 2014, que indican una pérdida de masa de 6% durante 60
horas para el secado de semillas del genero Passiflora (P. edulis) empleando flujo

continuo de aire.

Tabla V. Disminucién de masa durante el secado en estufa

Peso 24h 48h 53h Peso Promedio DS %
inicial disminuido
1543 gr 146,4 146,3 146,2 8,10 gr 5.24
119.6 gr 110,9 110,2 1101 9,50 gr 8,70 gr 0,721 7,94

201,0gr 192,7 1926 1925 8,50 gr 4,22
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[11.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD
Método Azeotrdpico

El porcentaje de humedad obtenido por cada 10 gr de muestra es sefialado en la
tabla 6. Este valor vario entre el 5-6 %. Segun Villar del Fresno 2010, los limites
de agua establecidos en las farmacopeas fluctian entre 8 a 14%, pero de modo
general una droga vegetal debe poseer un contenido de humedad menor al 10%.
Por tanto se puede sefialar que las semillas analizadas se encuentran dentro de

los parametros indicados en la farmacopea con respecto a humedad.

Tabla VI. Valores de Humedad de semillas de P quadrangularis por método

Azeotrdpica

# Muestra Volumen Volumen Resultados
saturacion de Agua
Tolueno muestra

1 10 gr 3mL 3,6mL 6 %
2 10 gr 3mL 3,5mL 5%
3 10 gr 3mL 3mL 6%

[11.4 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

El porcentaje de cenizas totales que se obtuvo en las semillas de Badea P.
quadrangularis es de 2,5%, tal como se indica en la tabla 7. Los valores obtenidos
se asemejan a los reportados por Carvajal, et al., 2014 donde indica un valor de
2.09% de cenizas totales para las semillas de Passiflora pinnatistipula. Segun la
Real Farmacopea Espafiola el porcentaje de cenizas totales presentes en la droga
cruda debe ser <12%, que representa el contenido de minerales, por lo cual el

valor obtenido esta dentro de los limites establecidos.
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Tabla VII. Valores porcentuales cenizas totales

# Peso Peso Peso crisol+ Cenizas Resultados
crisol muestra muestra (gr) (gn) %
vacio (gr) (gn)
1 22,35 2 22,40 0,05 2,5 %
2 23,53 2 23,58 0,05 2,5%
3 40,46 2 40,51 0,05 2,5%

[11.5 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLE EN ACIDO CLORHIDRICO

Los resultados expresados en la tabla 8, indica el contenido de minerales
insolubles en acido, cuyo porcentaje se encuentra entre 0,22% a 0,32%. Estos
porcentajes son aceptados ya que estan dentro de los limites de la USP (11%).
Esta determinacion es fundamental pues la materia mineral puede ser
responsable de alguna accion farmacologica no deseada. Si en la determinacion
ha sido elevado el contenido de cenizas puede ser indicador que en la recoleccién

existié contaminacién de materia mineral.

Tabla VIII. Valores obtenidos cenizas insolubles en semilla de Badea.

# Peso del Peso inicial Peso del Cenizas %
crisol de la crisol + insolubles
vacio muestra muestra (gr) en acido
(gr) (gr) (ar)
1 19,7600 2 19,7664 0,0064 0,32
2 23,5301 2 23,5345 0,0045 0,23
3 20,9546 2 20,9590 0,0044 0,22

[11.6 DETERMINACION DE SUSTANCIAS EXTRAIBLES

En la Figura 10 se representan los resultados obtenidos para cada sistema de
extraccion. La mayor cantidad de sustancias extraidas de las semillas de P.
quadrangularis fue en alcohol al 98 y 70% con resultados del 20,05% y 20.71%

respectivamente. Estos resultados sugieren a grandes rasgos que a mayor
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concentracion de alcohol, mayor es la cantidad de particulas que se solubilizan en

dicho solvente. Anexo 3.

30,00

25,00

20,00
15,00
10,00
L

0,00
ALCOHO = ALCOHO | ALCOHO @ ALCOHO H2
L 98 % L70% L50 % L30%
% 25,05 20,71 15,47 11,73 8,12

m Covarianza  0,0739 0,0150 0,0235 0,0232 0,0214

%

Figura 11. Porcentajes de sustancias extraibles

1.7 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Los resultados obtenidos en el estudio fitoquimico realizado a los extractos

alcohdlico, etéreo y acuoso se representan en la tabla 9.

Se determind una mayor presencia de metabolitos secundarios a los alcaloides,
flavonoides y azucares reductores, en poca cantidad taninos y triterpenos. Estos
resultados coinciden a los reportados por Silva 2014, donde se evalu6 diferentes
compuestos presentes en distintas especies de Passiflora (alata, P incarnata P.
foetida, P. edulis) y detalla que se han encontrado estructuras de tipo flavonoides
y alcaloides.
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Tabla IX: Tamizaje fitoguimico de los extractos acuoso, etéreo y alcohdlico

de las semillas de Passiflora quadrangularis

ensayos metabolito extracto extracto extracto
acuoso Etéreo alcohdlico
FeCI3 Taninos + +
Shinoda Flavonoides + ++
Espuma Saponinas - -
Dragendorff  alcaloides + +++ +
Mayer Alcaloides + + +
Wagner Alcaloides + + +
Feeling Azucares +++ + +++
reductores
Liberman-  Triterpenos + +
Burchard o]
esteroides
Baljet Lactonas y +
cumarinas
Borntrager Quinonas -

Opalescencia (+) Turbidez (++) Precipitado (+++)

[11.8 EXTRACCION DEL ACEITE

Al realizar la comparacion de los dos métodos de extraccidn empleados se puede
sefalar que la extraccion por el método de Soxhlet permite obtener un mayor
rendimiento en comparacién con la extraccion realizada por maceracién, los
resultados obtenidos fueron de 39,2% durante 4h por el método de Soxhlet y
12,09% en 60 h por maceracién. Se presume que uno de los principales factores
gue influye en esta diferencia es la temperatura, ya que un aumento de la misma

puede acelerar el proceso de desprendimiento de los componentes de una droga.
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Vale la pena destacar que las caracteristicas organolépticas del aceite obtenido
por medio del equipo de Soxhlet son de color amarillo translucido y brillante,

mientras que por maceracion presento un color amarillo opaco.

El rendimiento obtenido en nuestra investigacibn es 39.2 % se realiza
comparaciones con un estudio reportado por Cruz, R. y Meléndez, C. 2004 sobre
la extraccion del aceite de semillas molidas de Passiflora edulis flavicarpa. Donde
su porcentaje de rendimiento mediante extraccion Soxhlet empleando hexano, fue
de 36,8% a partir de 187 gr mientras que el aceite de semillas de Passiflora
quadrangularis tiene un mayor rendimiento ya que se obtuvo mayor cantidad del

aceite utilizando menor cantidad de gramos, se detalla en el Figura 12.

RENDIMIENTO
80
60
40
B é
0
Soxhlet Maceracio
n
M horas 4 60
M gr de semilla utilizados 25 70,3
gr de aceite obtenidos 9,8 8,5
% 39,2 12,09

Figura 12. Rendimientos de extraccion del aceite por método Soxhlet y maceracion

1.9 DENSIDAD RELATIVA

Los resultados obtenidos en el ensayo de densidad se muestran en la tabla 10.
En promedio el aceite fijo de semillas de P. quadrangularis fue de 0,96952 g/mL.
Pantoja, Benavides, & Martinez, 2017 reportan un valor similar de densidad para
la P. edulis Sims de 0,9316 g/mL
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Tabla X. Valores de la densidad del Aceite fijo

H20 Aceite fijo  Densidad Densidad del
del Agua aceite
Analisis por  17,2195gr 16,3903 gr 5,6721/5 o
triplicado 172154 gr 16,3906 gr  =113442 _ 5,762'£*(‘1r13441J
17,2107 gr 16,3912 gr 4,8476
Promedio 17,2152 gr 16,3907 gr = 0,96952 g/ml

Promedio- 5,7621 gr 4,8476 gr

Nota: Peso del Picnémetro vacio = 11.5431 gr

[11.10 PERDIDA POR CALENTAMIENTO DEL ACEITE FIJO

La pérdida por calentamiento fue de 23,57%, tal como se sefiala en la tabla 11.
Este valor representa un alto porcentaje comparado con los resultados descritos
por Carvajal, L et al., 2014. En el estudio del aceite de semillas Passiflora

pinnatistipula, el cual reporta 0.69%.

Tabla XI. Valores Ensayo perdida por calentamiento

Peso Peso Peso capsula
# Muestra capsula capsula + muestra % Resultado
vacia + después de
muestra  2h en estufa
1 2gr 48,4801 50,4801 50,0693 20,54%
2 2gr 75,4879 77,879 77,0442 22,18% 23,57+3,91
%
3 2gr 48,5742 50,5742 50,0143 27,99%

[11.11 DETERMINACION DEL INDICE DE ACIDEZ

Los valores obtenidos del indice de acidez en el aceite extraido de semilla de
Passiflora quadrangularis permite determinar la cantidad de &cidos grasos libres

presentes en la muestra. Tal como se sefiala en la tabla 12 el valor promedio que
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se obtuvo del indice de acidez fue de 11,8 + 0,20 mg/g, el cual es alto comparado
con el valor del indice de acidez del aceite de semillas de Passiflora edulis Sims

(2,56 mg.g-1) reportado por Pantoja, Benavides, y Martinez, 2017.

Tabla Xll. Valores indice de acidez

# Muestra Consumode Resultados Promedio
KOH

1 29r 5,8 mL 11,6

2 2gr 6 mL 12

11,8 £ 0,20 mg/g
3 2gr 5,9mL 11,8

[11.12 DETERMINACION DEL INDICE DE PEROXIDO

La tabla 13 muestra los valores del indice de peréxido calculados en el aceite
extraido de semilla de Passiflora quadrangularis 4,5+0,87mg/g. Existe relacion
entre el indice de perdxido y la rancidez de las sustancias grasas, por lo cual el
aceite de Passiflora edulis flavicarpa al contrario del aceite extraido de semilla de
Passiflora quadrangularis tiende rapidamente a enranciarse por su alto indice de
peréxido 14,4 meq, (Cruz, R. y Meléndez, C. 2004), alterandose por consiguiente

sus caracteristicas organolépticas.

Tabla XIll. Valores del indice de peroxido determinados en aceite fijo

# Muestra V1 V2 Resultados Promedio
(gr) (mL) (mL)

1 2 0,5mL imL 5 4,5+0,87mg/g

2 2 0,7mL 3,5

3 2 1ImL 5

111.13 DETERMINACION DEL INDICE DE SAPONIFICACION

La tabla 14 muestra los valores del indice de saponificacion obtenido es de

112,51+1,43 mg/g. Comparado con el aceite de Passiflora edulis flavicarpa
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(maracuya) 217.39 mg/g reportado por Cruz, R. y Meléndez, C. (2004), posee un

bajo indice de saponificacion.

Tabla XIV. Valores del indice de saponificacion determinados en aceite fijo

# MUESTRA V2 V1l RESULTADOS PROMEDIO

(gr) (mL) (mL)
1 3 10 mL 112,2
22 mL
2 3 9,8 mL 114,07 112,51+1,43 mglg
3 3 10,1 mL 111,26

l11.14 DETERMINACION DE COMPUESTOS INSAPONIFICABLES.

En la tabla 15 se observan los resultados obtenidos para la cuantificacion de la
materia insaponificable, se aprecia que su contenido en el aceite de las semillas
de Passiflora quadrangularis es de 1,006 %=0,23%; de acuerdo a la desviacion
estdndar obtenida se puede decir que los resultados son confiables y
reproducibles. El porcentaje de materia insaponificable obtenido es inferior al
reportado por Toro, y Suarez, 2014 para aceite de semilla de Vitis labrusca L., el

cual es de 1,82%.

Tabla XV. Valores compuestos Insaponificables

# Muestra Peso Peso Peso de sust Resultados
de del Insaponificables
crisol crisol +
vaci6é muestra

1 sgr 45,5127 45,4662 0,0465 0,93 %
2 Sgr 51,1376 51,0965 0,0411 0,82 %
3 Sgr 49,6946 49,6310 0,0636 1,27 %

Promedio:1,006+0,23%

[11.15 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

Los valores obtenidos del indice de refraccion son presentados en la tabla 16. El

valor promedio que se obtuvo fue de 1,4591, Este valor se asemeja al del aceite
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de semillas de Passiflora edulis flavicarpa reportado por Cruz, R. y Meléndez, C.
(2004) que presenta un indice de 1,4592.

Tabla XVI. Valores indice de refraccion

# Resultados

1 1,4591
2 1,4590
3 1,4591

[11.16 PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Se realiz6 el perfil de acidos grasos, por analisis de los derivados metil ésteres
de los acidos grasos por cromatografia de gases con espectrometria de masas
como se muestra en la tabla 17, se encontr6 que de todos los extractos priman el
acido linoleico (77,07%) y el &cido oleico (9,69%). Anexo 4.

Tabla XVII. Perfil de acidos grasos aceite de Badea

Nombre Férmula  Tr (min.) %
acido miristico C14:.0 11,964 0,04
acido palmitico C16:0 15,037 3,10

acido palmitoleico Cl6:1 15,239 2,45
acido estearico C18:0 16,895 0,41
acido oleico ci8:1 17,005 9,69
acido linoleico ci18:2 17,169 77,07
acido eicosenoico C20:0 18,634 4,19

acido tetracosanoico C30:0 21,544 3,04
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[11.17 EVALUACION ANTIMICROBIANA

La tabla 18 muestra los resultados cualitativos de la actividad antibacteriana del
aceite extraido de las semillas de Passiflora quadrangularis L. Se realizaron las
lecturas de los halos de inhibicion, sin embargo no existe inhibicion de las cepas

bacterianas de E Coli con las concentraciones de aceites esenciales utilizadas.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La muestra no presenta propiedad

antimicrobiana.

Tabla XVIII. Actividad antibacteriana del aceite de las semillas de Passiflora
quadrangularis L.

Cepa Control Concentraciones
Bacteriana  negativo/ 10% 20% 30% 40% 50%
Tween 80
Escherichia N N N N N N
coli
Estafilococos N N N N N N
aureus
Listeria N N N N N N
Salmonella N N N N N N
Aspergillus N N N N N N

N: Negativo, P: Positivo
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CONCLUSIONES:

— Los parametros farmacognosticos obtenidos para las semillas de
Passiflora quadrangularis fueron: peso promedio 48,81 mg, ancho 7,15
mm, largo 8,18 mm, humedad residual 5,8 %, cenizas totales 2,5 %,

cenizas insolubles 0,23-0,32%.

— El analisis del tamizaje fitoquimico dio resultado positivo para alcaloides,

flavonoides, esteroides y azlcares reductores.

— La extraccion por el método de Soxhlet con hexano como disolvente
permitié obtener un rendimiento del 39,2% superior al alcanzado por

maceracion de un 12,09%.

— Los aceites varian en su aspecto de acuerdo al método de extraccion. Con
el equipo de Soxhlet fue de color amarillo translucido y brillante, mientras

que por maceraciéon presento un color amarillo opaco.

— Las propiedades fisicoquimicas del aceite obtenido por Soxhlet fueron:
densidad relativa 0,96952 g/mL, indice de acidez 11,8mg/g, indice de
peroxido 4.5 mg/g, indice de saponificacion 112,51mg/g, compuestos
insaponificables 1.0006%, perdida por calentamiento 23,57% e indice de
refraccion 1,4591. No se evaluaron en el caso del aceite obtenido por

maceracion

— El perfil lipidico por andlisis de CG-EM mostr6 un alto contenido de acidos
grasos insaturados siendo el acido linoleico con 77,07% y el acido oleico

9,69%, los mas abundantes.

— El aceite no presento capacidad antimicrobiana en las concentraciones

ensayadas.
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RECOMENDACIONES:

— Evaluar la toxicidad del aceite obtenido de Badea para considerar su uso

en humanos y/o animales.

— Valorar el uso en matrices alimenticias, cosméticas y farmacéuticas del

aceite fijo obtenido de las semillas de Badea.

— Evaluar la actividad antioxidante del aceite teniendo en cuenta el alto

contenido de acidos grasos insaturados.

— Evaluar la actividad antimicrobiana en concentraciones mayores de
50%.
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ANEXOS



ANEXO.1 Preparacion de la muestra

(semilla de Badea)

Preparacion de la muestra vegetal

Secado de la muestra 40 °C, hasta peso constante

Molienda de la muestra

Humedad azeotrdpica

Contenido de
sustancias extraibles

Cenizas solubles e
insolubles

Tamizaje fitoquimico

Maceracién

Contenido de

. Aislamiento del
acidos grasos

aceite vegetal
Soxhlet

Densidad

indice de acidez

Desgomado/Grado de
saponificacion

Contenido de sust.
Insaponificables

Perdida Por
Calentamiento

indice de perdxido

indice de Refraccién
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ANEXO 2. Determinaciones macroscopicas

# Peso mg # Largo(mm) | Ancho(mm)

1 52,4 1 8,24 7,10
2 54,4 2 8,11 7,12
3 48,8 3 7,12 7,00
4 53,2 4 8,21 7,10
5 44,8 5 7,32 7,21
6 50,8 6 8,22 7,12
7 33,1 7 6,12 7,10
8 39,5 8 6,14 7,13
9 449 9 8,31 7,23
10 53,9 10 9,11 7,12
11 44,1 11 8,10 7,10
12 41,9 12 8,12 7,21
13 48,2 13 8,11 7,00
14 56,0 14 9,13 8,00
15 47,7 15 7,25 7,15
16 41,9 16 8,21 6,24
17 54,6 17 9,10 7,21
18 45,5 18 8,11 7,21
19 50,5 19 8,12 7,14
20 45,3 20 8,22 7,00
21 53,4 21 8,13 7,00
22 53,0 22 8,23 7,14
23 50,8 23 8,10 7,12
24 41,7 24 8,15 6,10
25 51,3 25 8,12 7,00
26 44,6 26 8,15 7,10
27 52,1 27 911 7,11
28 47,1 28 8,10 7,00
29 49,4 29 8,11 7,14
30 49,7 30 8,12 7,15
31 36,0 31 8,15 7,12
32 54,5 32 9,14 7,13
33 52,0 33 9,10 7,00
34 46,5 34 8,14 7,00
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35 49,8
36 49,4
37 51,5
38 50,1
39 48,9
40 49,8
41 45,6
42 47,4
43 53,3
44 51,8
45 55,8
46 44,9
47 50,1
48 50,4
49 54,8
50 53,7
51 53,7
52 45,5
53 53,5
54 43,6
55 51,1
56 47,3
57 54,4
58 41,9
59 52,6
60 44,3
SUMA TOTAL 2928,8
PROMEDIO 48,81
DS 4,903595

35 8,12 7,00
36 9,11 7,00
37 8,25 8,00
38 8,08 7,14
39 8,10 7,24
40 8,09 7,23
41 8,11 7,22
42 8,14 7,21
43 8,00 7,10
44 9,12 7,00
45 8,10 8,14
46 8,14 7,00
47 9,24 8,00
48 8,11 7,12
49 8,22 7,21
50 8,21 7,00
51 8,15 7,00
52 8,10 7,00
53 8,13 7,21
54 8,12 7,22
55 8,10 7,24
56 8,20 7,00
57 8,21 7,00
58 8,10 7,10
59 8,14 8,11
60 8,11 7,00
SUMA TOTAL 490,72 429,09
PROMEDIO 8,18 7,15
DS 0,574328 0,331774
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ANEXO 3. Calculos determinacion de sustancias extraibles

PESOS PESOS CAPSULA +MUESTRA
CAPSULAS SECADO EN ESTUFA HASTA
ALCOHOL # VACIAS PESO CONSTANTE CV-CM
98 9% 1 41,3064 41,6952 0,3888
2 48,5347 48,9701 0,4354
3 40,1215 40,5403 0,4188
SUMA= 1.243
PROMEDIO= 1.243/ 3
=0,4143
PESOS
CAPSULAS
ALCOHOL # VACIAS PESOS CAPSULA +MUESTRA CV-CM
70 % 1 43,6301 44,0777 0,4476
2 57,8510 57,6066 0,4604
3 57,0112 58,3114 0,5954
SUMA= 1,5034
PROMEDIO= 1.5034/3
=0,5011
PESOS
CAPSULAS
ALCOHOL # VACIAS PESOS CAPSULA +MUESTRA CV-CM
50 % 1 55,7001 55,9882 0,2881
2 53,4310 53,7362 0,3052
3 63,4211 63,7562 0,3351
SUMA= 0,9284
PROMEDIO= 0,9284/3
=0,3094
PESOS
CAPSULAS
ALCOHOL # VACIAS PESOS CAPSULA +MUESTRA CV-CM
30% 1 50,9710 51,1669 0,1959
2 59,3221 59,5139 0,1918
3 48,4312 48,7474 0,3162
SUMA= 0,7039

PROMEDIO=0,7039/3
=0,2346
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PESOS
CAPSULAS
H20 # VACIAS PESOS CAPSULA +MUESTRA CV-CM
1 54,4418 54,5865 0,1447
2 45,5702 45,7250 0,1548
3 41,2315 41,4189 0,1874
SUMA= 0,4869
PROMEDIO= 0,4869/3
=0,1623
ALCOHOL98 % ALCOHOL70 ALCOHOL50% ALCOHOL 30 H20
% %
2g----m- 100% 2g------ 100%  2g-----100% 2g-—-100%  2g-—---100%
0,4143---x 0,5011---x 0,3094---x 0,2346---x 0,1623--x
x=20.71% x=12,52 % x=15,47 % x=11,73 %  x=8,115 %
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ANEXO 4. Espectros de masas de los acidos grasos identificados en aceite

de semillas de Passiflora quadrangularis.

Tr Espectio de masa del compuesto y sugerencia de la base de datos
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ANEXO 5. certificado de identificacion fitoquimica de la especie

Franomrs o Clestlass 1

dﬂyj T S S e
% Fundacion Jardin Botanico de Guavaqguils

(EF L Tl e

= = E-RE T 0

Guayagquil, 21 de Nowiembre de 20146

CERTIFICADO

Por medio de |a presents == Certfica gque |3 muestra wepeial entregada
por la Srta. Cindy Jimensz Yanzz con la Ca2dula 09312288609, 3 ecta
mnstitucion el 21 de MNoviembre del presenie ano para su respectwva
sdentificacion, corresponde a2 la especie Passiflora qusdsngulans L.

conociéds coma Bades.

MIFWERDT o BECT, Ecdamss Mardeny Comparvatran fnfcrezconc!
Fed Ss Fardingr Bot=nivon daf Ecwador
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ANEXO 6. Evidencias fotograficas

Determinaciones macroscopicas
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Determinacion de cenizas totales

Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico
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Contenido de sustancias extraibles




Tamizaje fitoquimico
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Extraccion del aceite

Soxhlet

Maceracioén
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Determinacion de pérdida por calentamiento

Densidad relativa




Determinacién del indice de acidez.

Determinacion del indice de peroxido
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Desgomado

Determinacion del indice de saponificacion

Determinacion del indice de refraccion




68

Determinacioén del Indice de Insaponificacion

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana.




