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Resumen

En el estudio se determino la actividad antioxidante y antimicrobiana en extractos acuosos e hidroalco-
hélicos de Passiflora ligularis. Se utiliz6 el método de extraccién por reflujo, empleando como solventes
agua y etanol a 35% (v/v) y 70% (v/v). Como material vegetal fueron utilizadas hojas y flores. Los
resultados mostraron que tanto los extractos acuosos como los hidroalcoholicos presentan compues-
tos fenolicos, alcanzando contenidos maximos de 14.32 mg Eq Ac. Gal/g materia seca. También se
determinaron los contenidos maximos de flavonoides totales equivalentes a 10.47 mg Eq Vitexina/g
materia seca, en extractos hidroalcohoélicos. La actividad antioxidante in vitro de los extractos fue eva-
luada utilizando la metodologia de captaciéon del radical libre (DPPH) y poder reductor férrico (FRAP).
En ambas metodologias se determiné que los extractos hidroalcohélicos presentan mayor actividad. El
ensayo de actividad antimicrobial mostré que los extractos de P. ligularis tienen la capacidad de reducir
el crecimiento tanto de E. coli (ATCC 25922) como de S. aureus (ATCC 25923), encontrando principal-
mente que los extractos acuosos poseen mayor poder de inhibicion microbial que los hidroalcohdlicos.
En este trabajo también se observo correlacion entre los fenoles y la actividad antioxidante (FRAP).
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Abstract

The main objective of this study was to determine the antioxidant and antimicrobial activity in aqueous
and hydroalcoholic extracts of Passiflora ligularis. It was used the reflux extraction method, using as
solvent water, ethanol 35% (v/v) and 70% (v/v), working with leaves and flowers as plant material. The
analysis demonstrated that both aqueous and hydroalcoholic extracts present phenolic compounds,
achieving maximum levels of 14.32 mg Eq Ac. Gal /g dry matter. Also was determined maximum total
flavonoids equivalent to 10.47 mg Eq Vitexin/g dry matter on hydroalcoholic extracts. In vitro antioxi-
dant activity of the extracts was evaluated using the methodology of capturing the free radical (DPPH)
and Ferric Reducing Power (FRAP), in both methods was determined that hydroalcoholic extracts were
more active. The antimicrobial activity test, indicated that the extracts of P. ligularis have the ability
to reduce the growth of both E. coli (ATCC 25922) and S. aureus (ATCC 25923), mainly finding that
aqueous extracts possess greater microbial growth inhibition than the hydroalcoholic ones. In this
study also was possible to identify a correlation between the phenols and antioxidant activity (FRAP).
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Introduccion

Durante 2011 en Colombia la produccion de
granadilla (Passiflora ligularis) fue, aproxi-
madamente, de 52.30 t, de las cuales 60%
se destindé al mercado externo y el 40% al
consumo interno (Carrero, 2013). Por sus
propiedades medicinales, los frutos del
género Passiflora son una alternativa para
el control de enfermedades digestivas, por
lo cual tienen un alto potencial de mercado.
Estudios recientes mostraron que las partes
herbales (hojas y flores) de este género poseen
propiedades bioactivas y farmacologicas alta-
mente efectivas (Li et al., 2011; Nassiri et al.,
2007), una de ellas es la actividad ansiolitica,
encontrada en los extractos de flor (Pallo,
2012). Dhawan et al. (2004) en P. edullis y
P. incarnata determinaron la presencia de
compuestos activos como alcaloides, fenoles,
cianogénicos y flavonoides glicosilados. Por
otra parte, Gutiérrez et al. (2012) indican que
los alimentos ricos en compuestos polifenoli-
cos tienen alta relacion con la capacidad an-
tioxidante; igualmente Bisignano et al. (1999)
encontraron que la actividad antimicrobiana
esta estrechamente ligada a los compuestos
bioactivos presentes en las partes herbales de
las plantas. Vasic et al. (2012) determinaron
concentraciones de antioxidantes en P. alata.
El objetivo de este estudio fue establecer el
potencial antioxidante y antimicrobiano de
extractos acuosos e hidroalcohdlicos obteni-
dos desde las partes herbales de P. ligularis.

Materiales y métodos

Material vegetal y preparacion de extractos.

Las hojas y flores pertenecientes a la especie
P. ligularis fueron recolectadas en cultivos co-
merciales del area rural de los municipios de
Gigante y Palestina, departamento del Huila,
Colombia. La identificacion de la especie fue
confirmada frente a laminas herborizadas
de P. ligularis No. 006861 correspondientes
al herbario de la Universidad del Tolima,
Colombia.

Las muestras de hojas y flores fueron
secadas con aire circulante a 40 °C durante
tres dias; posteriormente el material vegetal
fue triturado en particulas de 5 mm en mo-
lino de martillos. Del material resultante se

Potencial antioxidante y antimicrobiano de extractos acuosos e
hidroalcohélicos de granadilla (Passiflora ligularis)
tomaron muestras de 2 g que fueron someti-
das a extraccion por reflujo utilizando 30 ml
del solvente EtOH:H,O 0:100, %v/v; 35:65,
%v/v; 70:30, %v/v en relacion 1:15 (p/v).
La extraccion se realizo por 1 h a 40 °C y
agitacion continua. El extracto se filtro en
caliente utilizando papel filtro Whatman No.
2 y se almacenoé en frascos ambar antes de
preparar los diferentes extractos de acuerdo
con el disenno experimental.

Determinacion de fenoles y flavonoides totales.

El contenido de los compuestos fenolicos tota-
les en los extractos fue establecido de acuerdo
con el proceso colorimétrico Folin-Ciocalteu
descrito originalmente por Singleton y Rossi
(1965). Para este método se tomaron inicial-
mente 50 ul de extracto diluido 1:10 (v/v) a
los cuales se le agregaron 30 ul del reactivo
Folin-Ciocalteu y 50 ul de la solucion de car-
bonato de sodio 12.5% (p/v) mas 870 ul de
buffer fosfato-citrato. Después de 60 min de
reaccion de la mezcla en oscuridad, se pro-
cedi6 a la lectura de las absorbancias a 760
nm en espectrofotometro UV-Vis Helios-Z.
Los resultados fueron expresados en equi-
valentes de acido galico, de acuerdo con una
curva de calibracion previamente calculada.
El contenido de los flavonoides totales fue de-
terminado de acuerdo con la metodologia de
reaccion colorimétrica descrita por Cornard
y Merlin (2001). Para ello se mezclaron 80 ul
del extracto con 80 ul del reactivo clorato de
aluminio 2% (p/v) y luego llevados a volumen
de 1000 pl con metanol, posteriormente la
mezcla se dejo reaccionar durante 20 min. La
lectura de las absorbancias para flavonoides
totales correspondié a 382 nm, determinada
por barrido con espectrofotometro UV-Vis
Helios-Z. Los resultados obtenidos fueron
expresados en equivalentes de Vitexina, de
acuerdo con una curva de calibracion pre-
viamente elaborada.

Ensayo del poder reductor férrico (FRAP).

El poder férrico reductor/antioxidante (FRAP)
se evaludo segun el método previamente
descrito por Benzie y Strain (1996). Inicial-
mente se prepard el reactivo FRAP, buffer
acetato a 300 mM pH 3.6, adicionando TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-trizina-ferroso) a 10 mM
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disueltos en una solucion de HCL de 40 mM,
y la solucion FeCl3 6H,O a una concentracion
20 mM. La solucion de trabajo fue preparada
con la mezcla de 100 ml del buffer acetato, 10
ml de la solucion TPTZ, 10 ml de la solucion
FeCl36H-O y 12 ml agua destilada. Para
la formacion de la reaccion colorimétrica se
tomaron 900 pl del FRAP junto a 50 ul del
extracto de P. ligularis mas 50 ul de agua
destilada. Después de 4 min de reaccion de
la mezcla, se tomaron las lecturas de las
absorbancias a una longitud de onda de 592
nm con espectrofotometro UV-Vis Helios-Z.
Los resultados fueron expresados en equi-
valentes Trolox (mg equivalentes Trolox/g
materia seca) de acuerdo con una curva de
calibracion.

Ensayo de inhibicion del radical libre
2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

La eficiencia antirradical fue evaluada
usando el radical libre 2,2-diphenyl-2-pic-
rylhydrazyl de acuerdo con la metodologia
propuesta por Brand-Williams et al. (1995)
modificada. La preparacion de la reaccion
consistio en agregar 60 ul de extracto de P.
ligularis a 940 ul de la solucion 0.1 mM de
2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) en
metanol; la mezcla fue llevada a oscuridad
durante 10 min a temperatura ambiente. La
reduccion del radical DPPH fue determinada
por las absorbancias a una longitud de onda
de 517 nm con espectrofotometro UV-Vis
Helios-Z. Los resultados fueron presentados
como equivalentes Trolox (uM equivalentes
Trolox/g materia seca).

Ensayo in vitro de actividad antibacterial

La actividad antimicrobiana en los extractos
de P. ligularis se determino utilizando el méto-
do de difusion en disco Bauer (1966). Para el
efecto se tomaron 10 ml de agar Muller Hinton
en caja Petriy posterior a la solidificacion del
medio se inocul6 con 100 ul de suspension mi-
crobiana de E. coli (Gram-negativa) con 1.04
X 10® U.F.C/ml y S. aureus (Gram-positiva)
de 1.295 X 108 U.F.C/ml. En la superficie del
medio inoculado fueron dispuestos discos de
papel filtro Whatman N. 3 de 5 mm de dia-
metro previamente impregnados con 15 ul del
extracto a distintas concentraciones (1000,
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2000, 3000, 4000, 5000 ppm). Los platos
Petri fueron llevados a incubacion durante 24
h a una temperatura de 37 °C. Se utilizaron
controles correspondientes a los solventes
hidroalcohdlicos y acuoso (70% v/vy 0% v/v,
respectivamente). La relacion de la inhibicion
microbiana de los extractos frente a la de los
controles fue determinada segun el modelo
propuesto por Ramirez y Diaz (2007).

Analisis estadistico

Para la obtencion de los diferentes extractos
se realiz6 un diseno factorial 35 estableciendo
como factores el solvente EtOH:H,O 0:100
(%v/v), 35:65 (%v/v) 70:30 (%v/v) y el mate-
rial vegetal (hojas, flores, y la mezcla hojas +
flores), con lo cual se definieron nueve trata-
mientos que se aplicaron por triplicado. Los
datos obtenidos fueron sometidos a analisis
de multivarianza (ANOVA) empleando el soft-
ware estadistico Statgraphics centurion XV
USA. Las diferencias significativas entre las
medias fueron estimadas por DMS a un nivel
de significancia de 95%.

Resultados y discusion

Los resultados de la aplicacion de los solven-
tes en las diferentes partes del fruto evalua-
das aparecen en el Cuadro 1. El analisis de
varianza (Cuadro 2) mostro que los factores
evaluados tuvieron un efecto significativo (P
< 0.05) sobre las variables de respuesta y la
interaccion solvente x material.

Fenoles totales en extractos de hojas y flores

Los extractos acuosos e hidroalcohdlicos pre-
sentaron compuestos fenoélicos. Se encontro
que los extractos a 70% de etanol elaborados
a partir de hojas alcanzaron la mayor concen-
tracion (14.32 mg Eq Ac. Gal/g materia seca)
(P < 0.05) con respecto a los demas. Estos
extractos revelaron un mayor contenido de
compuestos fenolicos, en comparacion con
los obtenidos a partir de flores (P < 0.05).
El factor tipo de solvente present6 un efecto
significativo (P < 0.05) sobre la cantidad final
de fenoles extraidos, lo que coincide con los
resultados de Jakopic et al. (2009). Carvajal
de Pabon et al. (2011) encontraron para extrac-
tos metanodlicos de P. ligularis contenidos de
compuestos fenolicos de 7997.79 mg/100 g de
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Cuadro 1. Tratamientos y respuestas generadas para la actividad antioxidante y compuestos activos en extractos de Passi-

flora ligularis.

Trat. Solvente Parte de Fenoles total

Flavonoides total FRAP DPPH

(no.) planta (mg Eq Ac Gal/gb.s) (mg Eq Vitexina/gb.s) (TEAC uM Eq Trolox/g b.s)
T1 35 hojas 11.67g + 0.40* 8.38f + 0.59 55.91d + 3.83 9.20c + 0.64
T2 35 hojas/ 7.65e + 0.52 5.71d + 0.91 31.23c + 4.96 7.88ab + 0.49
flores
T3 0 flores 3.97ab + 0.96 1.37a + 0.23 9.67a + 0.57 7.00a + 1.08
T4 70 flores 4.81bc + 0.22 4.21c + 0.54 20.40b + 0.65 12.82d + 0.49
TS 70 hojas 14.32h + 1.23 10.47g+0.41 78.16e + 11.46 11.94d + 0.27
T6 0 hojas/ 5.42cd + 0.60 2.39b + 0.29 16.91ab + 2.73 7.29ab + 0.18
flores
T7 35 flores 3.62a + 0.15 3.01b + 0.48 10.99a + 0.29 7.22ab + 1.06
T8 0 hojas 6.05d + 0.72 2.90b + 0.79 30.10c + 3.48 8.20bc + 0.33
T9 70 hojas/ 8.76f + 0.04 6.81e + 0.44 49.79d + 2.32 12.10d + 0.12
flores

* Valores con letras diferentes en la misma columna para cada factor indican diferencias significativas (P < 0.05), segun la

prueba DMS.

Cuadro 2. Anova para el efecto del solvente y tipo de material vegetal en la actividad antioxidante y compuestos activos en

extractos de Passiflora ligularis.

Factor SC. Gl CM. Valor F Prob > F
Fenoles Modelo 104.42 ) 20.88 36.89 0.0019 Sig.
A-Solvente 25.83 1 25.83 45.63 0.0025 Sig.
B-Material vegetal 64.29 2 32.14 56.78 0.0012 Sig.
C-AxB 14.29 2 7.15 12.62 0.0187 Sig.
Flavonoid Modelo 74.39 6 12.40 40.06 0.0059 Sig.
A-Solvente 36.65 1 36.65 118.44 0.0017 Sig.
B-Material vegetal 28.87 2 14.43 46.64 0.0055 Sig.
C-AxB 5.80 2 2.90 9.37 0.0413 Sig.
FRAP Modelo 4280.01 5 856.00 131.47 0.0002 Sig.
A-Solvente 1400.56 1 1400.56 215.10 0.0001 Sig.
B-Material vegetal 2527.02 2 1263.51 194.05 0.0001 Sig.
C-AxB 352.43 2 176.22 27.06 0.0047 Sig.
DPPH Modelo 44.66 6 7.44 20.20 0.0160 Sig.
A-Solvente 34.42 1 34.42 93.40 0.0024 Sig.
B-Material vegetal 1.09 2 0.55 1.48 0.0071 Sig.
C-AxB 1.08 2 0.54 1.47 0.3593

extracto seco, mientras que Marroquin (2011)
hall6 valores de 3.193 mg de acido galico/g de
extracto seco, al emplear diclorometano como
solvente en extractos de hojas de granadilla.

Flavonoides totales en extractos en hojas

La mayor concentracion de flavonoides to-
tales (10.47 mg Eq Vitexina/g materia seca)
se encontro en los extractos con hojas uti-
lizando etanol a 70%. Los tipos de solvente
y de material vegetal presentaron un efecto
significativo (P < 0.05) sobre la extraccion de
flavonoides totales. Mendonca Freitas et al.

(2007) revelaron una concentracion de 14.9
mg Eq Vitexina/g materia seca en extractos
metanolicos de hojas de P. edullis, el cual fue
superior al hallado en el presente estudio.
Fuentes Fiallo et al. (2001) encontraron fla-
vonoides totales en P. incarnata, y Muller et
al. (20095) el flavonoide Vitexina en extractos
de P. alata.

Aunque no se sabe el efecto de las prac-
ticas culturales y los factores suelo y clima
en la actividad antioxidante de los materia-
les biologicos, si se conocen los efectos de la
disponibilidad de agua, la fertilizacion, la
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temperatura y la luz, y la época de cosecha,
entre otros, en los niveles de compuestos
bioactivos (Moore, 2003)

Poder reductor férrico (FRAP)

Los resultados del FRAP mostraron que los
extractos acuosos de hojas de P. ligularis
presentaron actividad antioxidante con un
valor de 30.10 uM Eq Trolox/g material seca
(Cuadro 1), un valor significativamente ma-
yor (P < 0.05) que el hallado en los extractos
hidroalcohélicos y acuosos de flores. Los ma-
yores valores (78.16 uM Eq Trolox/g material
seca) fueron observados en los extractos de
hojas con etanol a 70%. Carvajal de Pabon et
al. (2011) encontraron valores antioxidantes
de 38824.2 mg ac ascorbico/100 g de extracto
seco en hojas de P. ligularis, mientras que
Sai-ut et al. (2010) en semillas de P. edullis,
utilizando una relacién material:solvente de
1:15, mostraron el efecto del tipo de solvente (P
< 0.05) sobre la extraccion de los compuestos
antioxidantes, de forma similar a lo encon-
trado en el presente estudio donde el material
herbal tuvo un efecto significativo sobre el
proceso de extraccion. Es necesario senalar
la capacidad del ensayo FRAP para cuanti-
ficar contenidos antioxidantes de caracter
hidrofilico, lo que permitié establecer que las
hojas de P. ligularis contienen mayores niveles
de este tipo de compuestos, a diferencia de
las flores donde los contenidos fueron bajos.
Apak et al. (2007) senalan que la actividad
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antioxidante esta fuertemente ligada a los
compuestos fenolicos totales, tal como se ve
en el presente estudio (FRAP, r? = 0.96, P <
0.05) (Figura 1).

Captura del radical libre 2,2-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH)

Los resultados mostraron que los extractos
de P. ligularis tienen actividad antioxidante.
Los extractos acuosos elaborados a partir de
hojas mostraron una actividad antioxidante
mayor (P < 0.05) que los extractos acuosos
de flores. Este ensayo también permitio
determinar que los extractos hidroalcohé6-
licos a 70% elaborados a partir de flores y
hojas, poseen las mayores actividades anti-
oxidantes, con valores maximos de 12.82 y
11.94 uM Eq Trolox/g materia seca, respec-
tivamente. Estos valores también fueron
mayores (P < 0.05) que los hallados con los
extractos acuosos, los cuales presentaron
contenidos maximos de 8.20 uM Eq Trolox/g
materia seca. Carvajal de Pabon et al. (2011)
cuantificaron para extractos metanoélicos de
hojas de P. ligularis valores de 233.097 uM
Eq Trolox/100 g de extracto seco. En otras
especies de Passifloras también se ha obser-
vado actividad antioxidante, asi, Masteikova
et al. (2008) encontraron dicha actividad en
extractos acuosos de P. incarnata y Bendini
et al. (2006) hallaron hasta de 50 uM Eq
Trolox/g material fresco en extractos meta-
nolicos de hojas de P. nitida.

R? =0,9643

0 5

10 15 20

Fenoles totales

mg Eq Ac. gal/ g materia seca

Figura 1. Relacion Fenoles totales y actividad antioxidante FRAP en extractos de Passiflora ligularis
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Actividad antimicrobiana de los extractos

Los resultados mostraron que los extractos
de P. ligularis tienen capacidad para inhibir
el crecimiento de cepas Gram negativa y
Gram positiva. Las medias de inhibicion de
los extractos de ambas bacterias en estudio
fueron diferentes (P < 0.05), siendo mas alta
la susceptibilidad en E. coli. En la Figura 2 se
observa que existe efecto (P < 0.05) del tipo de
solvente en la inhibicion del crecimiento mi-
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crobiano de E. coli; asi, los extractos acuosos
poseen mayor poder de inhibicion microbiana
que los hidroalcohdlicos. El extracto acuoso
de hojas con una concentracion de 3000 ppm
inhibio 72.8% de la bacteria, siendo este el
maximo porcentaje alcanzado. En S. aureus
(Gram positiva) se observo una mayor resis-
tencia a los extractos de P. ligularis (Figura 3).
En este caso, el solvente y el material vegetal
influyen (P < 0.05) sobre el crecimiento de esta

80
c c c c ™ Flor - Acuosos
70 1 ¢ c c c c c ® Flor - Hidroalcohdlicos
60 Hoja - Acuosos
T = Hoja - Hidroalcohdlicos
c 50 T
NS
i}
% 40 + b b
< 30 1 ab P
20 1 ab Mab ab ab

1000 2000 3000
ppm

4000 5000

Figura 2. Porcentaje de inhibicién de los extractos de partes de planta de Passiflora ligularis

sobre el crecimiento de E coli.

Valores con letras diferentes en la misma columna para cada factor indican diferencias
significativas (P < 0.05), segun la prueba DMS.

45 e de
40 1 cde
35 1
30 1 bcde bede m Flor -Acuosos
c bcde
8 25 m Flor - Hidroalcohdlicos
Q
E 20 - abed . Hojas - Acuosos
S abc
15 | abe = Hojas - Hidroalcohdlicos
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4000 5000

Figura 3. Determinacion del porcentaje de inhibicion de los extractos de Passiflora ligularis sobre

el crecimiento de S aureus.

Valores con letras diferentes en la misma columna para cada factor indican diferencias
significativas (P < 0.05), segun la prueba DMS.

209



Acta Agronémica. 63 (3) 2014, p 204-211

bacteria, encontrando que el solvente acuoso
y las flores poseen mayor efecto inhibitorio
que las hojas y la solucion hidroalcoholica
EtOH (70%), con una reduccion maxima de
41.75% en el crecimiento de la bacteria, a
concentraciones de 1000 ppm.

Kannan et al. (2011) mostraron que los
compuestos puros aislados de extractos de
P. ligularis, fueron significativamente efecti-
vos contra bacterias Gram positiva y Gram
negativa. Kannan et al. (2010) encontraron
efectividad contra la bacteria Gram negativa
E. coli y un menor efecto en la inhibicion
del crecimiento de la bacteria S. aureus al
emplear extractos de P. mollisima. Tavares
(2000) considera que la posible causa de este
efecto en el crecimiento de E. coli son las alte-
raciones en la membrana celular en contacto
con extracto de Passiflora, debidas al efecto
de las saponinas que se encuentran en esta
especie sobre la doble capa de lipidos presente
en la membrana de las bacterias Gram nega-
tivas. Otros estudios también han confirmado
la capacidad inhibitoria de los extractos de
Passiflora sobre distintos microorganismos
patogenos, Bendini et al (2006) mostraron
la presencia de actividad antimicrobiana en
extractos metanolicos de hojas de P. nitida
y P. foetida sobre la cepa E. coli. Alam Ripa
et al. (2009) encontraron que los extractos
cloroféormicos de hojas y tallos de P. edulis
tienen efecto antimicrobiano sobre S. aureus
y E. coli, resultados similares hallaron Kan-
nan et al. (2010) en extractos metanolicos de
P. mollisima.

Conclusiones

* Los extractos de hojas de la especie P. li-
gularis presentaron mayor concentracion
de flavonoides y fenoles totales con el uso
de solvente hidroalcohélico. En este caso,
las concentraciones fueron mayores que
en los extractos acuosos de flores. Los
resultados mostraron que los extractos de
P. ligularis tienen actividad antioxidante
captadora del radical libre (DPPH) y po-
der reductor férrico (FRAP), lo que indica
que en las hojas existen mas compuestos
antioxidantes que en las flores. También
se observo que la actividad antioxidante
en los extractos hidroalcohoélicos fue supe-
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rior a la observada en los acuosos, por el
contrario, estos ultimos mostraron mayor
capacidad antimicrobiana ya que inhiben
las bacterias E. Coli (ATCC 25922) y S.
aureus (ATCC 25922).

* S. aureus fue la bacteria mas resistente
ante el efecto inhibitorio del extracto, no
obstante con las flores se logré una mayor
reduccion de esta cepa, en comparacion
con las hojas.
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