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Resumen 

Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 

propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

Las plantas del género Passiflora se cultivan ampliamente en Colombia, destacándose 

entre las especies más conocidas la granadilla (P. ligularis), el maracuyá (P. edulis var. 

flavicarpa), la gulupa (P. edulis var. edulis), la badea (P. quadrangularis), la cholupa (P. 

maliformis) y las curubas (P. tarminiana × P. tripartita). Estas especies son principalmente 

utilizadas en la industria alimentaria, generando como subproductos hojas, pericarpios y 

semillas, los cuales presentan un bajo nivel de aprovechamiento a pesar de su potencial 

como fuentes de compuestos bioactivos. 

En este contexto, la presente tesis tuvo como objetivo estudiar el perfil químico y la 

actividad fotoprotectora de subproductos derivados del sistema de producción de diversas 

Passifloras cultivadas en Colombia, con miras a la inclusión de uno de ellos en una 

formulación cosmética preliminar. Para ello, se abordó el perfilado químico y la evaluación 

de la capacidad fotoprotectora de extractos polares obtenidos a partir de dichas especies, 

seleccionando posteriormente el extracto con mayor potencial como ingrediente 

fotoprotector. Este extracto fue sometido a un proceso de optimización y evaluación bajo 

condiciones de estrés. Finalmente, se formuló un prototipo de cosmético fotoprotector que 

incorporó dicho extracto como uno de sus activos. A continuación, se amplían cada uno 

de estos resultados. 

El análisis químico de los extractos de los subproductos del cultivo de las Passifloras 

permitió la detección de 52 compuestos en las fracciones butanólicas (FB) de hojas y 

pericarpios, identificándose 31 flavonoides y 16 saponinas (estas últimas únicamente en 

las FB de hojas). Por su parte, en los extractos hidroetanólicos (EH) de semillas se 

identificaron 22 compuestos, siendo los estilbenos (como piceatanol y resveratrol) los más 

abundantes. 
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La evaluación inicial de la actividad fotoprotectora permitió preseleccionar los 10 con 

mayor factor de protección solar (FPS), destacándose las FB de hojas (P. edulis var. 

flavicarpa, P. tarminiana x P. tripartita, P. maliformis, P. edulis var. edulis), los EH de 

semillas (P. ligularis, P. edulis var. edulis, P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P. 

maliformis) y las FB de pericarpios (P. edulis var. flavicarpa). Con el fin de priorizar alguno 

de estos extractos, se usó la matriz del proceso de análisis jerárquico (AHP, por sus siglas 

en inglés), evaluando los extractos preseleccionados con los siguientes siete criterios, 

relevantes para la selección de ingredientes fotoprotectores: rendimiento, disponibilidad 

del material vegetal, antecedentes científicos, capacidad de protección UVB y UVA, perfil 

químico y grado de innovación. Este análisis permitió priorizar el EH de semillas de P. 

maliformis como el extracto con mayor potencial para el desarrollo de un fotoprotector. 

Una vez seleccionado el extracto hidroetanólico de semillas de P. maliformis, se procedió 

a optimizar la metodología de extracción, usando los parámetros de temperatura, 

composición de la mezcla etanol;agua y tiempo, y mediante la metodología de superficie 

de respuesta. Las condiciones óptimas encontradas fueron un porcentaje de etanol del 

65%, una temperatura de 62,7 ÁC y un tiempo de 42 minutos. Bajo estas condiciones, se 

obtuvo un extracto con una concentración efectiva total (CET) diez veces mayor y un FPS 

3,8 veces superior al extracto inicial. 

La validación in vitro de la actividad fotoprotectora del extracto optimizado se realizó sobre 

queratinocitos humanos inmortalizados (línea HaCaT), confirmando su eficacia. Asimismo, 

su estabilidad fue evaluada bajo diversas condiciones de estrés, evidenciándose alta 

resistencia frente a hidrólisis neutra, peroxidación y fotólisis. Sin embargo, se observó una 

degradación significativa en condiciones de hidrólisis ácida y básica, clasificando al 

extracto como lábil y extremadamente lábil, respectivamente. 

Finalmente, se desarrolló y caracterizó un prototipo de formulación tipo emulgel que 

incorporó tanto el extracto seleccionado como filtros solares aprobados por los entes 

reguladores. La formulación, basada en Aristoflex® AVS, sin dióxido de titanio y con un 

0,5% de extracto, mostró una buena estabilidad físico-química bajo condiciones de estrés, 

con mejores resultados a los obtenidos en el diseño experimental exploratorio evaluado. 

Además, presentó un comportamiento reológico pseudoplástico, firmeza adecuada y 

propiedades texturales favorables para su aplicación cosmética. 
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Abstract 

Chemical profiling of extracts from by-products of commercial Passifloras and 

preliminary proposal of a photoprotective formulation. 

Plants of the genus Passiflora are widely cultivated in Colombia, with some of the most 

well-known species including granadilla (P. ligularis), passion fruit (P. edulis var. 

flavicarpa), purple passion fruit (P. edulis var. edulis), giant granadilla (P. quadrangularis), 

sweet calabash (P. maliformis), and banana passion fruit (P. tarminiana × P. tripartita). 

These species are primarily used in the food industry, generating by-products such as 

leaves, pericarps, and seeds, which remain largely underutilized despite their potential as 

sources of bioactive compounds. 

In this context, the present thesis aimed to study the chemical profile and photoprotective 

activity of by-products derived from the production system of various Passiflora species 

cultivated in Colombia, with the goal of incorporating one of them into a preliminary 

cosmetic formulation. To achieve this, chemical profiling and assessment of the 

photoprotective capacity of polar extracts from these species were conducted. The extract 

showing the highest potential as a photoprotective ingredient was selected and 

subsequently subjected to optimization and evaluation under stress conditions. Finally, a 

prototype photoprotective cosmetic formulation incorporating this extract as one of its 

active ingredients was developed. The following sections detail each of these findings. 

Chemical analysis of the extracts from Passiflora cultivation by-products led to the detection 

of 52 compounds in the butanolic fractions (BF) of leaves and pericarps, including 31 

flavonoids and 16 saponins (the latter found only in leaf BF). In turn, 22 compounds were 

identified in the hydroethanolic extracts (HE) of seeds, with stilbenesðsuch as piceatannol 

and resveratrolðbeing the most abundant. 
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An initial evaluation of photoprotective activity enabled the preselection of the ten extracts 

with the highest sun protection factor (SPF), highlighting the BF of leaves (P. edulis var. 

flavicarpa, P. tarminiana x P. tripartita, P. maliformis, P. edulis var. edulis), the HE of seeds 

(P. ligularis, P. edulis var. edulis, P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P. maliformis) 

and the BF of pericarps (P. edulis var. flavicarpa). To prioritize among these, the Analytic 

Hierarchy Process (AHP) was employed, assessing the preselected extracts based on 

seven criteria relevant for selecting photoprotective ingredients: yield, availability of plant 

material, scientific background, UVB and UVA protection capacity, chemical profile, and 

degree of innovation. This analysis prioritized the HE of P. maliformis seeds as the extract 

with the highest potential for photoprotector development. 

Once the hydroethanolic extract of P. maliformis seeds was selected, the extraction 

methodology was optimized using temperature, ethanol:water ratio, and time as 

parameters, applying response surface methodology. The optimal conditions identified 

were 65% ethanol, a temperature of 62.7 ÁC, and a duration of 42 minutes. Under these 

conditions, an extract with a total effective concentration (TEC) ten times higher and an 

SPF 3.8 times greater than the initial extract was obtained. 

The in vitro validation of the photoprotective activity of the optimized extract was performed 

on immortalized human keratinocytes (HaCaT cell line), confirming its efficacy. In addition, 

its stability was assessed under various stress conditions, demonstrating high resistance 

to neutral hydrolysis, peroxidation, and photolysis. However, significant degradation was 

observed under acidic and basic hydrolysis conditions, classifying the extract as labile and 

extremely labile, respectively. 

Finally, a prototype emulgel formulation was developed and characterized, incorporating 

both the selected extract and chemical UV filters. The formulation, based on Aristoflex® 

AVS, free of titanium dioxide, and containing 0.5% extract, showed good physicochemical 

stability under stress conditions, achiving better results than those obtained in the 

exploratory experimental design evaluated. Moreover, it exhibited pseudoplastic 

rheological behavior, appropriate firmness, and favorable textural properties for cosmetic 

application. 

 

Keywords: Passiflora, photoprotection, chemical profiling, stability, sunscreens, emulgel. 
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Introducción 

La radiación solar es un factor ambiental constante al que los organismos vivos están 

expuestos a lo largo de su vida. Si bien resulta esencial para la regulación de diversos 

procesos fisiológicos y metabólicos, una exposición prolongada, en especial a la radiación 

ultravioleta (UVB y UVA), también puede desencadenar efectos adversos como 

quemaduras, fotoenvejecimiento, alteraciones inmunológicas y diversos tipos de cáncer de 

piel. En este contexto, la fotoprotección ha adquirido creciente relevancia en las últimas 

décadas, lo cual se refleja en la expansión sostenida del mercado de productos de 

protección solar. 

Sin embargo, la oferta de filtros solares aprobados actualmente ðtanto químicos como 

físicosð es limitada, y varios de ellos han sido asociados con reacciones adversas en la 

piel o con impactos ambientales negativos, como la alteración de ecosistemas marinos. 

Esta problemática ha impulsado la búsqueda de alternativas más seguras, sostenibles y 

biocompatibles, entre las cuales se destacan los productos naturales. Estos compuestos, 

obtenidos de fuentes vegetales, microbianas o marinas, han demostrado poseer 

mecanismos fotoprotectores complementarios, como actividad antioxidante, 

antiinflamatoria o reparadora del daño inducido por la radiación UV. 

En el marco de este enfoque sostenible, cobra especial interés el aprovechamiento de 

subproductos agroindustriales como materia prima para el desarrollo cosmético, en 

consonancia con el concepto de upcycling. Esta estrategia, cada vez más adoptada por la 

industria cosmética, promueve la valorización de residuos generados en otras cadenas 

productivas, como la alimentaria, para reducir el desperdicio de recursos y la huella 

ambiental asociada. 

En América Latina ðy particularmente en Colombiað el género Passiflora presenta una 

notable diversidad de especies, muchas de las cuales son cultivadas con fines 

comerciales. En estos sistemas, la pulpa del fruto constituye el principal producto de interés 
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para la industria alimentaria, mientras que hojas, pericarpos y semillas son comúnmente 

descartados, a pesar de su potencial como fuentes de compuestos bioactivos. 

En este contexto se enmarca el proyecto de investigaci·n ñEstudio de la diversidad qu²mica 

de Passifloras en Colombia y Brasil: aproximación metabolómica y potencial biológico de 

subproductos agroindustrialesò, financiado por Minciencias y liderado por la Pontificia 

Universidad Javeriana, en colaboración con la Universidad Nacional de Colombia y la 

Universidade Estadual Paulista "Júlio de Mesquita Filho" (UNESP) de Brasil. La presente 

tesis de maestría se desarrolla en el marco de dicho proyecto. 

El objetivo principal de esta investigación fue caracterizar los compuestos presentes en 

extractos polares obtenidos a partir de subproductos de Passiflora cultivadas en Colombia, 

evaluar su potencial fotoprotector y contribuir al desarrollo de una propuesta preliminar de 

formulación cosmética que incorpore uno de estos extractos. Para ello, el trabajo se 

estructuró en cinco capítulos presentados en formato de artículos científicos, permitiendo 

una consulta organizada de los contenidos según el área de interés. 

El Capítulo 1 corresponde a una revisión de literatura, en la cual se abordan los 

fundamentos de la fotoprotección, el uso de productos naturales en este campo, y el 

contexto agronómico y fitoquímico del género Passiflora en Colombia. En el Capítulo 2, 

se describe la caracterización química de extractos polares provenientes de subproductos 

de seis especies seleccionadas de Passiflora, mediante técnicas preliminares y análisis 

por LC-MS/MS. Este perfilado químico fue complementado con herramientas 

metabolómicas como la dereplicación y la construcción de redes moleculares. 

El Capítulo 3 se centra en la evaluación de la actividad fotoprotectora de los extractos y la 

selección de uno de ellos como candidato para su incorporación cosmética. La priorización 

se realizó mediante la aplicación del Proceso Analítico Jerárquico (AHP), considerando 

criterios tanto biológicos como de viabilidad técnica. Por su parte, el Capítulo 4 aborda los 

aspectos de preformulación, incluyendo la optimización de las condiciones de extracción 

del extracto seleccionado, la validación de su actividad fotoprotectora en un modelo celular 

de queratinocitos humanos (HaCaT), y su comportamiento bajo distintas condiciones de 

estrés. 
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Finalmente, el Capítulo 5 describe el desarrollo y caracterización de un prototipo de 

formulación tipo emulgel, que incorpora el extracto priorizado junto con filtros solares 

químicos aprobados por los entes reguladores. Se evaluó su estabilidad físico-química y 

reológica, lo cual constituye un primer acercamiento hacia su aplicación potencial en el 

desarrollo de productos cosméticos fotoprotectores. 

 





 

 

1. Cap²tulo 1: Fotoprotecci·n y Passifloras 
cultivadas en Colombia. 

María Camila Cabezaa, Yolima Baenaa, Leonardo Castellanosb 

a Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá, Facultad de Ciencias, Departamento de Farmacia, 
Carrera 30 # 45, Bogotá D.C., 111321, Colombia. mcabezap@unal.edu.co 

b Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá, Facultad de Ciencias, Departamento de Química, Carrera 
30 # 45, Bogotá D.C., 111321, Colombia. 

1.1 Radiación solar y problemas asociados 

La radiación solar que alcanza la superficie terrestre se divide en tres tipos principales: 

ultravioleta (UV), visible e infrarroja (IR)[1,2] (Figura 1-1).  Si bien esta radiación 

desempeña un papel fundamental en diversos procesos biológicos en los seres humanos, 

como la síntesis de vitamina D y la regulación del sistema inmunológico [3], la exposición 

a la luz UV ha suscitado una creciente preocupación debido a sus posibles efectos 

adversos sobre la salud [4]. 

mailto:mcabezap@unal.edu.co
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Figura 1-1 Radiación solar y su interacción con la piel. UV: Radiación ultravioleta; LV: 
Luz Visible; IR: Radiación Infrarroja. Creado en: https://BioRender.com 

La radiación UV, que representa menos del 10% de la radiación que llega a la tierra[1],  

abarca las longitudes de onda desde 100 hasta 400nm, y se divide en tres rangos: UVC  

(100 a 290nm) [5]; UVB (290 a los 320nm); y UVA (320 a los 400nm), siendo la última 

subdividida en UVA1 (340 a 400nm) y UVA2 (320 a 340nm) [6].  

Es importante destacar que la radiación UV afecta tanto a la piel como a los ojos humanos 

con patrones de exposición que pueden variar dependiendo de factores sociodemográficos 

y ocupacionales [5]. Una exposición continua a esta radiación UV puede llevar a la 

aparición de diferentes efectos cutáneos, los cuales pueden ser muy diversos, y suelen ser 

asociados a los diferentes rangos de la radiación UV y sus respectivas diferencias 

energéticas [7], como se discute a continuación: 

En primer lugar, la radiación UVC, siendo esta la más energética, no entra en contacto con 

la piel, ya que ésta es completamente absorbida por la capa de ozono [8]. Por otro lado, la 

radiación UVB, aunque altamente energética, atraviesa parcialmente la capa de ozono y 

tiene una penetración limitada en la piel, alcanzando principalmente la epidermis, donde 

causa un daño celular inmediato [7]. Esta radiación se asocia con efectos agudos que 

aparecen rápidamente después de la exposición (de 3 a 4 horas) y alcanzan su máxima 
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intensidad entre 8 a 24 horas, tales como eritema, edema y oscurecimiento de la piel tanto 

inmediato, como tardío [6].  

Además, la radiación UVB está fuertemente vinculada al desarrollo de cáncer de piel 

debido a sus altas propiedades mutagénicas, que generan daño directo en el ADN, 

provocando alteraciones estructurales [9]. El cáncer de piel ocupa la posición 17 entre los 

tipos de cáncer más comunes en el mundo, con más de 300.000 casos nuevos reportados 

en el 2022. Los países con mayor incidencia incluyen Estados Unidos, Alemania, Reino 

Unido, Australia y Francia; en América Latina, Brasil registra el mayor número de casos 

[10]. En Colombia, aunque se clasifica como un país con bajo riesgo de cáncer de piel, 

estudios como el de Mejia indican que su incidencia, aunque menor que en otros países, 

sigue siendo considerable. En particular, el cáncer de piel tipo no melanoma presenta una 

alta tasa de mortalidad, lo que subraya la importancia de implementar estrategias de 

previsión primaria y secundaria [11].  

Finalmente, en el caso de la radiación UVA, que posee la menor energía dentro del 

espectro ultravioleta, pero representa la mayor proporción de radiación UV que alcanza la 

superficie terrestre, se ha determinado que sus efectos crónicos están principalmente 

asociados con el fotoenvejecimiento. Esta radiación es considerada el principal factor 

extrínseco en el proceso de envejecimiento cutáneo. [12]. Esta radiación, aunque menos 

energética, tiene una mayor capacidad de penetración en la piel, alcanzando hasta en un 

50% a la capa basal de la epidermis, en comparación al 10% alcanzado por la radiación 

UVB. Esto genera daño en las células de la dermis y en la matriz extracelular a través de 

la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) [12]. Además, exposiciones agudas 

y repetidas a la radiación UVA se han asociado con ciertos carcinomas y melanomas[6].  

Una de las estrategias más utilizadas para la protección contra la radiación UV es el uso 

de protectores solares, los cuales han adquirido gran relevancia y son recomendados por 

diversas agencias internacionales, como la Administración de Alimentos y Medicamentos 

de los Estados Unidos (FDA). Su empleo se sugiere en combinación con otras medidas de 

fotoprotección (por ejemplo: gafas de sol, sombreros) para maximizar su eficacia en la 

prevención del daño cutáneo inducido por la radiación ultravioleta [7,13]. 

Si bien la radiación UV ha sido la más ampliamente estudiada, es fundamental considerar 

que la luz visible y la radiación infrarroja (IR) también impactan la salud humana debido a 
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sus efectos significativos en la piel [14]. Ambas radiaciones han demostrado contribuir al 

daño cutáneo oxidativo al inducir la producción de radicales libres en los tejidos cutáneos 

[15]. Estas alteraciones pueden manifestarse en forma de fotoenvejecimiento, pérdida del 

tono muscular, fotoinmunosupresión y fotocarcinogénesis, entre otros efectos adversos 

[16]. 

1.2 Filtros solares y productos naturales como fuente de 
compuestos fotoprotectores 

Los filtros solares son los encargados de reducir la interacción entre la radiación UV y la 

piel en los protectores solares [7]. Se suelen clasificar en dos categorías: orgánicos e 

inorgánicos, como se muestra en la Figura 1-2. 

 

Figura 1-2 Clasificación de los filtros UV y su mecanismo de acción. Adaptado 
de:[17,18]. Creado en: https://BioRender.com 

Los filtros orgánicos, también conocidos como filtros químicos, son compuestos aromáticos 

con sistemas -́conjugados que absorben la energía UV en su estructura y la disipan en 
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forma de calor. Estos filtros suelen ofrecer protección contra la radiación UVB o UVA, y en 

algunos casos se consideran de amplio espectro, es decir, que tienen actividad tanto en 

UVB como en UVA. Adicionalmente, no son visibles sobre la piel por lo que suelen tener 

una buena aceptación por parte del consumidor [19]. Su regulación varía según la entidad 

competente, y sólo algunos pocos han sido aprobados por los principales organismos 

regulatorios a nivel mundial, como la FDA y la Comisión europea [14]. 

Por otro lado, los filtros inorgánicos, también llamados pantallas solares, incluyen 

partículas como las del óxido de zinc y el dióxido de titanio, los cuales tiene como 

mecanismo fotoprotector el reflejar y dispersar la radiación UV. La FDA los ha clasificado 

como GRASE (generally recognised as safe and effective), clasificación que no ha sido 

otorgada a los filtros orgánicos[20]. Uno de los principales desafíos que han presentados 

este tipo de filtros es el tamaño de partícula utilizado ya que, al ser utilizados en tamaño 

micronizado, o mayor, suelen dejar una apariencia blancuzca en la piel que no es 

agradable para algunos consumidores [14]. Para mitigar este efecto, se han desarrollado 

versiones en tamaño nanométrico, aunque esto disminuye su espectro de absorción y 

facilita su penetración cutánea, lo que puede derivar en reacciones fotoalérgicas y 

fototóxicas [21].  

Actualmente, existen alrededor de 140 filtros solares de origen sintético, así como 50 de 

origen natural. Estas moléculas han sido ampliamente estudiadas, y su uso ha generado 

debate debido a los riesgos asociados [22]. En el caso de los filtros inorgánicos, su 

toxicidad depende del tamaño de partícula, si son menores a 100nm (nanopartículas), 

pueden penetrar la piel y alcanzar la circulación sistémica, generando riesgos por la alta 

reactividad de su superficie, que cataliza reacciones de oxidación en presencia de la luz 

UV [23]. Además, los filtros inorgánicos en forma de nanopartículas son considerados 

contaminantes emergentes, especialmente en los ecosistemas acuáticos, donde pueden 

ser absorbidos y bioacumulados. Su presencia en estos entornos puede generar efectos 

adversos en diversos organismos al mediar procesos como la liberación de metales y la 

producción de ROS, lo que puede alterar el equilibrio ecológico y afectar la biodiversidad 

[24].  

Por otra parte, los filtros orgánicos también han sido asociados a problemas de toxicidad. 

Algunos, como los derivados del ácido 4-aminobenzóico (PABA), se relacionan con 

fotoalergias por parte de los consumidores [23]. Además, los filtros de menor tamaño 
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molecular pueden atravesar la barrera cutánea, lo que plantea diferentes riesgos como la 

disrupción endocrina e incluso la carcinogénesis [14,25]. Otro problema de estos filtros es 

la fotoinestabilidad, que indica que la moléculas al absorber la luz UV no logran disipar de 

manera adecuada la energía suministrada, llevado a rompimiento de la molécula, y la 

formación de productos de degradación, que afectan su seguridad y eficacia [19]. Al igual 

que los filtros inorgánicos, los filtros orgánicos también tienen impactos ambientales, 

principalmente en los ecosistemas acuáticos [25,26]. 

Estos inconvenientes, junto con una mayor conciencia del público consumidor sobre los 

productos que utiliza, han impulsado la búsqueda de alternativas de fuentes naturales para 

encontrar compuestos fotoprotectores [27]. Entre estas, los metabolitos secundarios de las 

plantas, como los ácidos fenólicos, flavonoides, y polifenoles, han demostrado capacidad 

para absorber la luz UV y, además, ofrecer otros mecanismos para la prevención de otros 

daños provocados por la radiación UV en la piel, como la antioxidante, anti-

fotoenvejecimeinto, antiinflamatoria, entre otras [28,29]. 

Una estrategia particularmente prometedora para contrarrestar los efectos nocivos de la 

radiación UV, especialmente el fotoenvejecimiento, es el uso de antioxidantes. El estrés 

oxidativo inducido por la radiación UV genera un desequilibrio entre especies oxidantes y 

los antioxidantes naturales de la piel [12]. Compuestos polifenólicos de diferentes orígenes 

naturales, presentados en la Figura 1-3, como antocianinas, flavonoides, cumarinas y 

estilbenos, han demostrado clínicamente e histológicamente su capacidad para mitigar los 

daños inducidos por esta radiación en la epidermis y la dermis [28,30]. Es importante 

considerar que, aunque las plantas son uno de los recursos naturales más estudiados, 

otras fuentes como las cianobacterias, líquenes y algas han mostrado un gran potencial 

como fuente de compuestos fotoprotectores y antioxidantes efectivos contra el 

fotoenvejecimiento [28,31ï34]. 
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Figura 1-3 Compuestos de diferentes fuentes naturales con actividad fotoprotectora 
reportada. 

1.3 Especies de Passiflora cultivadas en Colombia 

Colombia es uno de los países más biodiversos del planeta [35], siendo posible encontrar 

gran variedad de familias, géneros y especies de plantas. Entre éstas es importante 

mencionar la familia Passifloraceae, especialmente el género Passiflora, el cual no sólo es 

muy diverso, sino que además es ampliamente cultivado por los agricultores, ocupando el 

octavo lugar en la producción hortofrutícola del país [35]. Según lo reportado por el 

Ministerio de Agricultura e Colombia, las especies de Passiflora con mayor producción y 

que han sido priorizadas por ellos para la exportación son: maracuyá (P. edulis var. 

flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. ligularis), curuba (P. tarminiana y 

P. tripartita), cholupa (P. maliformis) y badea (P. quadrangularis)(Figura 1-4).  
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Figura 1-4. Especies de Passiflora cultivadas comercialmente en Colombia 

Su cultivo se encuentra distribuido en diferentes departamentos de Colombia, donde se 

destaca su producción en Antioquia, Valle, Huila, Boyacá y Meta; los departamentos de 

Antioquia y Huila concentran el 20% de esta producción (Figura 1-5) [36]. 
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Figura 1-5 Zonas de cultivo de Passifloras en Colombia para 2021. Adaptado de: [36] 

Durante el cultivo de estos frutales, además de la fruta misma se genera una gran cantidad 

de residuos agroindustriales que podrían ser aprovechados. Este es el caso de las hojas, 

e inclusive los residuos del procesamiento de los frutos como lo son las cáscaras y las 

semillas [35]. En general, la cáscara constituye aproximadamente el 50% del peso del fruto 

y las semillas el 10%, mientras la pulpa (la cual es aprovechada a nivel industrial y 

alimenticio) constituye entre el 30 y el 40%; esto demuestra que la mayoría del fruto 

(aproximadamente el 60-70%) es desechado [37,38].  

Es importante mencionar la preferencia de los cultivadores por los híbridos entre especies, 

en vez del empleo de especies puras, por tener estos híbridos mejor resistencia a las 

plagas; es común el uso de algunas variedades específicas (resistentes a plagas, por 

ejemplo) dentro de un cultivo. Lo mencionado cobra relevancia al momento de definir la 

composición química de las plantas de un cultivo [39]. Por ejemplo, P. edulis tiene 

diferentes variedades cultivadas y se cultiva en híbridos con P. maliformis. [40,41].  

Por otra parte, algunas especies no tienen una producción amplia a nivel mundial. Este es 

el caso de P. maliformis, cultivada principalmente en Colombia, Ecuador y las Antillas [42]; 

así como P. quadrangularis, cuyo cultivo se da en la zona intertropical, aunque sí están 

caracterizados algunos de los extractos polares de sus hojas [43,44].  
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1.3.1 Actividad antioxidante y fotoprotectora de extractos de 
Passiflora y su aplicación en el desarrollo de productos 

Algunos extractos y metabolitos presentes en Passiflora han sido utilizados en la industria 

cosmética, como se ha revisado recientemente en el grupo de ñEstudio y aprovechamiento 

de productos naturales marinos y frutas de Colombiaò [45]. En particular, la actividad 

fotoprotectora y antioxidante de estos extractos/compuestos resulta de especial interés 

para el desarrollo de productos de fotoprotección. En este contexto, diversos estudios han 

evaluado estas propiedades en extractos de distintas especies de Passiflora, con un 

enfoque predominante en sus hojas, como se ilustra a continuación. 

La actividad antioxidante es clave para contrarrestar el envejecimiento acelerado, como el 

fotoenvejecimiento, y disminuir reacciones producidas por la radiación, que promueven la 

formación de ROS en la piel [29,46]. Se ha observado que extractos de la pulpa de 

maracuyá amarillo (P. edulis var. flavicarpa) y presentan actividad antioxidante in vitro 

mediante los métodos ABTS y FRAP, atribuida a la presencia de compuestos fenólicos y 

vitamina C [47]. Asimismo, extractos etanólicos y metanólicos de sus semillas, han 

presentado una potente inhibición de radicales libres DPPH [48]. De manera similar, 

extractos de hojas y tallos de Badea (P. quadrangularis) y Cholupa (P. maliformis) han 

demostrados actividad antioxidante, presentando mayor actividad en sus hojas[49].  En 

Curuba (P. tripartita var. mollisima ), se ha reportado capacidad antioxidante evaluada por 

el método DPPH tanto en el zumo de su fruto [50], como en los extractos de sus cáscaras 

y semillas [37]. Adicionalmente, extractos de semillas de granadilla ( P. ligularis ) [51ï54], 

gulupa (P. edulis var. edulis) [48,55ï59], y maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) [59,60] han 

demostrado un potencial como activos antioxidantes. 

En cuanto a la actividad fotoprotectora, diversos estudios han demostrado el potencial de 

extractos de Passiflora en la protección contra la radiación UV. Se ha reportado que 

extractos de semillas de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) presentan factores de 

protección solar (SPF) de 18 y 11, determinados mediante la metodología de Mansur [61]. 

Por su parte, extractos hidroetanólicos obtenidos de las hojas de esta misma variedad han 

mostrado un SPF de 14, clasificándose dentro de la categoría de alta protección solar [62]. 

Asimismo, en P. quadrangularis, el extracto hidroetanólico de sus hojas ha alcanzado un 

FPS de 30 a una concentración de 100 ppm [63]. Adicionalmente, extractos de P. 
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tarminiana han demostrado efectos protectores contra el fotoenvejecimiento en 

fibroblastos humanos, disminuyendo la producción de MMP-1 (metaloproteinasa) inducida 

por UV y aumentando la secreción de procolágeno, cuya producción suele inhibirse por la 

radiación UV [64].  

1.3.2 Consideraciones reglamentarias  

Además de las medidas antes presentadas, el desarrollo de productos de fotoprotección 

requiere considerar diversos factores. Uno de los aspectos clave es la clasificación 

regulatoria, que varía según la legislación de cada región [65].  

En Estados Unidos, la FDA y, en Canadá, Health Canada consideran los productos de 

protección solar como medicamentos de venta libre (OTC) [20,66]. De manera similar en 

Australia, la Therapeutics Goods Administration los regula como medicamentos [67]. En 

contraste, otras normativas, como las de la Comisión Europea [68], la Comunidad Andina 

(Bolivia, Colombia, Ecuador y Perú) [69], el MERCOSUR (Argentina, Brasil, Paraguay, 

Uruguay, Venezuela) [70], y el Sistema de la integración Centroamericana (SICA) [71], los 

clasifican como productos cosméticos.  

Independientemente de su clasificación, el diseño de la formulación es fundamental, ya 

que influye en la eficacia, estabilidad y cumplimento de los estándares de seguridad 

exigidos en cada región. Las emulsiones tipo O/W (aceite en agua), son las más utilizadas 

en protectores solares debido a su facilidad de aplicación y compatibilidad con diversos 

activos que contribuyen el FPS sin comprometer la estabilidad [57]. No obstante, existen 

otras formas cosméticas, como geles, aerosoles, barras y polvos, también forman parte de 

las opciones utilizadas actualmente [72]. 

En la literatura, se han reportado diversas aplicaciones de extractos de Passiflora en 

productos cosméticos, siendo algunos de estos protectores solares [73] y productos 

antiedad [57]. Un ejemplo es el desarrollo de una formulación con protección solar a partir 

de un extracto de semillas de P. edulis var. edulis, utilizada en bases de maquillaje y 

concealers [73].  
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1.4 Conclusiones 

El uso de extractos de Passiflora en formulaciones fotoprotectoras no solo impulsa el 

desarrollo de productos innovadores a partir de los subproductos generados en su cadena 

productiva, sino que también representa una estrategia para agregar valor a estos 

materiales en beneficio de los cultivadores. La incorporación de estos extractos en 

cosméticos con actividad fotoprotectora responde a la creciente demanda del mercado por 

ingredientes naturales y, al mismo tiempo, contribuye a la sostenibilidad y competitividad 

de la industria cosmética.  
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Objetivos 

Objetivo general 

Estudiar el perfil químico y la actividad fotoprotectora de subproductos derivados del 

sistema de producción de algunas Passifloras cultivadas en Colombia, para la potencial 

inclusión de uno de estos subproductos en una propuesta preliminar de formulación 

cosmética. 

 

Objetivos específicos 

 

¶ Perfilar fitoquímicamente, a través de herramientas de metabolómica, algunos 

extractos polares obtenidos a partir de subproductos derivados del sistema de 

producción de Passifloras comerciales (Por ejemplo, granadilla, gulupa, maracuyá, 

badea, cholupa y curuba), incluyendo hojas, semillas y pericarpios. 

 

¶ Seleccionar el extracto más promisorio basado en la evaluación química previa, la 

actividad fotoprotectora, el rendimiento, entre otros, que permita su inclusión en un 

producto cosmético. 

 

¶ Contribuir al desarrollo de una formulación cosmética preliminar, con posible 

actividad fotoprotectora, que incluya el extracto seleccionado. 
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2.1 Resumen 

Colombia es un país con gran diversidad de especies de Passiflora. Entre ellas, se pueden 

destacar seis especies que son cultivadas de manera comercial: Granadilla (P. ligularis), 

gulupa (P. edulis var. edulis), maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. 

quadrangularis), cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. tripartita); de las cuales 

sólo se suele aprovechar su pulpa, dejando como residuos de la cadena productiva las 

hojas, pericarpios y semillas. Con el fin de conocer su composición química y potencial 

aplicación cosmética se obtuvieron sus extractos polares (Extracto acuoso, extracto 

hidroetanólico y fracción butanólica), y se seleccionaron los extractos más enriquecidos en 

su composición para su perfilado químico: para las hojas y los pericarpios las fracciones 

butanólicas; y para el caso de las semillas los extractos hidroetanólicos. Se obtuvo el perfil 

químico de cada extracto polar de las especies ya mencionadas a través de su análisis por 

RMN y LC-MS/MS.  Mediante redes moleculares se visualizó el espacio químico de los 

extractos de las tres partes evaluadas (hojas, pericarpios y semillas). Finalmente, se logró 

la identificación de 74 compuestos presentes en los diferentes extractos, evidenciando que 

son ricos en flavonoides, saponinas y estilbenoides. La dereplicación de los compuestos se 
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hizo por medio del uso de herramientas de identificación en mezcla (GNPS y SIRIUS) 

combinado con la búsqueda en la base de datos NuBBEDB e información compilada en 

literatura. 

2.2 Introducción 

El perfilado químico es definido como la detección, identificación y/o cuantificación de un 

gran rango de compuestos naturales. Existen dos niveles, la identificación de un grupo de 

compuestos seleccionados, conocido como metabolic profiling; y el análisis no dirigido de 

metabolitos, conocido como metabolic fingerprinting, que si bien es más universal no 

necesariamente conlleva a que todos los metabolitos detectados sean identificados [1,2]. 

Estos análisis se pueden realizar utilizando diferentes técnicas, como la cromatografía 

(Cromatografía líquida, cromatografía en placa, cromatografía de gases), la espectroscopía 

(UV, infrarrojo, resonancia magnética nuclear, entre otras), la espectrometría (masas), o 

técnicas que combinan las anteriores (LC-DAD, LC-MS, GC-MS, entre otros), esta última 

opción es la más difundida [3]. 

Una de las estrategias empleadas en el perfilado químico para la identificación de los 

compuestos contenidos en un extracto es la dereplicación. Ésta usa los datos 

espectroscópicos, o espectrométricos, para reconocer sustancias que han sido aisladas e 

identificadas en otras investigaciones o que se encuentran reportadas en librerías de 

compuestos [4]. En términos generales, durante la dereplicación se evita la purificación de 

los compuestos, es decir el análisis se realiza en mezcla. Esta estrategia no permite la 

elucidación de moléculas nuevas, pero sí el reporte por primera vez de compuestos antes 

no descritos para una especie, que ya ha sido identificada en otra [1]. 

En el caso de la dereplicación por LC-MS/MS, al ser una técnica con alta sensibilidad en la 

que se obtiene un gran volumen de información, suele apoyarse de diferentes softwares y 

herramientas diseñados para el procesamiento de estos datos [1]. En este trabajo se hará 

uso de la plataforma GNPS, NuBBeDB y el software SIRIUS. El GNPS es un ambiente web 

de espectrometría de masas de acceso libre que permite combinar la información 

suministrada, con información procedente de diferentes librerías espectrales y herramientas 

in silico, que contribuyen a la identificación y descubrimiento de compuestos [5]. Entre las 

herramientas con las que cuenta el GNPS se encuentra el molecular networking (MN) y el 
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feature based molecular networking (FBMN), que permiten la visualización del espacio 

químico de las muestras evaluadas, logrando identificar compuestos con similitudes 

estructurales los cuales se conectan entre sí para la formación de clústeres, o sets de 

compuestos, permitiendo así el análisis de los compuestos presentes en general en una 

muestra, sin importar si son mayoritarios o minoritarios [5,6]. Así mismo, el GNPS también 

cuenta con un motor de búsqueda en bases de datos, que permite la dereplicación de los 

compuestos presentes en las muestras mediante la búsqueda de los datos de MS/MS en 

bases de datos vinculados a la plataforma [7]. Por otra parte, SIRIUS, es un software que 

reúne diferentes herramientas in silico que permiten analizar datos de espectrometría de 

masas en tándem. Este software cuenta con herramientas como CSI:FingerID que basado 

en los árboles de fragmentación de los compuestos evaluados, identifica una huella dactilar 

(fingerprint) que puede ser contrastada con la información presente en bases de datos, 

mostrando ser uno de los mejores motores de búsqueda en bases de datos que existe 

actualmente [8]. Así mismo estos árboles de fragmentación son usados en herramientas 

como CANOPUS, que permite dar una clasificación química de los compuestos según 

Classyfire [9], teniendo en cuenta las rutas biosintéticas en las cuales se pueden encontrar 

las estructuras encontradas en ellos [10]. Finalmente, the Nuclei of Bioassays, 

Ecophysiology and Biosynthesis of Natural Products Database, también conocida como 

NuBBeDB es una base de datos de compuestos de productos naturales de Brasil, en ella se 

ha realizado la compilación de diferentes compuestos provenientes de fuentes naturales de 

la diversidad brasileña, identificados por el grupo de investigación desarrolladores de este 

software, así como compuestos ya reportados en la literatura[11]. 

En el caso de especies de Passiflora cultivadas comercialmente en Colombia, como ya se 

mencionó en el Capítulo 1, existe información de la composición química para algunas 

especies. No obstante, esta información ni es sistemática ni es uniforme para todas ellas. 

Así, se cuenta con información de la composición química para los extractos polares de las 

hojas de P. ligularis [12ï14], P. edulis var. edulis [15], y P. quadrangularis [15,16]; así como 

extractos polares de semillas de P. edulis var. flavicarpa [17]. En estos trabajos se han 

identificado flavonoides, saponinas, estilbenoides y ácidos grasos. Es de resaltar que para 

algunas de las especies de Passiflora comerciales en Colombia hay muy poca información 

sobre su perfil químico, por ejemplo, para P. maliformis se encuentra solo un reporte para 

los compuestos presentes en sus hojas [18]. En el caso de los pericarpios y semillas la 

información es escasa para la mayoría de las especies.  
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La falta de información sobre el perfil químico de los extractos polares de estos 

subproductos limita su aprovechamiento, por ejemplo en el campo cosmético, ya que, al no 

conocer su perfil fitoquímico, se dificulta asociarlo a una posible actividad biológica. Por otra 

parte, los solventes utilizados en su obtención (agua, alcoholes de cadena corta, entre 

otros) son especialmente atractivos para industrias como la cosmética y la farmacéutica 

debido a sus clasificaciones toxicológicas, que permiten garantizar la seguridad del 

producto [19]. Adicionalmente, determinar el perfil químico del extracto también juega un 

papel importante en esta seguridad y en su eficacia, ya que identificar compuestos o 

impurezas que puedan llegar a ser perjudiciales para el consumidor proporciona 

información acerca de la seguridad del extracto [20]. 

De acuerdo con lo mencionado, este capítulo de la tesis tiene como objetivo perfilar 

fitoquímicamente, a través de herramientas de metabolómica, algunos extractos polares 

obtenidos a partir de subproductos derivados del sistema de producción de Passifloras 

comerciales: granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis), maracuyá (P. edulis var. 

flavicarpa), badea (P. quadrangularis), cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. 

tripartita), incluyendo hojas, semillas y pericarpios. 

2.3 Metodología 

2.3.1 Materiales y equipos 

Para la obtención de los extractos polares se empleó butanol grado RA destilado (Panreac 

Applichem®), etanol 99,5% grado RA (Panreac Applichem®), n-hexano (Panreac 

Applichem®) y agua destilada. En el perfilado por Resonancia magnética nuclear (RMN) se 

utilizaron metanol-d4 al 99.8%(Merck®) y óxido de deuterio al 99.9%(Merck®). Para los 

análisis de Cromatografía de Gases (GC) se empleó hexano (Panreac Applichem®) y 

complejo de trifluoruro de boro-metanol (Merck®). Para los análisis por Cromatografía 

Liquida de Ultra Alta Eficiencia (UHPLC) se usó acetonitrilo grado HPLC (Merck®), ácido 

fórmico grado RA (Carlo Erba) y agua purificada mediante un sistema Mili-Q Millipore®. Para 

los análisis de HPLC acoplado a detector de masas/masas (MS/MS) se empleó agua 

(Merck®), acetonitrilo (Merck®), ácido fórmico (Merck®) y formiato de amonio (Merck®), todos 

en grado LC-MS.  
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En el caso de las extracciones asistidas por ultrasonido se utilizó un Ultrasonido Elmasonic 

EASY E30H (Elma®) con capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W.  

Para el análisis por UHPLC se utilizó un cromatógrafo líquido de ultra alta presión (UHPLC) 

Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex Ultimate 3000RS, 

acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 3000 y un detector 

evaporativo de dispersión de luz (ELSD) Sedex 85 con operación a 80°C y una presión de 

40psi.  Para el perfilado por UHPLC-MS/MS se utilizó un UHPLC Thermo Dionex Ultimate 

3000 acoplado a un espectrómetro de masas Bruker Impact II UHR-Q-TOF, con fuente de 

ionización por electrospray (ESI). 

Los análisis por RMN fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance de 400MHz, con el uso 

de tubos desechables (Wilmad LabGlass®). 

Para el análisis de ácidos grasos se utilizó un cromatógrafo de gases Agilent 8860, 

equipado con un inyector split/splitness y acoplado a un detector de ionización de llama 

(FID). 

2.3.2 Colección del material vegetal 

El material vegetal de las diferentes especies de Passiflora (P. ligularis, P. edulis var. edulis, 

P. edulis var. flavicarpa, P. quadrangularis, P. maliformis y P. tarminiana) fue adquirido con 

productores locales y/o en plazas de mercado, para asegurar la recolección de material de 

uso comercial. Algunos de los materiales vegetales de partida (hojas, pericarpios, semillas) 

se encontraban disponibles en forma de material vegetal seco, en el laboratorio de 

aprovechamiento de productos marinos y frutas de Colombia (PNM), procedente de 

trabajos de grado previamente realizados[21]. En todos los casos se registraron los datos 

del lugar de procedencia y fecha de recolección, tal como se muestra en la Tabla 2-1. 

Para la colecta de las curubas, las cuales suelen cultivar como híbridos [22], se realizó la 

salida de campo a un cultivo comercial cercano a la ciudad de Bogotá, con el fin de obtener 

el material vegetal necesario. Este material fue estudiado por el experto en taxonomía de 

Passiflora Gustavo Morales, determinando que la muestra colectada corresponde a un 

hibrido entre las especies P. tarminiana X P. tripartita con predominio de P. tarminiana. Una 

vez obtenido el material vegetal necesario, éste fue liofilizado para su conservación. 
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Tabla 2-1 Datos de colecta (Ubicación y fecha) de las especies de Passiflora comerciales 
trabajadas. 

Especie 
Nombre 

vernáculo 
Partes de 
la planta 

Lugar de 
procedencia 

Fecha de 
adquisición 

Lugar de adquisición 

P. ligularis Granadilla 

Hojas 

Anolaima 
(Cundinamarca) 

19/08/2021 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNMa - Lucero López 

Pericarpios 

13/09/2021 

Plaza de mercado de 
Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 

p.106) PNM - Lucero López 

Semillas 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNM - Lucero López 

P. edulis var. 
edulis 

Gulupa o 
Maracuyá 
morado 

Hojas 
Cogua 

(Cundinamarca) 
25/08/2021 OCATI 

Pericarpios 
Pasca 

(Cundinamarca) 
13/09/2021 

Plaza de mercado de 
Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 

p.106) PNM - Lucero López 

Semillas 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNM - Lucero López 

P. edulis var. 
flavicarpa 

Maracuyá 
amarillo 

Hojas Arauca 13/05/2023 Colecta -PNM Dayana Cortés 

Pericarpios Tolima 

13/09/2021 

Plaza de mercado de 
Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 

p.106) PNM - Lucero López 

Semillas Tolima 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNM - Lucero López 

P. 
quadrangularis 

Badea 

Hojas 

Icononzo 
(Tolima) 

28/07/2021 
Plaza de mercado 20 de Julio 
(Cra. 6 #24ª-30 p.64) - PNM 

Lucero López 

Pericarpios 13/09/2021 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNM - Lucero López 

Semillas 14/09/2021 
Plaza de mercado de 

Paloquemao (Av. Cra 30 #25-04 
p.106) PNM - Lucero López 

P. maliformis Cholupa 

Hojas 

Rivera (Huila) 

26/04/2023 PNM- Colecta 

Pericarpios 5/09/2022 COMPRA LOCAL 

Semillas 6/09/2022 FRUCAMPS® 

P. tarminiana 
X P. tripartita 

Curuba 

Hojas 

Tibaná (Boyacá) 16/03/2023 

Colecta - PNM Camila Cabeza 

Pericarpios Colecta ς PNM Camila Cabeza 

Semillas Colecta - PNM Camila Cabeza 

PNM: Grupo de investigación Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia 
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2.3.3  Obtención de extractos polares 

La obtención de los extractos polares de las hojas, pericarpios y semillas del material 

colectado fue realizada siguiendo los protocolos del laboratorio de PNM [13,14,18,20] como 

se muestra en la Figura 2-1. Inicialmente, el material liofilizado fue molido y homogenizado 

(Tamiz N.20); posteriormente, fue extraído con agua caliente (hojas, pericarpios y semillas, 

previamente liofilizados) usando una relación 1:10 entre el material vegetal y el agua; 

obteniendo el extracto acuoso (EA) [16]. Luego, para las hojas y los pericarpios, el extracto 

acuoso fue extraído con butanol, para obtener la Fracción Butanólica (FB). En el caso de 

las semillas la extracción con butanol no se hizo. Por otra parte, otra porción del material 

vegetal fue extraída por una maceración asistida por ultrasonido con etanol al 63% para las 

hojas; y etanol al 70% para los pericarpios y las semillas. De esta manera se obtuvo el 

extracto hidroetanólico (EH) [13,21]. Así, se obtuvieron los tres tipos de extractos para hojas 

y pericarpios; mientras que para las semillas se obtuvieron los extractos hidroetanólicos y 

acuosos, como fue realizado en trabajos anteriores [21]. 

 

Figura 2-1 Diagrama del proceso de obtención de los extractos polares trabajados 

 

Una vez se obtuvieron cada uno de los extractos, éstos fueron liofilizados y conservados 

en refrigeración. Estos extractos fueron codificados como lo muestra la Figura 2-2. La lista 

de los extractos obtenidos, su codificación y rendimiento se pueden observar en el Anexo 

2-1. 
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Figura 2-2 Descripción de la codificación de los extractos obtenidos 

2.3.4 Perfilado químico de los extractos 

El perfilado químico de los extractos fue realizado por diferentes técnicas analíticas, con el 

fin de caracterizar de forma general su composición y evidenciar las principales diferencias 

entre las especies, así como entre las diferentes partes de las especies de Passiflora 

estudiadas.  

Perfilado por UHPLC-DAD/ELSD 

Para el perfilado de los extractos (EA, FB y EH) por cromatografía líquida UHPLC-

DAD/ELSD, se prepararon soluciones de 2mg/mL en una mezcla de H2O:ACN (1:1), que 

fueron filtradas por membranas de Nylon de 0,22ɛm. 

La metodología utilizada fue la desarrollada dentro del grupo de investigación por 

Sepúlveda [13], con algunas modificaciones. La columna seleccionada fue una 

Phenomenex Kinetex® C18 (100x2.1mm; 2.6 ɛm) eluída a un flujo de 0.3 mL/min, a una 

temperatura de horno de 40°C, y un volumen de inyección de 3ɛL. El sistema de gradiente 

de fases móviles se puede observar en la Tabla 2-2. El detector DAD se fijó en un rango 

de adquisición de 200 a 800nm, monitoreando a 210, 267, 280 y 340 nm. El detector ELSD 

se trabajó a 80°C, con una ganancia de 12, un voltaje de -175mV y un flujo de aire de 2 

L/min. Los resultados fueron procesados por medio del software Chromeleon Client, versión 

6.8 SR15. 
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Tabla 2-2 Gradiente de elución empleado para el perfilado de los extractos polares de las 
Passifloras evaluadas.  

Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

% Fase móvil A   
Ac. Fórmico 

(0.5%) 

% Fase móvil B 
ACN 

0 0.3 90 10 

8 0.3 65 35 

9 0.3 65 35 

15 0.3 15 85 

18 0.3 15 85 

22 0.3 90 10 

ACN: acetonitrilo 

Perfilado por RMN 1H 

Los extractos fueron analizados por RMN 1H, para lo cual se disolvieron de 5 a 10 mg de 

cada uno en el solvente deuterado correspondiente: los EA, EH y las FB de hojas y 

pericarpios fueron analizados en MD6 (CD3OD:KH2PO4 en D2O a pH 6 (1:1)), mientras los 

EH, provenientes de semillas, fueron analizados en CD3OD. Los espectros fueron 

adquiridos usando los parámetros mencionados en la Tabla 2-3 Los resultados fueron 

visualizados y procesados por el software MestReNova. 

Tabla 2-3 Parámetros de adquisición de espectros de RMN-1H 

PARÁMETRO 

VALOR 

HOJAS PERICARPIOS SEMILLAS 

EA EH FB EA EH FB EA EH 

Solvente MD6* MD6* MEOD 

Número de barridos 32 32 32 

Temperatura 25°C 25°C 25°C 

Frecuencia del 
espectrómetro 

400,13 400,13 400,13 

Secuencia de pulsos noesy pr1d noesy pr1d noesy pr1d 

 

Perfilado de ácidos grasos por GC-FID 

Para el análisis de los ácidos grasos presentes en las semillas de las Passifloras evaluadas, 

las cuales se trituraron previamente, se pusieron en contacto con n-hexano en una 

proporción (1:10) y se dejaron con agitación por 10 minutos. Se filtró por gravedad y las 

grasas fueron concentradas por rotoevaporación. 
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A los aceites obtenidos se les realizó una reacción de metilación, según lo descrito por 

Araujo y colaboradores [23] con ligeras modificaciones. Brevemente, se tomaron 10mg del 

aceite a evaluar el cual fue mezclado con 2mL de trifluoruro de boro- metanol (BF3/CH3OH). 

Esta mezcla fue calentada a 100°C en baño maría por una hora y posteriormente, después 

de enfriar, se realizó la adición de 1mL de n-hexano y 2mL de agua desionizada. Se sometió 

a vortex por 15s y la fase de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAMEs), es decir la fase 

de n-hexano (fase superior) fue separada para su inyección en GC-FID. 

Para el análisis, se utilizó una metodología cromatográfica desarrollada por el grupo de 

investigación QuiProNaB para la identificación de FAMEs, para la cual se utilizó una 

columna agilent 19091s-436 (6m x 0.25mm I.D. 0.25µm). El tiempo de análisis fue de 20 

min programado con las siguientes condiciones de temperatura: 100 a 300°C a una tasa de 

10°C/min. La temperatura del inyector fue de 300°C y para el detector 290°C. Se utilizó un 

método de inyección directa, con un volumen de inyección de 1µL y una tasa de split de 

100:1. El gas portador usado fue hidrógeno con un flujo de 2mL/min.  Los datos fueron 

analizados en el software OpenLab. 

Perfilado químico por LC-MS/MS 

Las FB de hojas y pericarpios; y los EH de las semillas fueron perfiladas por LC-MS/MS. Se 

inyectaron 3ɛL de soluciones de 1mg/mL, haciendo uso del mismo sistema de elución 

descrito para UHPLC, pero con el uso de solventes grado LC-MS. Cada muestra fue 

procesada con tres réplicas. Se utilizó el modo de ionización negativo para los extractos de 

hojas, pericarpios y semillas; y el modo ESI positivo para las FB de las hojas. El rango de 

masas evaluado fue de m/z 50 a 1500, en modo data-dependent adquisition (DDA). Se 

usaron los parámetros sugeridos por el GNPS 

(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp) para los equipos Bruker con 

algunas modificaciones [24], estos parámetros son presentados en la Tabla 2-4. 

Adicionalmente, se utilizó una rampa de energías de colisión (entre 18 y 50 eV), tal como 

se presenta en la Tabla 2-5. 
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Tabla 2-4 Condiciones establecidas para espectrómetro Bruker 

Parámetro de la fuente de 
ionización 

Valor 

Voltaje capilar 4500V 

Temperatura fuente ionización 250°C 

Flujo gas secante 9L/min 

Presión gas nebulizador 
(Nitrógeno) 

4bar 

 

Tabla 2-5 Rampa de energías de colisión utilizada para la fragmentación de los iones. 

Isolation mass value (m/z) 
Charge state 

value (z) 
Isolation width 

value (m/z) 
Collision energy 

value (eV) 

100 1 4 22 

300 1 5 27 

500 1 6 35 

1000 1 8 45 

2000 1 10 50 

100 2 4 18 

300 2 5 22 

500 2 6 30 

1000 2 8 35 

2000 2 10 50 

*Los términos se mantienen en inglés debido a la terminología de la interfaz del equipo 

Los datos obtenidos fueron procesados según lo descrito por Sepúlveda [25]. En primer 

lugar, los datos crudos fueron calibrados en el programa Data analysis y exportados en 

formato. mzML. Estos datos fueron procesados en el software MZmine en su versión 3.3.0 

(http://mzmine.github.io/), siguiendo el procedimiento sugerido por el GNPS para los 

análisis Feature-Based Molecular Networking (FBMN)[26]. Los parámetros usados en este 

procesamiento se describen en el Anexo 2-2. Así, los datos de este procesamiento (Tabla 

de cuantificación, resumen espectral y edges) se utilizaron para su análisis en la plataforma 

GNPS y los datos derivados de procesamiento por MZmine se agruparon de acuerdo con 

la parte de la planta analizada (hojas, pericarpios y semillas), obteniendo así tres grupos de 

acuerdo al órgano extraído. 
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Para la construcción de redes moleculares, los datos procesados (.quant, .edge y resumen 

espectral) y una tabla de descripción de las muestras (metadata.txt) se subieron en la 

plataforma GNPS, en la cual se utilizó el flujo de trabajo FBMN [6]. Los resultados del 

análisis FBMN se pueden visualizar en el GNPS según los links consignados en la Tabla 

2-6. En esta tabla también se detallan los parámetros establecidos dentro de la plataforma 

para la creación de la red, así como la red obtenida y los compuestos dereplicados. 

La información obtenida de las redes por FBNM fue complementada con el uso de la 

herramienta MolNetEnhacer, la cual combina los resultados del FBMN con herramientas in 

silico, para obtener una clasificación de compuestos según ClassyFire [9]. Todos las redes 

resultantes se visualizaron en el programa de libre acceso Cytoscape versión 3.10.1 

(https://cytoscape.org/index.html). 

Tabla 2-6 Enlaces acceso Workflows de FBMN realizados en GNPS para cada grupo 
analizado. 

Órgano 
Modo 

ionización 
CÓDIGO Enlace acceso 

HOJAS NEGATIVO HOJASNEG2-B 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status

.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f42

1e430b 

HOJAS POSITIVO HOJASPOS2-B 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status

.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf85

9e856 

PERICARPIOS NEGATIVO PERINEG2-B 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status

.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8

dafbd1 

SEMILLAS NEGATIVO SEMINEG1-B 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status

.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00

a661a6 

 

Con el fin de ampliar el proceso de dereplicación, los datos procesados por MZmine se 

subieron al software de análisis de datos de espectrometría de masas en tandem 

SIRIUS[27] en su versión 6.0.5. donde se utilizaron las herramientas de CANOPUS 

(Compound class prediction), que permite la clasificación de compuestos según ClassyFire 

[10]; y el CSI:FingerID (Searching in molecular structure databases) y la identificación de 

compuestos en diferentes bases de datos [8]. 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9eb196b8ac024e16902f567f421e430b
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9f7eaf9b88364c199541ff3cf859e856
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5bf5f8baa5aa4e8eb5fa1636f8dafbd1
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=ad5bffc4cf4946e0a6c5252a00a661a6
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Finalmente, para la dereplicación de compuestos por medio de la base de datos NuBBEDB, 

se realizó la búsqueda por medio de su servidor web 

(https://nubbe.iq.unesp.br/portal/nubbe-search.html), de los compuestos identificados en el 

preprocesamiento por GNPS, por medio de su masa monoisotópica. 

2.4 Resultados y discusión de resultados 

Los métodos de extracción de las diferentes partes de las plantas se basaron en los 

usos tradicionales que se les da a las Passifloras [28,29] (este es el caso de la infusión de 

hojas y frutos), y en los trabajos realizados dentro del grupo de investigación en los que se 

ha evidenciado que los EH y las FB permiten la recuperación de los compuestos principales 

presentes en Passiflora (Flavonoides, saponinas, compuestos fenólicos, entre otros). Todas 

las partes (hojas, semillas y pericarpios) de las especies fueron tratadas de la misma 

manera para poder hacer la comparación de sus perfiles químicos, así como de los 

resultados de su actividad fotoprotectora (Capítulo 3) [13,21]. 

2.4.1 Obtención de extractos polares 

Se obtuvieron 48 extractos a partir de las hojas (EA, EH y FB), pericarpios (EA, EH y FB) y 

semillas (EA y EH), de las seis especies (P. ligularis ï Granadilla, P. edulis var. edulis- 

Gulupa, P. edulis var. flavicarpa - Maracuyá, P. quadrangularis ï Badea, P. maliformis - 

Cholupa, P. tarminiana x P. tripartita - Curuba), cuya codificación y rendimiento se muestran 

en el Anexo 2-1.  

En general, se observa que los extractos de las hojas y pericarpios son los de mayor 

rendimiento, particularmente para los EA y EH, mientras las FB ofrecen el menor 

rendimiento. La badea (P. quadrangularis) es la especie que ofrece el mayor rendimiento 

de extracción tanto para sus hojas, como para sus pericarpios, mientras que el maracuyá 

(P. edulis var. flavicarpa) tiene los valores de rendimiento más bajos para estas dos partes. 

El alto rendimiento de este tipo de extractos se asocia al hecho de ser extractos brutos, que 

aunque puede contar con los metabolitos de interés (fenólicos y saponinas), también puede 

contener altas proporciones de azúcares, fibra soluble, pectina (en el caso de los 

pericarpios), entre otros [28]. Con el fin de concentrar los compuestos de interés [15] se 

obtuvieron las FB cuyo rendimiento, como ya se mencionaba, es significativamente menor 

(entre 0.5 y 4.5%). De esta manera, es posible separar los metabolitos altamente polares, 

https://nubbe.iq.unesp.br/portal/nubbe-search.html
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incluyendo los iónicos, que permanecen en la porción acuosa (azúcares, fibra, aminoácidos 

etc), de los fenólicos y saponinas glicosiladas que van a la FB. 

En cuanto a las semillas, los rendimientos entre los extractos acuosos y los extractos 

hidroetanólicos para una misma especie no difieren entre sí, aunque sí se encuentran 

diferencias entre las especies evaluadas (entre el 1.3 y 6%); esto se puede relacionar con 

la concentración de los metabolitos en las semillas de cada especie, así como con la 

diversidad de compuestos presentes en ellas. 

2.4.2 Selección de solventes de extracción para perfilado 

Los extractos polares obtenidos de hojas, pericarpios y semillas (EA, EH y FB) fueron 

evaluados por UHPLC-DAD/ELSD. El detector DAD permite observar compuestos que 

contienen cromóforos en su estructura, como por ejemplo los flavonoides, mientras el 

detector ELSD permite identificar la presencia de cualquier tipo de analito, aunque su 

sensibilidad es mucho menor. La diferencia entre los dos cromatogramas permite 

establecer qué compuestos están presentes en los extractos y no absorben en el UV, que 

sería el caso de las saponinas y qué compuestos se observan en los dos cromatogramas, 

sería el caso de los fenólicos (flavonoides) mayoritarios. Estos datos cromatográficos 

permiten comparar los perfiles de cada parte de la planta evaluada, así como de cada 

especie estudiada. 

Como se ha mencionado, para las hojas y pericarpios se evaluaron tres tipos de extracto 

(EA, EH y FB). Estos extractos contienen los mismos compuestos mayoritarios, con 

cambios en la abundancia relativa entre ellos. En las Figura 2-3, Figura 2-4 y Figura 2-5 

se comparan los perfiles para los extractos de hojas de P. quadrangularis. y pericarpios de 

P. ligularis. En general, se observa que el orden en la abundancia de compuestos es: mayor 

en la FB, seguida del EH y en menor medida en el EH. En la FB está la mayor concentración 

de metabolitos, como era lo esperado, enriquecida en flavonoides y saponinas, mientras 

los azúcares quedan en la fracción acuosa residual [15]. De igual forma, los EH han 

mostrado ser una buena alternativa para la extracción de los compuestos polares de 

Passifloras, debido a la afinidad de estos compuestos por las mezclas hidroalcohólicas y 

especialmente las hidroetanólicas [13]. Esta última metodología es menos compleja y al 

requerir menos pasos puede ser más compatible con la generación de productos de interés 

cosmético. 
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En la Figura 2-3 se evidencia la presencia de compuestos que absorben al UV (entre 4.5 y 

6.0 min) para los extractos polares de hojas P. quadrangularis, estos compuestos podrían 

corresponder a flavonoides dado su perfil en UV (máximos de absorción en 268nm y 

335nm), como se muestra en la Figura 2-4.  Adicionalmente, entre los 11 y 15 minutos se 

observan picos intensos en el cromatograma con detector ELSD, estos compuestos no 

absorben en el UV (340nm) y por tanto no se ven en el cromatograma del DAD, lo que 

indica que no corresponden a flavonoides, por lo que podrían corresponder a saponinas de 

acuerdo con lo reportado para esta especie [16]. 

 
Figura 2-3 Cromatogramas de los extractos polares de hojas de badea (P. quadrangularis) 

(A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso; EH: 
Extracto hidroetanólico; FB: Fracción butanólica. 
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Figura 2-4 Cromatogramas de los extractos polares de hojas de badea (P. 
quadrangularis) registrado a 340nm, con espectro UV de pico con RT 5.8 min. EA: 

Extracto acuoso; EH: Extracto hidroetanólico; FB: Fracción butanólica. 
 

 

Figura 2-5 Cromatogramas de los extractos polares de pericarpios de granadilla (P. 

ligularis) (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso; 
EH: Extracto hidroetanólico; FB: Fracción butanólica. 

 



Capítulo 2 41 

 

 

Como se ha mencionado, para las semillas sólo se evaluaron los EA y los EH. Es importante 

mencionar que para las semillas del género Passiflora, a diferencia de las hojas y 

pericarpios, no se trabajaron FB basados en la información reportada en literatura. Estudios 

previos han demostrado que en algunas especies de Passiflora los extractos con mayor 

actividad antioxidante son los acuosos y los hidroetanólicos, en los que se ha observado 

una alta concentración de compuestos relacionados con esta actividad [30], en 

comparación con fracciones menos polares como las de hexano y acetato de etilo [31].  

En cuanto a estos resultados, el EH presentó mayor concentración de compuestos que el 

EA; a manera de ejemplo en la Figura 2-6 se observan los cromatogramas para las semillas 

de gulupa (P. edulis var. edulis), haciéndose evidente que las señales para EH son más 

intensas. Esto se atribuye a la baja afinidad de los compuestos presentes en las semillas 

por el agua, los cuales presentan mayor afinidad por solventes de mediana polaridad, como 

lo es en este caso la mezcla hidroetanólica utilizada. En los extractos de las semillas se 

observa la presencia de compuestos que absorben al UV (Figura 2-6) entre 6-12 min, que 

no corresponden a los tiempos de retención de los flavonoides sugeridos en los análisis 

anteriores [30,32]. 

 

Figura 2-6  Cromatogramas de los extractos polares de semillas de Gulupa (P. edulis var. 
edulis) (a) Registrado a 340nm (b) Registrado por detector ELSD. EA: Extracto acuoso; 

EH: Extracto hidroetanólico. 
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Estos resultados permitieron seleccionar la FB para el estudio de hojas y pericarpios, así 

como los EH para las semillas, basado en que estos extractos están más enriquecidos en 

compuestos de interés, y que la visualización de su perfilado químico y comparación entre 

ellos sería más fácil. 

2.4.3 Perfilado químico preliminar por UHPLC-DAD/ELSD y RMN 
1H 

Estudio de hojas de Passiflora 

Al comparar los perfiles cromatográficos obtenidos por UHPLC-DAD/ELSD para las FB de 

las hojas, es posible evidenciar que algunas de las especies se caracterizan por tener 

compuestos con absorción intensa en 340nm, lo que se asocia a compuestos tipo 

flavonoide (Figura 2-7A), como es el caso del maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), cholupa 

(P. maliformis) y curuba (P. tarminiana x P. tripartita). Por otra parte, existen especies que 

presentan mayor abundancia de compuestos que no absorben al UV y sí se detectan en 

ELSD, lo que puede asociarse a compuestos tipo saponinas, como se evidencia en la 

gulupa (P. edulis var. edulis) y en la badea (P. quadrangularis) (Figura 2-7B).  En otros 

casos se observa la presencia de ambos tipos de compuestos como sucede en las hojas 

de granadilla (P. liguralis). 
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Figura 2-7 Cromatogramas de las fracciones butanólicas de hojas de las Passifloras 
evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En orden de arriba 

hacia abajo: maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), cholupa (P. maliformis), curuba (P. 
tarminiana x P. tripartita), badea (P. quadrangularis), granadilla (P. ligularis), gulupa (P. 

edulis var. edulis). 

 

Con el fin de confirmar lo encontrado, los extractos se analizaron por RMN 1H (Figura 2-8). 

En todos los casos, se observaron señales características para protones aromáticos de 

flavonoides (6-8 ppm), siendo más abundantes en maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), 

cholupa (P. maliformis) y curuba (P. tarminana x P. tripartita) [22]. Es de notar que la 

distribución de estas señales es diferente y característica, sugiriendo una gran diversidad 

de este tipo de compuestos en las especies evaluadas. Se observan señales para protones 

carbinólicos entre dH 3.5 y 5.5, que pueden corresponder a los azúcares de los flavonoides 

glicosilados, que son característicos de este género de plantas. Finalmente, también fue 

posible evidenciar la presencia de señales intensas en la región de 0.75-1.25 ppm, que son 

propias de los metilos de compuestos tipo saponina[14,15]. Estas señales son abundantes 

en especies como granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis),y badea (P. 

quadrangularis)[14,22]. La información de RMN es concordante con lo evidenciado en 

HPLC, así como con lo ya observado dentro del grupo de investigación para algunas 

Passifloras [33].  
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Figura 2-8 Espectros RMN1H para las fracciones butanólicas de hojas de las Passifloras 
evaluadas en MD6. En orden de arriba hacia abajo: Granadilla (P. ligularis), gulupa (P. 

edulis var. edulis), maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. quadrangularis), 
cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita). 

Estudio de pericarpios de Passiflora 

En el caso de las FB para los pericarpios los perfiles por UHPLC-DAD y ELSD (Figura 2-9) 

permiten observar una baja presencia de metabolitos con absorción en el UV-VIS, lo que 

es contrario a lo observado en las hojas. Los extractos de P. ligularis, P. edulis var. edulis 

y P. tripartita x P. tarminiana son los que muestran una mayor cantidad de picos con 

absorción en 340nm, sugiriendo la presencia de flavonoides en ellos. Los análisis por ELSD 

también muestran picos de poca abundancia, los cuales al no absorber en el UV-VIS 

pueden ser asociados a azúcares que son los compuestos más abundantes en este tipo de 

matrices [34,35]. Todo esto es congruente con el bajo rendimiento de estas fracciones, al 

compararlas con las hojas. 
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Figura 2-9 Cromatogramas de las fracciones butanólicas de pericarpios de las Passifloras 
evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En orden de arriba 

hacia abajo: maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), curuba (P. tarminiana x P. tripartita), 
cholupa (P. maliformis), badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis), 

granadilla (P. ligularis). 

 

Los espectros de RMN de estas fracciones butanólicas del pericarpio (Figura 2-10), 

presentan señales predominantes entre ŭH 3.0 y 4.5, región característica de protones 

asociados a azúcares y carbohidratos. Esto evidencia que los pericarpios de las Passifloras 

evaluadas son principalmente ricos en azúcares. Sin embargo, es posible observar señales 

de menor abundancia en la región de compuestos aromáticos (6-8ppm) que se pueden 

asociar a los picos con absorbancia en 340nm observados por cromatografía, los cuales 

confirman la presencia de compuestos tipo aromáticos en los extractos de cholupa, y en 

menor medida en gulupa, maracuyá, y curuba. No se observan señales abundantes que se 

puedan asociar a la presencia de saponinas. 
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Figura 2-10 Espectros RMN1H para las fracciones butanólicas de pericarpios de las 
Passifloras evaluadas en MD6. En orden de arriba hacia abajo: granadilla (P. ligularis), 

gulupa (P. edulis var. edulis), maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. 
quadrangularis), cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita). 

 

Estudio de semillas de Passiflora 

Los EH de semillas muestran perfiles cromatográficos en UHPLC-DAD/ELSD (Figura 2-11) 

con una alta similitud para cinco de las especies evaluadas (P. ligularis, P. edulis var. edulis, 

P. edulis var. flavicarpa, P. maliformis, P. quadrangularis), y un perfil diferente y menos 

enriquecido en compuestos, para curuba. En estos perfiles es posible evidenciar la 

presencia de dos compuestos mayoritarios (tr. 6.25 min y 8.75 min), con máximos de 

absorción alrededor de los 320nm. Esta información es congruente con la presencia de 

compuestos tipo estilbenos, los cuales ya han sido identificados en semillas de diferentes 

especies de este género [17,30,36]. Para el caso de curuba no se puede sugerir qué tipo 

compuestos están presentes, y se evidencia la necesidad de estudiar químicamente esta 

fruta.  
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Figura 2-11 Cromatogramas de los extractos hidroetanólicos de semillas de las 

Passifloras evaluadas (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. En 
orden de arriba hacia abajo: gulupa (P. edulis var. edulis), curuba (P. tarminiana x P. 
tripartita), cholupa (P. maliformis), maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), granadilla (P. 

ligularis),badea (P. quadrangularis). 

 

Los espectros de RMN 1H (Figura 2-12) muestran que la semillas tienen un alto contenido 

de ácidos grasos, juzgados por la presencia de señales en ŭH 2.3, 1.6, 1.29, 1.35 ppm 

correspondientes a los metilenos característicos de este tipo de compuestos. Las señales 

en 0.98 ppm muestran la presencia de ácidos grasos saturados, y las señales para protones 

olefínicos en torno de 5.3 ppm sugiere la existencia de dobles enlaces, que se confirman 

por las señales en 2.80 y 2.07 de los protones alílicos [25,33].  El perfil de ácidos grasos es 

muy similar para todas las especies, por lo que se espera que tengan una composición 

parecida. De otro lado, estos extractos hidroetanólicos muestran señales para 

carbohidratos (ŭH 3 a 4.5), y juzgando desde la polaridad del extracto se podría pensar en 

la presencia de glicolípidos, más que de ácidos grasos libres o monosacáridos.  

Finalmente, los extractos muestran señales en la región aromática (entre 6 y 7.5 ppm) 

características de estilbenos, y no de flavonoides que aparecen en campo más bajo. Los 

perfiles de los espectros son muy similares entre sí, lo que es coherente con lo ya sugerido 
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por la cromatografía [17,37]. El espectro más diferente en la zona aromática es el de la 

curuba, que sí comparte con los otros la presencia de carbohidratos y ácidos grasos. 

 

 

Figura 2-12 Espectros RMN1H para los extractos hidroetanólicos de semillas de las 
Passifloras evaluadas en CD3OD. En orden de arriba hacia abajo: granadilla (P. ligularis), 

gulupa (P. edulis var. edulis), maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. 
quadrangularis), cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminiana x P. tripartita) 

 

Como se evidenció en el perfilado realizado por resonancia, así como algunas de las 

investigaciones encontradas en literatura, se sabe que las semillas cuentan con una alta 

presencia de ácidos grasos [38]. Es por esto, por lo que se realizó la caracterización de 

estas grasas por medio de GC-FID. Para ello, se realizó una extracción con n-hexano 

directamente del material vegetal, ya que, aunque la presencia de los ácidos grasos se 

observó en los EH, estos se pueden obtener en mayor cantidad con un solvente de menor 

polaridad como el acetato de etilo o el n-hexano [39]. Para su análisis, se realizó un 
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tratamiento previo de estos ácidos grasos por medio de una reacción de esterificación que 

permite obtenerlos en su forma metilada. Como se puede observar en la Figura 2-13 donde 

se muestran los cromatogramas de cada especie, es posible observar que las semillas de 

las Passifloras evaluadas tienen baja diversidad de ácidos grasos y estos se mantienen 

entre especies, a excepción de las semillas de badea (P. quadrangularis) en la cual es 

posible observar la presencia de dos señales adicionales, tal como se reporta en la Tabla 

2-7, correspondiente al ácido linoleico con un porcentaje mayor al 50%, seguido de los 

ácidos oleico y palmítico, y en menor proporción el ácido esteárico. La información 

encontrada es concordante con lo reportado en literatura, ya que los ácidos grasos de las 

semillas de diferentes especies de Passiflora han sido ampliamente estudiados y 

reportados en las diferentes especies evaluadas [38,40ï45]. En cuanto a las semillas de 

badea, son las únicas en las que se identificó ácido mirístico y una señal adicional entre 

este y el ácido palmítico, por lo que basado en longitud de cadena equivalente (ELC) esta 

señal corresponde a un ácido graso con el ELC entre 14 y 16 (valores de los ácidos mirístico 

y palmítico, respectivamente), por lo cual puede tratarse de un ácido graso con alguna 

insaturación que se encuentre en este rango [46]. 

 

Figura 2-13 Cromatogramas GC-FID para los FAMEs de las semillas de Passiflora. i.) 
Granadilla (P. ligularis); ii.) Gulupa (P. edulis var. edulis); iii.) Maracuyá (P. edulis var. 
flavicarpa); iv.) Badea (P. quadrangularis); v.) Cholupa (P. maliformis); vi.) Curuba (P. 

tarminiana x P. tripartita) 



50 Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 
propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

 

 

Tabla 2-7 Ácidos grasos presentes en las semillas de las especies de Passiflora evaluadas, 
en su forma de esteres metílicos 

PICO 
RT 

(min) 
NOMBRE 

ABUNDANCIA 
RELATIVA (%) 

ESPECIEa 

G1 11.619 
Miristato de 

metilo 
1% - 2% P. quadrangularis (1.2%) 

G2 13.528 - 1% - 2% P. quadrangularis (1.5%) 

G3 13.717 
Palmitato de 

metilo 
7% - 15% 

P. ligularis (8.3%); P. edulis var. edulis (7.7%); P. edulis 
var. flavicarpa (8.8%); P. quadrangularis (14.9%); P. 

maliformis (10.1%); P. tarminiana x P. tripartita (9.8%)  

G4 15.402 
Linoleato de 

metilo 
57% - 80% 

P. ligularis (74.6%); P. edulis var. edulis (79.5%); P. edulis 
var. flavicarpa (75.2%); P. quadrangularis (57.1%); P. 

maliformis (69.9%); P. tarminiana x P. tripartita (74.2%)  

G5 15.439 
Oleato de 

metilo 
10% - 18% 

P. ligularis (15.2%); P. edulis var. edulis (10.9%); P. edulis 
var. flavicarpa (14.1%); P. quadrangularis (22.5%); P. 

maliformis (17.6%); P. tarminiana x P. tripartita (13.3%)  

G6 15.636 
Estearato de 

metilo 
1.5% - 3% 

P. ligularis (1.9%); P. edulis var. edulis (1.9%); P. edulis 
var. flavicarpa (1.9%); P. quadrangularis (2.8%); P. 

maliformis (2.4%); P. tarminiana x P. tripartita (2.7%)  
aEspecie con la abundancia relativa específica para cada ácido graso. 

En la Tabla 2-8 se resumen los principales hallazgos encontrados en este estudio preliminar 

de los perfilados por HPLC-DAD/ELSD,  RMN 1H y GC-FID. Los datos se discriminaron por 

especie y parte de la planta estudiada. 

 
Tabla 2-8 Resumen de la información de perfilado obtenida mediante el estudio de los 
perfiles por HPLC-DAD/ELSD y RMN para los extractos enriquecidos seleccionados. FB: 
Fracción butanólica; EH: Extracto hidroetanólico. 

ESPECIE 
PARTE/ 

EXTRACTO 
HPLC-DAD/ELSD y GC/FID  RMN 

Granadilla 
(P. ligularis) 

HOJAS -FB 
(GRH01B) 

Presencia de diversos compuestos con 
absorción en el UV. Los espectros de 
UV son característicos de flavonoides. 
En ELSD se observa la presencia de 

compuestos mayoritarios sin absorción 
en el UV, que se pueden asociar a la 

presencia de saponinas. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados. 
Señales alrededor de ŭH 0.75-1.25 
características de las saponinas. 

PERICARPIOS 
-FB (GRP01B) 

Presencia de diversos compuestos con 
absorción en el UV. Los espectros de 
UV son característicos de flavonoides, 

pero son de baja intensidad. No 
presenta señales abundantes 

adicionales en ELSD. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(GRS01H) 

Presencia de compuestos con absorción 
en UV (ɚmáx 320nm aprox.) que se 
asocian a estilbenos. Presencia de 

ácidos grasos (ácidos palmítico, 
linoleico, oleico y esteárico). 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales aromáticas (ŭH 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos. 
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ESPECIE 
PARTE/ 

EXTRACTO 
HPLC-DAD/ELSD y GC/FID  RMN 

Gulupa 
(P. edulis var. 

edulis) 

HOJAS -FB 
(GUH03B) 

Pocos compuestos con absorción en 
UV, característicos de flavonoides. En 
ELSD presencia de compuestos sin 
absorción al UV, correspondientes a 

saponinas. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados. 
Señales alrededor de ŭH 0.75-1.25 
características de las saponinas. 

PERICARPIOS 
-FB (GUP02B) 

Presencia de diversos compuestos con 
absorción en el UV. Los espectros de 
UV son característicos de flavonoides, 

pero son poco abundantes. En ELSD se 
observa la presencia de compuestos 

mayoritarios sin absorción en el UV, que 
se pueden asociar a la presencia de 

saponinas. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(GUS01H) 

Presencia de compuestos con absorción 
en UV (ɚmáx 320nm aprox.) que se 
asocian a estilbenos. Presencia de 

ácidos grasos (ácidos palmítico, 
linoleico, oleico y esteárico). 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales aromáticas (ŭH 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos. 

Maracuyá 
(P.edulis var. 

flavicarpa) 

HOJAS -FB 
(MAH03H) 

Presencia de compuestos diversos con 
absorción en UV, característico de 
flavonoides. No presenta señales 

características adicionales en ELSD. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados. No 

hay señales características de las 
saponinas. 

PERICARPIOS 
-FB (MAP01B) 

Presencia de compuestos diversos con 
absorción en UV, característico para 

flavonoides, pero de baja intensidad. No 
presenta señales características 

adicionales en ELSD. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(MAS01H) 

Presencia de compuestos con absorción 
en UV (ɚmáx 320nm aprox.) que se 
asocian a estilbenos. Presencia de 

ácidos grasos (ácidos palmítico, 
linoleico, oleico y esteárico). 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales aromáticas (ŭH 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos. 

Badea 
(P. 

quadrangularis) 

HOJAS -FB 
(BAH01B) 

Presencia de pocos compuestos con 
absorción en UV, característico de 
flavonoides. En ELSD presencia de 

compuestos sin absorción al UV, 
correspondiente a saponinas. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados. 
Señales alrededor de ŭH 0.75-1.25 
características de las saponinas. 

PERICARPIOS 
-FB (BAP01B) 

Presencia de compuestos diversos con 
absorción en UV, característico de 

flavonoides, pero de baja intensidad. No 
presenta señales características 

adicionales en ELSD. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(BAS01H) 

Presencia de compuestos con absorción 
en UV (ɚmáx 320nm aprox.) que se 
asocian a estilbenos. Presencia de 

ácidos grasos (ácidos mirístico, 
palmítico, linoleico, oleico y esteárico). 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales aromáticas (ŭH 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos. 
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ESPECIE 
PARTE/ 

EXTRACTO 
HPLC-DAD/ELSD y GC/FID  RMN 

Cholupa 
(P. maliformis) 

HOJAS -FB 
(CHH01B) 

Presencia de pocos compuestos con 
absorción en UV, característico de 
flavonoides. No presenta señales 

adicionales en ELSD que se puedan 
atribuir a saponinas. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados. No 
hay presencia de señales características 

de las saponinas. 

PERICARPIOS 
-FB (CHP02B) 

Presencia de pocos compuestos con 
absorción en UV, característico de 
flavonoides. No presenta señales 

adicionales en ELSD que se puedan 
atribuir a saponinas. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(CHS01H) 

Presencia de compuestos con absorción 
en UV (ɚmáx 320nm aprox.) que se 
asocian a estilbenos. Presencia de 

ácidos grasos (ácidos palmítico, 
linoleico, oleico y esteárico) 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales aromáticas (ŭH 6-
7ppm) relacionadas con estilbenos. 

Curuba 
(P. tarminiana 
x P. tripartita) 

HOJAS -FB 
(CUH01B) 

Presencia de compuestos diversos con 
absorción en UV, característico de 
flavonoides. No presenta señales 

características adicionales en ELSD. 

Presencia de señales para protones 
aromáticos (ŭH 6-8) y para protones 

carbinólicos (ŭH 3.5-5.5), lo que sugiere 
compuestos aromáticos glicosilados.  

PERICARPIOS 
-FB (CUP01B) 

Presencia de compuestos diversos con 
absorción en UV, característico de 

flavonoides, pero de baja intensidad. No 
presenta señales características 

adicionales en ELSD. 

Señales abundantes y características 
para azúcares (ŭH 3.0-4.5). Señales 

poco abundantes en región aromática 
(ŭH 6.0-8.0). 

SEMILLAS- EH 
(CUS01H) 

Presencia de pocos compuestos con 
absorción en UV, indicando un perfil 
diferente al atribuido al resto de las 

semillas. Presencia de ácidos grasos 
(ácidos palmítico, linoleico, oleico y 

esteárico). 

Gran abundancia de señales de ácidos 
grasos, saturados e insaturados. 

Presencia de señales minoritarias en la 
región aromática. Perfil diferente al de 

otras semillas de pasiflora. 

 

2.4.4 Perfilado químico por HPLC-MS/MS 

El perfilado realizado tanto por HPLC-DAD/ELSD y RMN 1H mostró de manera preliminar 

las familias de compuestos más abundantes en los diferentes extractos. Con esta 

información, se hizo la selección del modo de ionización más conveniente para cada una 

de las muestras: se seleccionó el modo negativo para las FB de hojas y pericarpios y el EH 

de semillas, por su alto contenido de polifenólicos, y el modo positivo para las FB de hojas, 

con el fin de confirmar la presencia de saponinas.  

A modo de ejemplo, en la Figura 2-14 se observan los Cromatogramas de iones totales 

(TIC) obtenidos para los diferentes extractos de granadilla (P. ligularis).  En general, se 
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evidencia una abundancia relativa (UA) de buena intensidad, lo que permitió determinar que 

el modo seleccionado fue el indicado para cada extracto. Las FB de las hojas, tanto en 

modo negativo como en modo positivo, son las que presentan mayor diversidad de 

compuestos, mientras las FB de pericarpios y el EH de semillas son menos diversos. Cada 

muestra fue inyectada por triplicado, como se muestra en la Figura 2-14, esto con el fin de 

asegurar la reproducibilidad de la detección de los compuestos en cada muestra, 

asegurando que los picos seleccionados dentro de los análisis fueran encontrados mínimo 

en dos de las inyecciones realizadas. Se observó una buena reproducibilidad en los 

triplicados. 

 
Figura 2-14 Cromatogramas (TIC) para los extractos de granadilla (P. ligularis). (A) FB 

hojas (modo negativo); (B) FB hojas (modo positivo); (C) FB pericarpios (modo negativo); 
(D) EH semillas (modo negativo). 

 

Estos resultados de HPLC-MS/MS se utilizaron para perfilar los extractos enriquecidos 

desde dos perspectivas: el análisis de redes moleculares y la dereplicación de compuestos. 

Ambos enfoques se llevaron a cabo mediante el uso de la plataforma GNPS, mientras para 

la dereplicación de los compuestos mayoritarios se complementó la información obtenida 

con el uso del software SIRIUS, y el estudio de los datos de la literatura. 

Redes moleculares para comparación de extractos 

Como ya se mencionó, las redes moleculares permiten visualizar de manera gráfica el 

espacio químico de los extractos analizados, además de comparar diferentes muestras e 
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identificar las relaciones estructurales de los compuestos presentes en éstas [6].  En las 

redes moleculares, cada nodo representa un compuesto -idealmente- (un espectro de 

masas y un tiempo de retención) presente en las muestras, mientras las líneas (o 

edges/puentes) significan correlaciones estructurales entre los nodos (cuanto más grueso, 

mayor similitud). Los nodos con similitudes estructurales se agrupan en clústeres (el grado 

de agrupación lo determina el investigador mediante el valor de cosine score, con un valor 

mínimo de 0.7), y se muestran como grupos aparte. En algunos casos los compuestos 

pueden no relacionarse con ningún otro compuesto, denominándose a estos nodos 

selfloops. La clasificación química para cada clúster se hace de acuerdo con la clasificación 

Classyfire, y se da el nombre de acuerdo con Parent. Estos datos se obtuvieron por medio 

de la herramienta MolNetEnhacer [47].  

En la Figura 2-15 se observan los clústeres principales de la red molecular construida para 

los extractos FB de hojas (amarillo), FB de pericarpios (verde) y EH de semillas (azul 

oscuro) para granadilla (P. ligularis). El clúster más grande es el de las saponinas (clúster 

1), que es abundante sobre todo en las hojas; seguido del clúster de los flavonoides 3-O-

glicosilados, abundante tanto en hojas como en pericarpio (clúster 2). Es notable que las 

semillas son las que presentan el perfil más diferente, siendo abundante en lignanos, 

neolignanos y relacionados (clúster 3) y 2- arilbenzofuranoflavonoides (clúster 7). Lo 

anterior es congruente con lo observado por RMN. 

 

Figura 2-15 Clústeres más representativos de las redes moleculares para los extractos 
enriquecidos de granadilla (P. ligularis) en modo negativo de ionización, según su 

notación CF_DParen dada su idioma original, para facilitar su búsqueda:1. Triterpene 
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saponins/Organooxigen compounds, 2. Flavonoids 3-O glycosides, 3. Lignans, neolignans 
and related compunds,  4. Triterpene saponins, 5. Carbazoles, 6. Macrolactams, 7. 2- 

arylbenzofuran flavonoids, 8. Biflavonoids and polyflavonoids, 9. Lineolic acids and 
derivatives, 10. Triterpene saponins, 11. O-glycosyl compounds, 12. Phenolic glycosides, 

13. Hybrid peptides, 14. No matches, 15. 2- arylbenzofuran flavonoids, 16. Long-chain 
fatty acids, 17. Gamma butyrolactones, 18. Flavonoids 3-O glycosides, 19. No matches, 

20. Phenolic glycosides, 21.Psoralens. 

Para los análisis de redes moleculares los extractos se agruparon por órganos (hojas, 

pericarpios y semillas), porque para el mismo tipo de órgano en diferentes especies, hay 

una mayor correlación en el espacio químico que para los diferentes órganos de una misma 

especie. Así, los extractos evaluados fueron distribuidos en tres grupos: FB de hojas, FB 

de pericarpios y EH de semillas. 

Estudio de hojas de Passiflora 

En la Figura 2-16 se observan los clústeres más representativos encontrados en la 

ionización en modo negativo para las FB de las hojas de las Passifloras evaluadas. Este 

método de ionización permite observar con mayor abundancia los compuestos fenólicos 

[48]. Esto se evidencia con los clústeres con mayor número de miembros que corresponden 

a flavonoides (clústeres numerados como 1, 2, 5, 6, 7 y 16), seguido de saponinas (clúster 

numerado como 3 y 26) y ácidos grasos (clúster numerado como 4 y 27). Estos datos son 

los esperados para las hojas de este género [14,15]; también se observan compuestos 

minoritarios ya reportados en algunas especies del género Passiflora, entre las que se 

cuentan los nucleósidos de purina (clúster 8), antraquinonas (Clúster 9) [49], algunas 

hormonas y reguladores de crecimiento como derivados del ácido jasmónico, del ácido 

indol-3-acético y los fenilimidazoles (clústeres 12, 17 y 15) [50ï52], así como derivados de 

alcaloides y carbazoles (Cluster 13 y 11) [49].  

Entre estos clústeres que representan flavonoides, se observa que en la granadilla (P. 

ligularis) hay tendencia a tener flavonoides-3-O-glicosidados (clúster 1), mientras en las 

hojas de especies como la cholupa (P. maliformis), curuba (P. tarminana x P. tripartita) y 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) predominan los flavonoides-7-O-glicosidados (clúster 

2);esto es concordante con las investigaciones que ya se han realizado con algunas de las 

especies acá abordadas [13,14,16,22]. En cuanto a las saponinas (clúster 3) se observan 

en casi todas las especies con excepción de la curuba; mientras los derivados de ácidos 

grasos (clúster 4) sí están presentes en todas las especies. 
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Figura 2-16 Clústeres más representativos de las redes moleculares para las FB de hojas 
en modo negativo de ionización, según su notación CF_Dparent dado su idioma original, 
para facilitar su búsqueda: 1. Flavonoid-3-O-glycosides, 2. Flavonoid-7-C-glycosides, 3. 

Triterpene saponins, 4. Linoleic acids and derivatives, 5. Biflavonoids and polyflavonoids, 
6. Flavonoid 8-C-glycoside, 7. Flavones, 8. Purine nucleosides, 9. Anthraquinones, 10. 
Macrolactams, 11. Carbazoles, 12. Jasmonic acids, 13. Alkaloids and derivatives, 14. 

Polychlorinated biphenyls, 15. Phenylimidazoles, 16.Phenolic glycosides, 17. Indoles-3-
acetic acid derivatives, 18. Aryl-phenylketones, 19. Phenylhydantoins, 20. Oligopeptides, 

21. Cyclic depsipeptides, 22. Hybrid peptides, 23. Pyrimidinecarboxylic acids and 
derivatives, 24. Oxanes, 25. Saccharolipids, 26. Triterpenoids, 27. Medium chains keto 

acids and derivatives, 28. Pyranones and derivatives, 29. Lignan glycosides, 30. 
Dipeptides, 31. Terpene glycosides, 32. Eudesmanolides, 33. 1,2-diacylglicerol-3-

phosohates, 34. Pyrimidones, 35. Long-chain fatty acids, 36. Gamma butyrolactones, 37. 
Germacranolides and derivatives. 

Las FB de las hojas también se evaluaron por LC-MS/MS usando una ionización en modo 

positivo, con el fin de establecer si de esta manera se mejoraba la caracterización de las 

saponinas sugeridas por los análisis por HPLC-DAD-ELSD. La red creada con estos datos 

(Figura 2-17), permitió obtener una información complementaria a la encontrada en la 

ionización en modo negativo, y facilitar algunos procesos de dereplicación. En esta se 

observó la presencia de glicósidos esteroidales, los cuales constituyen las redes más 

abundantes (clústeres 1 y 2); aunque también se confirma la presencia de flavonoides 

(clústeres 3 y 11). Es importante resaltar que las saponinas fueron identificadas en dos 

clústeres distintos, donde en uno se clasifican como glicósidos esteroidales (clúster 2) y en 

otro como macrólidos lactámicos y ésteres de ácido benzoico (clúster 1). Esto fue 

identificado a través de la búsqueda de nodos pertenecientes a algunas de las saponinas 

ya reportadas en literatura, como el caso de P. ligularis, los cuales fueron identificados en 
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el clúster 1, anteriormente mencionado. Es notable que en el clúster 2 sólo hay compuestos 

de badea (P. quadrangularis), mientras en el 1 hay compuestos de las otras especies con 

excepción de curuba. 

Esta red en modo positivo permitió observar compuestos que en modo negativo no se 

evidenciaron (por una mejor ionización), como lo son los dipéptidos (clúster 8), algunos 

terpenos (clústeres 6, 7 y 10), algunos ésteres (clúster 17) y en menor medida se pudieron 

observar algunos de los flavonoides (clústeres 3 y 11) ya identificados en el modo negativo 

de ionización. 

 

Figura 2-17 Clústeres más representativos de las redes moleculares para las FB de hojas 
en modo positivo de ionización, según su notación CF_Dparent dado su idioma original, 

para facilitar su búsqueda: 1. Macrolide lactams/Benzoic acid esters (Saponinas), 2. 
Steroidal glycosides, 3. Flavonoid O-glucuronides, 4. Proline and derivatives, 5. Benzoic 

acids, 6. Diterpene glycosides, 7. Bicyclic monoterpenoids, 8. Dipeptides, 9. 
Phenylazetidines, 10. Acyclic monoterpenoids, 11. Flavonoids- 8-C-glycosides, 12. 

Guanidines, 13.1,2-diacylglycerol-3-phosphates, 14.Triterpenoids, 15. Diphenylmethanes, 
16. Cardiolipids, 17. Carboxylic acids esters. 

 

Estudio de pericarpios de Passiflora 

En cuanto al análisis por redes moleculares de los clústeres principales encontrados para 

las FB de pericarpios (Figura 2-18) se evidencia que estos cuentan con gran diversidad de 

compuestos, sin embargo, se encuentran de forma minoritaria basado en la baja diversidad 

de compuestos que se lograba observar en el perfilado químico preliminar. Se resaltan los 

clústeres con mayor número de compuestos, como lo son los compuestos O-glicosilados, 

los fenólicos glicosilados y los flavonoides-3-O-glicosilados (clústeres 1, 2 y 3), los cuales 

se encuentran presentes en la mayoría de las especies evaluadas, teniendo predominancia 

en gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. liguralis), cholupa (P. maliformis) y curuba 



58 Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 
propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

 

 

(P. tarminiana x P. tripartita). En estos extractos de pericarpios se observan también 

clústeres de ácidos grasos de cadena larga (clúster 4), xantonas (bases purínicas) (clúster 

8), butenólidos (clúster 5), y triterpenoides (clúster 7), y otros compuestos glicosilados 

(clúster 13) sin que sean exclusivos para alguna especie en particular. Hay clústeres para 

una única especie como sucede con gulupa (P. edulis var. edulis), que presentan iridoides 

glicosidados y péptidos híbridos.  

 

Figura 2-18 Clústeres más representativos de las redes moleculares para las FB de 
pericarpios en modo negativo de ionización, según su notación CF_Dparent dado su 

idioma original, para facilitar su búsqueda: 1. O-glycosyl compounds, 2. Phenolic 
compounds, 3. Flavonoid-3-O-glycosides, 4. Long-chain fatty acids, 5. Butenolides, 6. N-

acyl-alpha-hexoamines, 7. Triterpenoids, 8. Xanthones, 9. Oligosaccharides, 10. Iridoid O-
glycosides, 11. Coumaric acids and derivarives, 12. Gamma butyrolactones, 13. 

Isoflavonoids O-glycosides, 14. Psoralens, 15. Germacranolides and derivatives, 16. 
Hybrid peptides, 17. 6-prenylated flavans, 18. Pyrroloindoles, 19. Tetracarboxylic acids 

and derivatives, 20. Xanthines, 21. Resorcinols, 22. Aryl thiophosphates, 23. 
Sesquiterpenoids. 

Estudio de semillas de Passiflora 

Los clústeres principales, para las redes obtenidas con los EH de semillas (Figura 2-19), 

permiten evidenciar que los estilbenoides1 (clúster 1) son un grupo de compuestos que se 

encuentran distribuidos en las semillas de todas las especies evaluadas, con excepción de 

P. tarminiana x P. tripartita. Los clústeres de los compuestos existentes también están 

presentes en todas las especies evaluadas salvo algunas excepciones. Los compuestos 

 
 

1 Denominados Psoralenos por la clasificación brindada por CF_parent del GNPS 
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fenólicos glicosilados (clúster 2), flavonoides 2-arylbenzofurano (clúster 3) y terpenos 

(clúster 4) se encuentran en la mayoría de los extractos evaluados. Es de notar que en el 

clúster 3 hay una mayor diversidad para P. quadrangularis. Otros clústeres que presentan 

exclusividad de especie son las alquil-fenil-cetonas (clúster 7) y las 2ôDihidrochalconas 

(clúster 16) que sólo se encuentran presentes en el EH de la curuba (P. tarminiana x P. 

tripartita).  

Este análisis permitió conocer de manera preliminar que los EH de las semillas evaluadas 

presentan compuestos tipo estilbenos que, basados en los perfiles de HPLC-DAD-ELSD 

son los compuestos mayoritarios, ya que se mantienen en casi todos los extractos, mientras 

que para los compuestos minoritarios se encuentra mayor diversidad. 

 

Figura 2-19 Clústeres más representativos de las redes moleculares para los EH de 
semillas en modo negativo de ionización, según su notación CF_Dparent dado su idioma 

original, para facilitar su búsqueda: 1. Psoralens, 2. Phenolic glycosides, 3. 2-
arylbenzofuran flavonoids, 4. Triterpene saponins, 5. Triterpenoids, 6. Lignans, neolignans 

and related compounds, 7. Alkyl-phenylketones, 8.Germacranolides and derivatives, 9. 
Pentoses, 10. 2ô-hydroxychalcones, 11. Linoleic acids and derivatives, 12. Flavaglines, 13. 
Triterpenoids, 14.N- acyl-L-alpha- aminoacids, 15. Limonoids, 16. 2ôDihydrochalcones, 17. 
Chlorinated dibenzo-p-dioxins, 18. Phenylpropanoic acids, 19. Long chin fatty acids, 20. 

Sulfanilides, 21. Oligosaccharides, 22. Benxoxepines, 23. Triterpenoids, 24. Stilbene 
glycosides, 25. Linoleic acids and derivatives. 

 

Dereplicación de compuestos mayoritarios 

Hasta este punto los extractos polares seleccionados han sido perfilados por RMN, HPLC-

DAD/ELSD y HPLC-MS/MS. La abundancia relativa de los compuestos no puede ser 

juzgada en DAD por la intensidad del pico, ya que ésta depende fuertemente del coeficiente 

de extinción molar del compuesto en la longitud de onda graficada [53]. Por otra parte, en 

LC-MS/MS la intensidad de la señal depende en gran medida de la facilidad de ionización 
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del compuesto en las condiciones de trabajo [53]. En este sentido el detector que mejor 

refleja la abundancia de los compuestos en la mezcla es el ELSD, el cual genera su señal 

con base en la concentración de los compuestos en la muestra evaluada [53,54], razón las 

señales de DAD fueron complementadas con el ELSD para reconocer los compuestos más 

abundantes.  

Identificación de compuestos en hojas de Passiflora 

En la Figura 2-20 se muestra del perfil de UHPLC-DAD/ELSD de la FB de hojas de P. 

ligularis. En esta figura es posible observar cuáles son los picos más abundantes en ELSD, 

los cuales fueron numerados para su seguimiento. Los picos con absorción en UV fueron 

numerados en este cromatograma, y también fueron asignados en el cromatograma de 

ELSD, en caso de que se lograra su identificación (correlación entre las señales de UV y el 

ELSD). Es de notar que hubo picos que sólo son identificables en el detector ELSD, como 

es el caso de los compuestos 48, 49 y 52. 

 

Figura 2-20 Cromatograma de FB de hojas de granadilla (P. ligularis) con los picos 
mayoritarios asignados. (A) Registrado a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. 

Los picos más abundantes de cada extracto evaluado fueron dereplicados haciendo uso de 

las herramientas de dereplicación brindadas por el GNPS, SIRIUS y NuBBEDB.  También 

se utilizaron los datos de tiempo de retención (concretamente el orden de elución), y los 

máximos de absorción en UV (en los casos que aplicara) para poder asociar los compuestos 

encontrados con compuestos ya reportados en otras investigaciones (propias del grupo de 

investigación o de la literatura). Este punto es de gran importancia ya que algunos 

compuestos ya han sido reportados en algunas investigaciones, pero no necesariamente 
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han sido incluidos en bases de datos de espectrometría de masas, por lo que al ser 

buscados en éstas no serían dereplicados. Con el uso de todas las herramientas ya 

mencionadas, fue posible identificar un total de 74 compuestos mayoritarios en los 18 

extractos analizados (ver Tabla 2-9 y Tabla 2-10). 

Durante el proceso de dereplicación de los compuestos, el nivel de confianza en la 

identificación del metabolito se obtiene con diferentes grados o niveles de dereplicación. En 

esta tesis se emplearon los niveles planteados en la Figura 2-21 basados en los reportados 

por Schymanski et al. para la identificación de Small Molecules,  haciendo uso de datos de 

HRMS [55,56]. En algunos casos se llegó a la identificación del compuesto (nivel 2), 

mientras que en otros casos tan solo se llegó a la familia, parent o a alguna clasificación 

química por CANOPUS (nivel 3), que se basa principalmente en los patrones de 

fragmentación; en el mismo nivel para otros casos sólo se pudo asociar a un compuesto 

reportado por compartir el ion molecular encontrado experimentalmente (nivel 3), para 

especies de éste género. En los casos menos exitosos, sólo se reportó el ion molecular sin 

tener ningún dato de la literatura con el cual comparar (nivel 4). Es importante resaltar que 

la dereplicación de estos compuestos se realizó por el análisis de datos de las mezclas, por 

lo cual el máximo nivel de dereplicación obtenido fue el nivel 2, donde en este caso puede 

ser clasificado como 2a ya el compuesto propuesto fue obtenido por la comparación 

espectral con bases de datos o literatura [56]. Por último, no se hizo el aislamiento y/o la 

identificación de compuestos no reportados en la literatura que permitieran un nivel 1. 

Como ejemplo de los diferentes niveles de dereplicación obtenidos en este trabajo, se 

puede considerar un compuesto con ion molecular [M-H]- de m/z 463.0955. Si no existiera 

ningún reporte asociado a esta masa, se clasificaría como nivel 4. Si se lograra determinar 

su clase (CF_Class) o parent (CF_parent) o alguna clasificación química dada por 

CANOPUS, como por ejemplo Flavonoide, Flavonoide 3-O-glicosilado o flavonoides 3-O-

glicosilados respectivamente, utilizando la información obtenida mediante GNPS y SIRIUS, 

se alcanzaría un nivel 3 de dereplicación. Si el compuesto se identificara a través de las 

bases de datos y/o la literatura relacionada con algunas de las Passifloras estudiadas, se 

clasificaría en un nivel 2 de dereplicación. Por último, si además se validara mediante un 

estándar de referencia, se alcanzaría un nivel 1 de dereplicación. 
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Figura 2-21 Escala de nivel de dereplicación empleada. 

Para el proceso dereplicación de los compuestos presentes en los extractos estudiados se 

optó por agrupar los datos por parte de la planta (hojas, pericarpios y semillas). Esta 

decisión se basó en la información obtenidas por las herramientas que ya se han 

mencionado (UHPLC-DAD/ELSD, RMN 1H, Redes moleculares), las cuales mostraron una 

mayor similitud y asociación en los compuestos provenientes de la misma parte, 

independientemente de la especie. Esto permite poder asociar posibles compuestos 

comunes entre especies. Al momento de usar motores de búsqueda en bases de datos, 

como es el caso de las herramientas brindadas por GNPS y SIRIUS, o bases de datos como 

NuBBEDB; es importante combinar diferentes herramientas, buscando corroborar la 

información encontrada en ellas y brindar mayor seguridad en la información recopilada [8]. 

Así mismo,  se deben considerar los factores de similitud (grado de confianza en el dato de 

identificación) brindados por estos motores, siendo para el GNPS el coseno de correlación 

(o cosine score) que permite tener una medida matemática de la similitud entre dos 

espectros de fragmentación (el encontrado experimentalmente y el reportado en la base de 

datos) siendo 1 una fragmentación idéntica y 0, ninguna similitud entre los espectros[57]. 

Para el caso de SIRUS, se usó CSI:FingerID score, para el cual el software crea una huella 

dactilar (Fingerprint) del compuesto desconocido, basado en su árbol de fragmentación 

simulado por el programa logrado con la información brindada. Esta huella dactilar 
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identificada para el compuesto desconocido es comparada con las huellas dactilares 

encontradas en las bases de datos por un mecanismo de denotación de Kernel (Basado en 

Machine learning), con esto los valores más cercanos a 0 indican mayor similitud estas 

huellas dactilares [8,58]. De igual forma, es importante destacar que una de las principales 

limitaciones de estas herramientas es que la búsqueda de compuestos se realiza 

únicamente en las bases de datos espectrales que se encuentran presentes en estas, es 

por esto que se debe complementar la información con otras fuentes como la búsqueda en 

literatura científica.  

En la Figura 2-23 se presentan los cromatogramas para las FB de las hojas de las especies 

evaluadas, así como la numeración de cada uno de los picos principales, los cuales fueron 

asignados en orden de su tiempo de retención u orden de elución. Es importante resaltar 

que se agrupó la numeración asignada para FB de hojas y pericarpios, ya que los algunos 

de los compuestos identificados se identificaron en ambas partes, como se explicará más 

adelante. En la Tabla 2-9 se resume la información de cada compuesto identificado en las 

FB de hojas y pericarpios, donde se incluye el nombre del compuesto, el valor de m/z para 

el ion molecular ([M-H]- o [M+H]+ en algunos casos), el tiempo de retención, los valores de 

m/z de los fragmentos principales, valores de ɚmax del espectro UV (en los casos que se 

tuviera absorción al UV para compuestos aromáticos), la herramienta que permitió la 

dereplicación (GNPS, SIRIUS, NuBBEDB, literatura o la combinación), el tipo de compuesto 

dereplicado, la clasificación química dada tanto por GNPS como por CANOPUS (SIRIUS), 

el error en ppm con la masa exacta del compuesto reportado en literatura (si fue 

identificado), así como los factores de similitud de los motores de búsqueda (Coseno y 

CSI:FingerID score).   

En esta tabla se pudo evidenciar que los compuestos con mayor abundancia en las FB de 

hojas son los flavonoides, principalmente glicosilados (31 compuestos), de los cuales se 

logró la identificación de 26 compuestos; seguidos de las saponinas (13 compuestos) de 

las cuales se logró la identificación de 10 compuestos, como se infiere de las redes 

moleculares previamente expuestas. Cabe resaltar que, aunque estos dos tipos de 

compuestos se encuentran en las diferentes especies, los compuestos específicos 

encontrados varían en gran medida entre especies.  

Los flavonoides encontrados para las especies analizadas presentan gran diversidad entre 

ellas, como se evidencia en la Figura 2-22 en la cual se presentan algunos de los 
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flavonoides identificados. Estos compuestos fueron encontrados en máximo en dos 

especies como la vitexina que fue encontrada tanto en las FB de hojas de maracuyá (P. 

edulis var. flavicarpa), donde ya ha sido reportada[59], como en la FB de hojas de cholupa 

(P. maliformis), siendo el compuesto de mayor abundancia en esta especie y en la cual no 

ha sido reportada debido a los escasos estudios de esta especie. En el caso de las 

saponinas, se pudo evidenciar que los compuestos de cada especie son exclusivos de ella, 

y difieren de las saponinas que se pueden encontrar en otra especie de las evaluadas.  

 

 

 

Figura 2-22   Estructuras de compuestos tipo flavonoide identificados en fracciones 
butanólicas (FB) de hojas y pericarpios.
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Figura 2-23 Cromatogramas de FB de hojas con la numeración los compuestos identificados. En todos los casos se muestran dos 
cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por detector ELSD. Las especies estudiadas 

corresponden a: i.)  P. edulis var. flavicarpa (Maracuyá); ii.) P. tarminiana x P. tripartita (Curuba); iii.) P. maliformis (Cholupa); iv.) P. 
quadrangularis (Badea); v.) P. edulis var. edulis (Gulupa); vi.) P. ligularis (Granadilla).
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Los compuestos de Granadilla (P. ligularis), Badea (P. quadrangularis), y curuba (P. 

tarminiana x P. tripartita) pudieron ser en su mayoría dereplicados dado que éstas especies 

han sido objeto de múltiples investigaciones [12,14,15,22].  Cabe resaltar que P. ligularis 

cuenta en su totalidad con flavonoides O-glicosilados, que la diferencian de las demás 

especies, donde abundan en gran medida los flavonoides C-glicosilados, como es el caso 

de P. tarminiana x P. tripartita que tiene gran diversidad de estos últimos. Por otra parte, la 

cholupa (P. maliformis) es la especie menos estudiada y menos compleja (menor cantidad 

de picos en DAD), encontrándose algunos reportes basados en la detección de sus 

compuestos por HPLC-DAD, que pudieron ser dereplicados por el GNPS como flavonoides 

diglicosilados (saponarina) y glicosilados  (C-glicosilados y 7-O-glicosilados) de los cuales 

algunos pudieron llegar a ser identificados, gracias a que ya se encuentran reportados para 

otras de las especies evaluadas, como ya se mencionada la vitexina presente en la 

maracuyá  (P. edulis var. flavicarpa). En cuanto a la FB de hojas de Maracuyá (P. edulis 

var. flavicarpa) mostró ser rica en compuestos aromáticos, de la cual se logró la 

identificación de alguno de sus compuestos más abundantes, pero aquellos con una baja 

abundancia, a juzgar por el ELSD, no lograron ser identificados pues sus espectros de 

MS/MS no tienen la calidad necesaria. En el caso de esta especie también importante notar 

que en la literatura no suele ser clara la variedad de P. edulis evaluada, lo que dificulta la 

diferenciación entre las variedades flavicarpa (maracuyá) y edulis (Gulupa) [29,60], llevando 

a que los compuestos que suelen ser encontrados no sean claros.  

La presencia de compuestos tipo saponina se confirmó en P. edulis var. edulis, P. ligularis 

y P. quadrangularis, que fueron dereplicados por comparación con datos ya reportados en 

el grupo de investigación [12,15]. Así mismo, para este tipo de compuestos se pudo 

observar que ninguno de estos fueron dereplicados por alguno de los motores de búsqueda 

utilizados, lo que sugiere que, aunque los compuestos se encuentran reportados en 

literatura, no han sido incluidos en alguna base de datos de las incluidas en los motores, 

dificultando su dereplicación. Por otra parte, a través de la clasificación brindada por el 

GNPS y por SIRIUS fue posible identificar la presencia de glicósidos esteroidales 

(saponinas) que no han sido identificados en las especies estudiadas, y para los cuales tan 

sólo se logró un nivel 3 de dereplicación. Esta saponinas son minoritarias y podrán ser 

objeto de estudios químicos con gran cantidad de muestra. Es importante aclarar que se 
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evidenció diferencias en la clasificación química brindadas por el GNPS y SIRIUS, como 

fue el caso de las saponinas presentes en granadilla  (P. ligularis) siendo clasificadas en 

otros grupos de compuestos (glicerofosfolipidos), lo puede explicarse porque los espectros 

de masas no se encuentran en las bases de datos de referencia del GNPS, por lo que no 

cuenta con información de las masas y fragmentaciones de estos, y por lo tanto no se puede 

hacer su clasificación en algún grupo químico y estos son asociados con otros con una 

fragmentación similar. Esto evidencia la importancia del manejo de diferentes herramientas 

en estas dereplicaciones en mezcla para evitar falsos descubrimientos [7], además de que 

es importante tener presente que al utilizar estas herramientas es importante correlacionar 

la información obtenida, con la brindada por otras investigaciones, o con otras de 

herramientas de análisis que eviten una malinterpretación de los resultados. 

En cuanto a la dereplicación realizada a través de la base de datos NuBBEDB fue posible 

observar que los compuestos reportados que fueron identificados en las especies de 

Passifloras estudiadas fue bajo, encontrado solo 5 de los compuestos dereplicados. Esto 

se debe a que esta base de datos, aunque cuenta con datos de la diversidad de Brasil, 

donde también se tiene una amplia diversidad de Passifloras [61], ninguna de las especies 

de Passiflora ha sido incluida en esta. Aun así, esta base de datos puede brindar 

información de otras especies en las cuales es posible encontrar los flavonoides estudiados, 

como es el caso de la isoorientina, la cual esta reportada en la especie Vitex polygama[62] 

cham. y también brinda información sobre algunas actividades biológicas (como la actividad 

insecticida de la isoorientina), así como datos de resonancia magnética nuclear, que 

pueden llegar a ser interesantes para la identificación de nuevos compuestos o 

dereplicación de compuestos por resonancia [11]. 
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Tabla 2-9 Compuestos principales de las FB de hojas y pericarpios.  

PIC
O 

COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimen
tal 

RT (min) 
en 

HPLC-
MS/MS2 

Fragmentos 
Principales 

(m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramient
a de 

dereplicaci
ón3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Formula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O 

 en 
GNPS5 

CSI:Fin
gerIDS
core6 

Especie-Parte 
presente7 

Nivel 
dereplica

ción8 

1 - 340.1043 3.22 
340; 294; 
188;161 

- 
GNPS/ 
SIRIUS 

Compuesto 
glicosilado 

Organooxygen 
Compounds/ N-

acyl-alpha-
hexosamines 

Cyanogenic 
glycosides 

- - - 

P. edulis var. 
flavicarpa (P);  

P. edulis var. edulis 
(P) 

Nivel 3 

2 Saponarin 593.1518 3.84 
593; 431; 

311; 297; 282 

335; 
270; 
226 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
diglicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

1.97 0.95 -12.942 P. maliformis (L) Nivel 2 

3 Shaftoside 563.141 3.97 563; 383; 353 
340; 
270; 
226 

GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Flavonoide 
Flavonoids/ 

Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

1.67 - -2.775 P. maliformis (P) Nivel 2 

4 Isoorientin 447.0927 4.06 
447; 357; 
339; 327; 
297; 285 

349; 
269; 
225 

Literatura 
[63]/ 

GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB  

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-8-
C-glycosides 

0 0.94 -10.339 
P. edulis var. 

flavicarpa (L,P)  
Nivel 2 

5 
Apigenin-6-C-

arabinosyl-7-O-
glucoside 

563.1406 4.2 
563; 473; 
401; 341; 

311; 297; 282 

338; 
270; 
222 

Literatura 
[18]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

0.95 - - P. maliformis (L) Nivel 2 

6 

6-[4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-
[(3,4,5-trihydroxy-6-

methyloxan-2-
yl)oxy]oxan-2-yl]-5,7-

dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-

chromen-4-one 

577.1667 4.27 
577; 487; 
457; 367; 

337; 309; 281 

310; 
273; 
223 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid 8-
C-glycosides 

- - -28.796 
P. edulis var. 

flavicarpa (L,P)  
Nivel 2 

7 vitexin-2''-O-glucoside  593.1525 4.44 593; 413; 293 
335; 
268; 
226 

Literatura 
[16]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

3.15 - - 
P. quadrangularis 

(L,P) 
Nivel 2 

8 vitexin-2''-O-xyloside 563.1401 4.64 
563; 413; 
311; 293 

335; 
268; 
226 

Literatura 
[16]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

45.8 - - 
P. quadrangularis 

(L,P) 
Nivel 2 

9 

luteolin-4-O-
glucopyranosyl, 8-C -

(6ôô acetyl)-
glucopyranoside 

651.1559 4.88 
651; 607; 

489; 357; 327 

335; 
269; 
223 

Literatura 
[22]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

1.23 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (P) 
Nivel 3 

10 Vitexin 431.0988 4.88 
431; 341; 
311; 283 

327; 
270; 
226 

Literatura 
(16)/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-8-
C-glycosides 

0.93 - -47.93 

P. edulis var. 

flavicarpa (L);  

P. maliformis (L) 

Nivel 2 
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PIC
O 

COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimen
tal 

RT (min) 
en 

HPLC-
MS/MS2 

Fragmentos 
Principales 

(m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramient
a de 

dereplicaci
ón3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Formula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O 

 en 
GNPS5 

CSI:Fin
gerIDS
core6 

Especie-Parte 
presente7 

Nivel 
dereplica

ción8 

11 - 637.1755 4.94 

637; 475; 
457; 439; 
379; 337; 

313; 295; 283  

327; 
270; 
226 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-O-
glucuronides 

Flavonoid-8-
C-glycosides 

2.2 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L) 
Nivel 3 

12 
Quercetin 3-O-

glucoside 
463.0885 5.05 

463; 301; 
300; 271; 
255; 151 

352; 
256; 
229 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 

NuBBEDB 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

1.84 0.99 - P. ligularis (L) Nivel 2 

13 - 797.2137 5.06 
797; 635; 
471; 327 

331; 
269; 
223 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

- - - P. maliformis (P) Nivel 3 

14 Isovitexin 431.0979 5.12 
431; 341; 
311; 283 

336; 
270; 
226 

Literatura 
[59,63]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-8-
C-glycosides 

0.23 0.92 -11.007 
P. edulis var. 

flavicarpa (L,P)  
Nivel 2 

15 - 417.0821 5.13 
417; 357; 

327; 298; 285 

340; 
270; 
227 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid-8-
C-glycosides 

- - - P. maliformis (L) Nivel 3 

16 
4ô-methoxyluteolin-6-C- 

glucopyranoside 
461.1083 5.24 

461; 371; 
341; 298 

346; 
268; 
227 

Literatura 
[22]/ 

SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

- 
Flavonoid C-

glycoside 
1.3 - - 

P. tarminiana x P. 

tripartita (L) 
Nivel 2 

17 
4ô-methoxyluteolin-8-C-

glucopyranoside 
461.1083 5.38 

461; 371; 
341; 298 

345; 
269; 
226 

Literatura 
[22] 

Flavonoide 
glicosilado 

- - 1.3 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L) 
Nivel 2 

18 - 455.2131 5.42 
455; 409; 
263; 161 

353; 
256; 
229 

GNPS 
Compuesto 
glicosilado 

Organooxygen 
Compounds/ O-

glycosyl 
compounds 

Alkyl 
glycosides 

- - - 
P. edulis var. edulis 

(P) 
Nivel 3 

19 
Quercetin 3-O -

malonylglucoside 
549.0880 5.47 

505; 301;300; 
271; 178; 151 

353; 
256: 
229 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

0.07 0.91 -6.973 P. ligularis (L) Nivel 2 

20 
Kaemferol 3-O-

glucoside 
447.0330 5.76 

447; 327; 
307; 284; 
255; 227 

350; 
256 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

132 0.99 - P. ligularis (L,P) Nivel 2 

21 - 
433.1125 

(+)* 
5.76 

433; 415; 
397; 379; 

353; 329;299 

348; 
250;24
5; 226 

- 
Compuesto 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-O-
glucuronides 

Phenolic 
glycoside 

- -   

P. edulis var. 

flavicarpa (L,P);  

P. edulis var. edulis 

(P) 
 

Nivel 3 

22 - 417.2126 5.86 417; 371; 327 
341;25
5; 216 

GNPS 
Compuesto 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Terpene 
glycosides 

- - - P. maliformis (P) Nivel 3 
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PIC
O 

COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimen
tal 

RT (min) 
en 

HPLC-
MS/MS2 

Fragmentos 
Principales 

(m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramient
a de 

dereplicaci
ón3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Formula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O 

 en 
GNPS5 

CSI:Fin
gerIDS
core6 

Especie-Parte 
presente7 

Nivel 
dereplica

ción8 

23 Apigenin 7-O-glucoside 431.0988 5.97 
  431; 288; 

240; 211; 151 

335; 
266; 
228 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 7-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

 2.60 0.97 - P. ligularis (L) Nivel 2 

24 
Luteolin-8-C-(6ôô 

acetyl)- 
glucopyranoside 

489.1031 5.97 
489;357; 327; 

299; 297 

347; 
256; 
226 

Literatura 
[22]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
flavonoid-3-O-

glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

1.64 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L,P) 
Nivel 2 

25 
4ô-methoxyluteolin-6-C-
6ôôacetylglucopyranosid

e 
503.1183 6.19 

503; 443; 
428; 383; 
241; 298 

346; 
265; 
226 

Literatura 
[22] 

Flavonoide 
glicosilado 

- - 2.39 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L,P) 
Nivel 2 

26 - 401.087 6.2 
401; 341; 

311; 283; 282 

336; 
270; 
223 

GNPS Flavonoide 
Flavonoids/ 

Flavonoids-7-
O-glycosides 

Flavonoid C-
glycosides 

- - - P. maliformis (L) Nivel 3 

27 - 469.2286 6.27 
469; 423; 
277; 161 

348; 
256; 
229 

GNPS 
Compuesto 
glicosilado 

Organooxygen 
Compounds/ O-

glycosyl 
compounds 

Alkyl 
glycosides 

- - - 
P. edulis var. edulis 

(P) 
Nivel 3 

28 
Kaemferol-3-O-
(6ôôacetil) glucoside 

489.1037 6.31 
489; 284; 
255; 227 

346; 
254; 
228 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

 6.44 - - P. ligularis (L,P) Nivel 2 

29 
Kaemferol- 3-(6ôô-
malonylglucoside)  

533.0927 6.32 
489; 448; 
403; 285; 
255; 227 

346; 
265; 
229 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

0.53 - - P. ligularis (L) Nivel 2 

30 - 
433.113 

(+)* 
6.52 

433; 415; 
397; 379; 

353; 329; 299 

347; 
250;24
5; 226 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-O-
glucuronides 

C-glycosyl 
compunds 

- -   
P. edulis var. 

flavicarpa (L,P) 
Nivel 4 

31 - 575.1409 6.58 
575; 411; 

301; 297; 285 

348; 
256; 
224 

SIRIUS 
Flavonoide 
glicosilado 

- 
Flavonoid-8-
C-glycosides 

- - - 
P. edulis var. edulis 

(L,P) 
Nivel 2 

32 
Isoramnetin 3-O-(6ôô ï 

malonyl) glucoside 
565.1164 

(+)* 
6.6 

317; 302; 
285; 231; 159 

352; 
255; 
228 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 3-
O glicosilado 

Carboxilic acids 
and derivatives/ 

Proline and 
derivarives 

Flavonoid-3-
O-glycosides 

5.48 - -18.349 P. ligularis (L) Nivel 2 

33 
Apigenin-8-C (6ôô 

acetyl)- 
glucopyranoside 

473.1087 6.61 
473; 413; 
311; 283 

335; 
268; 
226 

Literatura 
[22] 

Flavonoide 
glicosilado 

- - 0.42 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L) 
Nivel 2 

34 
4ô-methoxyluteolin-6-C- 
8ôôacetylglucopyranosid

e 
503.1193 6.94 503; 341; 298 

345; 
254; 
227 

Literatura 
[22] 

Flavonoide 
glicosilado 

- - 0.4 - - 
P. tarminiana x P. 

tripartita (L,P) 
Nivel 2 

35 Apigenin 269.0459 7.04 
269; 201; 
159; 117 

335; 
266; 
229 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 

Flavona 
Flavonoids/ 
Flavones 

Chromones 3.87 0.94 -6.703 P. ligularis (L,P) Nivel 2 
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PIC
O 

COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimen
tal 

RT (min) 
en 

HPLC-
MS/MS2 

Fragmentos 
Principales 

(m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramient
a de 

dereplicaci
ón3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Formula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O 

 en 
GNPS5 

CSI:Fin
gerIDS
core6 

Especie-Parte 
presente7 

Nivel 
dereplica

ción8 

SIRIUS/ 
NuBBEDB 

36 - 561.1610 7.49 561; 253;179 
305; 
267; 
222 

- 
Compuesto 
glicosilado 

- - 16.96 - - 
P. edulis var. edulis 

(L) 
Nivel 4 

37 - 469.1709 7.56 

469; 367; 
325; 243; 
203; 163; 
148; 125 

409; 
312; 
214 

GNPS 
Flavonoide 
glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Saccharolipid
s 

- - - P. ligularis (P) Nivel 3 

38 PR309185 461.1092 7.79 
415; 293; 

253; 237; 209 

305; 
267; 
228 

GNPS 
Flavonoide 7-
O glicosilado 

Flavonoids/ 
Flavonoids-3-
O-glycosides 

Flavonoid-7-
O-glycosides 

1.73 0.9 - P. ligularis (L,P) Nivel 2 

39 Ciclopassiflósido IX 
861.4849(+

)* 
8.21 

861; 681; 
645; 501; 
483; 465; 

447; 437; 419 

- 
Literatura 

[15] 
Saponina - - 0.12 - - 

P. edulis var. edulis 
(L) 

Nivel 3 

40 Crisin 253.0492 8.79 
243; 209; 

243; 119; 107 
304; 
267 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Flavona 
Flavonoids/ 
Flavones 

Isoflavones 14.72 - -5.75 P. ligularis (L,P) Nivel 2 

41 Ciclopassiflósido XI 
861.4856 

(+)* 
9.09 

861; 681; 
645; 501; 
483; 465; 
447; 419 

- 
Literatura 

[15] 
Saponina - - 0.7 - - 

P. edulis var. edulis 
(L) 

Nivel 3 

42 - 
943.5274 

(+)* 
9.52 

601; 439; 
421; 403; 383 

- 
GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Steroids and 
steroids 

derivatives/ 
Steroidal 

glycosides 

Curcubitacin 
glycosides 

- - - 
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 

43 Ciclopassiflósido III 
867.4672 

(+)* 
9.91 

867; 827; 
665; 499; 

485; 467; 343 
- 

Literatura 
[15] 

Saponina - - 5.53 - - 
P. edulis var. edulis 

(L) 
Nivel 3 

44 - 
1105.5797 

(+)* 
9.92 

943; 781; 
601; 439; 

421; 325; 163 
- 

GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Steroids and 
steroids 

derivatives/ 
Steroidal 

glycosides 

Curcubitacin 
glycosides 

- - - 
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 

45 

1-Ŭ- hidroxi-
quadrangilosido A/ 1-ɓ-
hidroxi-quadrangilosido 

B 

983.5229 
(+)* 

10.54 
983; 857; 

648; 550; 439 
- 

Literatura 
[15] 

Saponina -  - 0 -  P. quadrangularis 
(L) 

Nivel 3 

46 1-ɓ-Quadrangulosido C 
821.4734 

(+)* 
11.22 821; 602; 422 - 

Literatura 
[15] 

Saponina - - 8.64 -   
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 
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PIC
O 

COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimen
tal 

RT (min) 
en 

HPLC-
MS/MS2 

Fragmentos 
Principales 

(m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramient
a de 

dereplicaci
ón3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Formula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O 

 en 
GNPS5 

CSI:Fin
gerIDS
core6 

Especie-Parte 
presente7 

Nivel 
dereplica

ción8 

47 Quadrangulósido B 
945.5453 

(+)* 
11.43 

765; 603; 
423; 325 

- 

Literatura 
[15]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Steroids and 
steroids 

derivatives/ 
Steroidal 

glycosides 

Curcubitacin 
glycosides 

3.17 - - 
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 

48 Ligularoside C 
850.4946 

(+)* 
11.72 366; 204 - 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Glycerophosph
olipids/ 

Macrolide 
lactams  

Triterpene 
saponins 

1.02 - - P. ligularis (L) Nivel 3 

49 - 
936.4938 

(+)* 
12.01 

452; 204; 
168; 138 

- - Saponina - - - - - P. ligularis (L) Nivel 4 

50 

3-O-ɓ-D-glicopiranosil-
(1-2)-ɓ-D-

glicopiranósido del 
ácido oleanólico 

781.3473 
(+)* 

12.08 
783; 619; 

601; 439; 421 
- 

Literatura 
[15]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Steroids and 
steroids 

derivatives/ 
Steroidal 

glycosides 

Triterpene 
saponins 

87.66 - - 
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 

51 Quadrangulósido C 
783.4889 

(+)* 
12.56 604; 441; 423 - 

Literatura 
[15]/ 

GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Steroids and 
steroids 

derivatives/ 
Steroidal 

glycosides 

Triterpene 
saponins 

0 - - 
P. quadrangularis 

(L) 
Nivel 3 

52 Ligularoside B 
834.4992 

(+)* 
13.49 366; 204; 138 - 

Literatura 
[13,14]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Saponina 

Glycerophosph
olipids/ 

Macrolide 
lactams 

Triterpene 
saponins 

1.52 - - P. ligularis (L) Nivel 3 

*Ión pseudomolecular detectado en modo de ionización positivo [M+H] 

1 Los nombres de los compuestos identificados fueron anotados en el idioma de la fuente donde se encontró, para facilitar su búsqueda 
2 Tiempo de retención obtenido por LC-MS/MS 
3 Fuente de la información de dereplicación utilizada (identificación, clasificación química) 
4Clasificación química encontrada en SIRIUS. Esta fue tomada en el nivel más específico determinado. 
5Factor de similitud generado por GNPS, dado entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 señalan mayor similitud de los patrones de fragmentación con el compuesto encontrado 
en literatura. 
6Factor de similitud generado por SIRIUS, donde valores más cercanos a 0 indican mayor similitud de los patrones de fragmentación. 
7L:Hojas (Leaves); P: Pericarpios (Pericarps) 
8Nivel de dereplicación basado en lo establecido en la Figura 2.20. 
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Identificación de compuestos en pericarpios de Passiflora 

Las FB de pericarpios también se analizaron por HPLC-MS/MS, pese a que la abundancia 

de los compuestos es muy inferior a la obtenidas para las hojas. La cantidad de compuestos 

dereplicados correspondió a un total de 24 compuestos, de los cuales se logró la 

identificación de 16 de ellos. Es importante mencionar que los pericarpios son una de las 

partes menos estudiadas a nivel de composición química de las Passifloras. Estos residuos 

de cosecha han sido utilizados para la extracción de compuestos poliméricos como la 

pectina, un agente viscosante en diferentes industrias [34,35,64], así como para la 

obtención de harinas con pericarpios provenientes de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) 

para su uso en la industria alimenticia [65]. Las redes moleculares de estos extractos de 

pericarpios mostraron la presencia de fenólicos glicosilados, particularmente los flavonoides 

glicosilados, los cuales se encuentran en baja proporción en estos extractos. Dentro de los 

compuestos identificados no se encontraron saponinas en ninguna de las especies, las 

cuales si fueron detectadas e identificadas en el perfilado de las hojas. 

 

En la Figura 2-24 se observan los cromatogramas de las FB con los compuestos 

identificados enumerados, los cuales fueron agrupados en la Tabla 2-9 junto con los 

compuestos dereplicados a las FB de hojas. Dentro de los compuestos dereplicados se 

observa que, en algunos casos, como el caso de granadilla (P. ligularis), los compuestos 

encontrados corresponden a flavonoides 3-O-glicosidados, que coinciden con los 

predominantes en las FB de las hojas de esta especie. Las especies que lograron mayor 

identificación de compuestos son las especies con mayor abundancia y diversidad de 

flavonoides en sus hojas, siendo estas P. liguraris, P. edulis var. flavicarpa y P. tarminiana 

x P. tripartita, de los cuales algunos de ellos se encuentran presentes en sus FB de 

pericarpios, como ya ha sido reportado en otras investigaciones [63]. De igual forma, 

algunos de los compuestos dereplicados para las tres especies mencionadas ya han sido 

previamente reportados para extractos polares de pericarpios, como es el caso de 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), donde ya se ha reportado la presencia de isoorientina 

e isovitexina [63,66,67]. 

 

Por otra parte, para las FB de los pericarpios de cholupa (P. maliformis) se evidenció que 

los compuestos identificados difieren a los encontrados en los extractos de hojas y los 

compuestos encontrados no han sido reportados en la literatura, donde solo se han 
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reportado tamizajes fitoquímicos, en los cuales se ha reportado presencia de flavonoides y 

otros compuestos fenólicos [68]. Sin embargo, aunque su dereplicación fue menor 

comparado a las otras especies evaluadas, se logró la detección y/o identificación de 

algunos flavonoides diferentes como es el shaftosido (pico identificado como 3).
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Figura 2-24 Cromatogramas de FB de los pericarpios con la numeración los compuestos identificados. En todos los casos se 
muestran dos cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por detector ELSD. Las especies 

estudiadas corresponden a cromatogramas de FB de pericarpios con la numeración de los compuestos identificados. (A) Registrado 
a 340nm (B) Registrado por detector ELSD. i.)  P. edulis var. flavicarpa (Maracuyá); ii.) P. tarminiana x P. tripartita (Curuba); iii.) P. 

maliformis (Cholupa); iv.) P. quadrangularis (Badea); v.) P. edulis var. edulis (Gulupa); vi.) P. ligularis (Granadilla).
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Identificación de compuestos en semillas de Passiflora 

Los cromatogramas de los EH de las semillas evaluadas se muestran en la Figura 2-26. La 

dereplicación de los compuestos abundantes fue alta, encontrando un total de 22 

compuestos en las seis especies evaluadas, los cuales se encuentran reportados en la 

Tabla 2-10. De estos EH se puede resaltar que cuentan principalmente con compuestos 

tipo estilbenoides (Figura 2-25), a excepción de las semillas de P. tarminiana x P. tripartita, 

cuyos compuestos no pudieron ser dereplicados. Los compuestos estilbenoides más 

abundantes fueron dereplicados en GNPS como piceatanol y trans-resveratrol (S1 y S3). 

Los estilbenoides minoritarios se identificaron como dímeros y trímeros de los dos 

compuestos ya mencionados [69]. La dereplicación de éstos se hizo manualmente por 

comparación con los datos reportados por Pan et al., quienes realizaron el aislamiento y 

purificación de estos compuestos a partir de semillas de P. edulis var. flavicarpa [17]. En 

cuanto a la información recopilada por NuBBEDB se logró la dereplicación de cinco 

compuestos, de los cuales es importante resaltar el piceatanol, siendo el compuesto con 

abundancia en las semillas, que ha sido reportado en la especie Centrolobium robustum 

[70].  

 

Figura 2-25. Compuestos tipo estilbenos identificados en las especies de Passiflora 
evaluadas. 

Además de estilbenoides, en los EH de las semillas se observa gran diversidad de 

compuestos tipo flavonoide, y chalcona, entre otros. La distribución de estos compuestos 

no se mantiene de una especie a otra, siendo importante mencionar que las semillas de P. 

quadrangularis son la que presentan mayor diversidad en estos compuestos minoritarios.  
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En cuanto al EH de semillas de P. tarminiana x P. tripartita presenta un perfil químico muy 

distinto a los extractos de las demás especies, tal vez por ser la única representante del 

Tacsonia dentro de las especies estudiadas. Para estas semillas no se identificó la 

presencia de compuestos tipo estilbenoide, y tienen mayor abundancia los compuestos tipo 

chalcona y flavonoide, de los cuales algunos lograron un nivel 2 de dereplicación, 

identificando compuestos como la isoloquiritigenina y la catequina. Sin embargo, la gran 

mayoría de compuestos identificados para esta especie no han sido reportados en literatura 

y solo se logró un nivel de dereplicación de niveles 4 y en algunos casos 3, gracias a las 

herramientas de clasificación del GNPS y SIRIUS. En cualquier caso, esta fruta, Curuba, 

debe ser estudiada con mayor profundidad en otras investigaciones.  
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Figura 2-26. Cromatogramas de EH de las semillas con la numeración los compuestos identificados (se antepone la letra S, para 
semillas). En todos los casos se muestran dos cromatogramas, el primero (A) Registrado a 340nm, y el segundo(B) Registrado por 

detector ELSD. Las especies estudiadas corresponden a: i.)  P. edulis var. flavicarpa (maracuyá); ii.) P. tarminiana x P. tripartita 
(curuba); iii.) P. maliformis (cholupa); iv.) P. quadrangularis (badea); v.) P. edulis var. edulis (gulupa); vi.) P. ligularis (granadilla). 
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Tabla 2-10 Compuestos principales de los EH de semillas. RT: Tiempo de retención registrado en HPLC-MS/MS. 

PICO COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimental 

RT (min) 
en HPLC-
MS/MS2 

Fragment
os 

Principale
s (m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramienta de 
dereplicación3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent

2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Fórmula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O en 

GNPS5 

CSI:Fin
gerIDSc

ore6 

Especie-Parte 
presente 

Nivel 
dereplicaci

ón7 

S1 Catechin 289.0717 2.98 
289; 245; 
203; 137; 
125; 109 

350; 
281; 
226 

GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Hidroxichalco
na 

Linear 1,3-
diarylpropa

noids/2'-
Hydroxycha

lcones 

Chatechins 1.73 0.96 -8.35 
P. tarminiana x P. 

tripartita 
 

Nivel 2 

S2 Piceatannol 243.0668 5.27 
225; 201; 
175; 159 

322; 
228; 
193 

Literatura 
[17,30]/ 
GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Estilbenoide 
Psoralens/
Coumarins 

and der 
Stilbenes 4.65 0.88 -3.97 

P. edulis var. 
flavicarpa;  

P. edulis var. 

edulis; 

P. maliformis; 

P. ligularis; 

P. quadrangularis 
 

Nivel 2 

S3 - 435.1297 5.92 
389; 257; 

241 
320; 
230 

GNPS/SIRIU
S 

Flavonoide 

Flavonoids/ 
2-

arylbenzofu
ran 

flavonoids 

Stilbene 
glycosides 

- - - 
P. maliformis;  

P. quadrangularis 
Nivel 3 

S4 - 433.1394 6.28 
433; 403; 

329 
350; 
220 

SIRIUS - - 
Tetrahydrof

uran 
lignans 

- - - P. ligularis Nivel 3 

S5 - 271.0978 6.42 
271; 227; 
143; 115 

350; 
213; 
205 

SIRIUS Estilbenoide - Stilbenes - - - 
P. edulis var. 

flavicarpa  
Nivel 3 

S6  Geraldol 299.0557 6.45 
299; 284; 
255; 227; 

148 

350; 
310; 
218 

GNPS/ 
SIRIUS 

- - 
3-O-

methylated 
flavonoids 

0.67  54.42 
P. tarminiana x P. 

tripartita 
Nivel 2 

S7 
Trans-

Resveratrol 
227.0714 6.73 

227; 185; 
143 

306; 
193 

Literatura 
[17,30]/ 
GNPS/ 
SIRIUS 

Estilbenoide 
Psoralens/
Coumarins 

and der 
Stilbenes 2.64 0.94 -3.48 

P. edulis var. 
flavicarpa  

P. edulis var. edulis  

P. maliformis 

P. ligularis 
 

Nivel 2 

S8 - 283.0248 6.97 
283; 255; 
227; 161; 

134 

390; 
370; 
310; 
227 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 
Isoflavonoi
d/Coumest

an 
Xanthones - - - 

P. tarminiana x P. 

tripartita 
Nivel 3 
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PICO COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimental 

RT (min) 
en HPLC-
MS/MS2 

Fragment
os 

Principale
s (m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramienta de 
dereplicación3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent

2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Fórmula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O en 

GNPS5 

CSI:Fin
gerIDSc

ore6 

Especie-Parte 
presente 

Nivel 
dereplicaci

ón7 

S9 
Cyperusphen

ol B 
727.1830 7.08 

727; 617; 
495; 375; 

241 

386; 
281; 
191 

Literatura 
[17,69] 

Estilbenoide - 
3-

hydroxyflav
onoids 

1.93 - - 
P. edulis var. 

flavicarpa 
Nivel 2 

S10 Scircupsin B 485.1241 7.17 
485; 375; 
243; 109 

328;25
9; 207 

Literatura 
[17,69] 

Estilbenoide - 
3'-

hydroxyflav
onoids 

1.03 - - 

P. edulis var. 
flavicarpa  

P. edulis var. edulis  

P. maliformis 

P. ligularis 

Nivel 2 

S11 - 677.1875 7.23 
631; 499; 

241 
326; 
229 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 

Flavonoids/ 
2-

arylbenzofu
ran 

flavonoids 

2-
arylbenzofu

ran 
flavonoids 

- - - P. quadrangularis Nivel 3 

S12 
7,3',4'-

Trihydroxyfla
vone 

269.0453 7.33 
269; 213; 

133 

393; 
258;21

0 

GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Flavona 

Linear 1,3-
diarylpropa

noids/2'-
Hydroxycha

lcones 

Primary 
alcohols 

1.23 0.89 - P. edulis var. edulis  Nivel 2 

S13 
Isorhapontige

nin 
257.0816 7.52 

257; 241; 
213 

316; 
292; 
234 

GNPS/ 
SIRIUS 

Estilbenoide 

Coumarins 
and d/ 

Benzoxepin
es 

Stilbenes 0.89 0.89 
-

30.25 
P. quadrangularis Nivel 2 

S14 
Cyperusphen

ol D 
725.1641 7.52 

725; 617; 
493; 361; 

240 

325; 
260; 
212 

Literatura [17] Estilbenoide - 
Benzoic 

acids and 
derivatives 

2.48 - - P. maliformis Nivel 2 

S15 - 493.2277 7.58 
493; 447; 

101 

328; 
300; 
228 

- - - - - - - P. edulis var. edulis Nivel 4 

S16 - 507.2427 7.81 
507; 461; 

315 

330; 
309; 
223 

- - - - - - - P. edulis var. edulis Nivel 4 

S17 - 515.1340 8.07 
469; 385; 

241 
324; 
228 

GNPS/ 
SIRIUS 

Flavonoide 

2-
arylbenzofu

ran 
flavonoids/
Flavonoids 

oligomeric 
stibenes 

- - - 
P. maliformis; 
P. edulis var. 

flavicarpa 
Nivel 3 

S18 - 271.0578 8.15 
271; 253; 
227; 209 

330; 
228; 
214 

SIRIUS - - Resorcinols - - - P. maliformis Nivel 3 
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PICO COMPUESTO1 
[M-H]- 

Experimental 

RT (min) 
en HPLC-
MS/MS2 

Fragment
os 

Principale
s (m/z) 

UV ɚ 
max 
(nm) 

Heramienta de 
dereplicación3 

Tipo de 
compuesto 

CF_Class/ 
CF_Dparent

2 

CANOPUS 
(Clase más 
específica)4 

Fórmula 
molecular  
(error en 

ppm) 

COSEN
O en 

GNPS5 

CSI:Fin
gerIDSc

ore6 

Especie-Parte 
presente 

Nivel 
dereplicaci

ón7 

S19 - 773.1795 8.24 
727; 617; 

495 

332; 
229; 
201 

- - - - - - - 
P. maliformis; 

P. ligularis 
Nivel 4 

S20 
Isoliquiritigeni

n 4-Methyl 
Ether 

269.0817 8.35 
269; 253; 

225 

346; 
230; 
212 

SIRIUS - - 
2'hydroxych

alcones 
1.23 - 

-
50.44 

P. tarminiana x P. 
tripartita 

Nivel 2 

S21 Narigerin 271.0608 8.71 
271; 253; 
227; 209; 

143 

380; 
217 

GNPS/ 
SIRIUS/ 
NuBBEDB 

Hidroxichalco
na 

Linear 1,3-
diarylpropa

noids/2'-
Hydroxycha

lcones 

2'hydroxych
alcones 

0.85 - 
-

42.34 

P. edulis var. 
edulis;  

P. tarminiana x P. 
tripartita 

Nivel 2 

S22 
Isoliquiritigeni

n 
255.0658 10.25 

255; 135; 
119 

367; 
237; 
212 

GNPS/ S 
IRIUS/ 

NuBBEDB 

Hidroxichalco
na 

Linear 1,3-
diarylpropa

noids/2'-
Hydroxycha

lcones 

4'-
hydroxycha

lcones 
0.51 0.95 

-
19.05 

P. edulis var. 
edulis;  

P. tarminiana x P. 
tripartita 

Nivel 2 

1 Los nombres de los compuestos identificados fueron anotados en el idioma de la fuente donde se encontró, para facilitar su búsqueda. 
2 Tiempo de retención obtenido por LC-MS/MS. 
3 Fuente de la información de dereplicación utilizada (identificación, clasificación química). 
4 Clasificación química encontrada en SIRIUS. Esta fue tomada en el nivel más específico determinado. 
5 Factor de similitud generado por GNPS, dado entre 0 y 1, donde valores cercanos a 1 señalan mayor similitud de los patrones de fragmentación con el compuesto encontrado 
en literatura. 
6 Factor de similitud generado por SIRIUS, donde valores más cercanos a 0 indican mayor similitud de los patrones de fragmentación. 
7Nivel de dereplicación basado en lo establecido en la Figura 2.20. 
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2.5 Conclusiones 

Se estableció una metodología por HPLC-DAD/ELSD y HPLC-MS/MS para el análisis de 

extractos polares (EA, EH y FB) de las hojas, pericarpios y semillas de especies de 

Passiflora cultivadas en Colombia. El perfilado preliminar realizado por HPLC-DAD/ELSD 

permitió establecer que los diferentes tipos de extractos obtenidos (hojas y pericarpios: 

EA, EH y FB; semillas: EA y EH) presentaron el mismo perfil cromatográfico para una 

misma especie/órgano, difiriendo solo en la abundancia de las señales. Se seleccionaron 

los extractos más enriquecidos para el perfilado por HPLC-MS/MS siendo las fracciones 

butanólicas (FB) de las hojas y pericarpios, abundantes en compuestos aromáticos y 

saponinas, y los EH de semillas, ricos en compuestos aromáticos y ácidos grasos; estos 

presentaron un perfil cromatográfico similar entre las diferentes especies, salvo para 

curuba cuyo extracto es muy diferente a todas las demás. 

El perfilado preliminar por RMN evidenció que las FB de hojas contienen compuestos 

aromáticos tipo flavonoide, grasas y azúcares mientras que, para los pericarpios se da 

una predominancia de compuestos tipo azúcares. En los EH de semillas se observó la 

presencia mayoritaria de algunas grasas, así como de compuestos aromáticos. 

El análisis por GC-FID, permitió la caracterización de los ácidos grados presentes en las 

semillas, donde el perfil de ácidos grasos es igual para todas las especies evaluadas, 

siendo el ácido linoleico el más abundante. El único perfil que presenta diferencias es el 

de P. quadrangularis con dos ácidos grasos adicionales, el ácido mirístico y un ácido graso 

insaturado.  

En el perfilado fitoquímico de las FB de hojas y pericarpios, mediante HPLC-MS/MS, a 

través de la combinación de diferentes herramientas brindadas por el GNPS, así como la 

recopilación de investigaciones ya realizadas, se logró la visualización del espacio químico 

de estos extractos; este se realizó por medio del análisis de los clusters principales de las 

redes moleculares, evidenciando la diversidad de compuestos presentes en las FB 

estudiadas. Se observó una gran diversidad de compuestos tipo flavonoide en las FB de 

hojas y pericarpios, y en las FB de hojas se observó también la predominancia de 

compuestos tipo saponina que difieren en gran medida entre las especies evaluadas. De 

igual forma se observaron gran variedad de compuestos asociados a los órganos 

(matrices) de partida. En la dereplicación, se logró la detección de 52 compuestos paras 
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las FB de hojas y pericarpios, donde se logró la detección de 31 compuestos tipo 

flavonoide y la identificación de 27 de ellos, así como la detección de 16 compuestos tipo 

saponina y la identificación de 10 de ellos; estos compuestos corresponden a los 

componentes principales de los extractos analizados. 

En el caso de los EH de semillas, los clusters principales permitieron evidenciar que los 

estilbenoides se encuentran presentes en todas las especies a excepción de la curuba (P. 

tarminiana x P. tripartita), y que la mayoría de los grupos de compuestos presentes en las 

semillas son muy similares a excepción de la especie ya mencionada. En la dereplicación 

se logró la detección de 22 compuestos, de los cuales se logró la identificación de 

compuestos tipo estilbenos siendo tres compuestos (Piceatanol, trans-resveratrol y 

scircupsin B)  los más abundantes en todas las especies, a excepción de la curuba, donde 

se observa la ausencia de estilbenos y la predominancia de compuestos tipo chalconas. 

Adicionalmente, se observó que las semillas presentan gran diversidad en los compuestos 

menos abundantes, como flavonoides que son exclusivos para cada una de las especies 

y de los cuales se logró una baja identificación de compuestos reportados, por lo que 

presentan un área de investigación futura. 

Finalmente, el perfilado químico realizado, hizo evidente la importancia de hacer uso de 

diferentes herramientas y fuentes de información de manera paralela, como se realizó en 

esta investigación (GNPS, SIRIUS, NuBBEDB y literatura) que permitan la identificación de 

los compuestos encontrados en los extractos (mezclas complejas), ya que en algunos 

casos la información encontrada en literatura no se encuentra compilada en las bases de 

datos usadas por estos motores de búsqueda o es necesario la corroboración de la 

información encontrada en los mismos.  
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2.8 Anexos  

Anexo 2-1 Lista de extractos trabajados y rendimiento del extracto obtenido. EA: Extracto 
acuoso; EH: Extracto hidroetanólico; FB: Fracción butanólica; R: Rendimiento. 

ESPECIE PARTE EXTRACTO CÓDIGO %R 

P. ligularis 
(Granadilla) 

HOJAS 

EA GRH02A 17.0 

EH GRH01H 15.0 

FB GRH01B 3.3 

PERICARPIOS 

EA GRP01A 10.0 

EH GRP01H 5.7 

FB GRP01B 1.4 

SEMILLAS 
EA GRS01A 3.6 

EH GRS01H 4.5 

P. edulis var. 
edulis (Gulupa) 

HOJAS 

EA GUH03A 6.1 

EH GUH03H 11.0 

FB GUH03B 0.8 

PERICARPIOS 

EA GUP02A 3.3 

EH GUP02H 8.0 

FB GUP02B 1.4 

SEMILLAS 
EA GUS01A 2.5 

EH GUS01H 2.0 

P. edulis var. 
flavicarpa 

(Maracuyá) 

HOJAS 

EA MAH01A 4.5 

EH MAH01H 5.6 

FB MAH03B 1.5 

PERICARPIOS 

EA MAP01A 6.8 

EH MAP01H 8.5 

FB MAP01B 0.5 

SEMILLAS 
EA MAS01A 2.0 

EH MAS01H 2.3 

P. 
quadrangularis 

(Badea) 

HOJAS 

EA BAH01A 25.9 

EH BAH01H 21.5 

FB BAH01B 2.3 

PERICARPIOS 

EA BAP01A 11.5 

EH BAP01H 14.8 

FB BAP01B 1.5 

SEMILLAS 
EA BAS01A 6.2 

EH BAS01H 3.3 

P. maliformis 
(Cholupa) 

HOJAS 

EA CHH01A 10 

EH CHH01H 7.22 

FB CHH01B 3 

PERICARPIOS EA CHP01A 11.3 
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ESPECIE PARTE EXTRACTO CÓDIGO %R 

EH CHP01H 12.1 

FB CHP02B 4.5 

SEMILLAS 
EA CHS01A 2.1 

EH CHS01H 2.5 

P. tarminiana x 
P. tripartita 

(Curuba) 

HOJAS 

EA CUH01A 10.4 

EH CUH01H 9.5 

FB CUH03B 1.2 

PERICARPIOS 

EA CUP01A 12.5 

EH CUP01H 10.1 

FB CUP01B 1.2 

SEMILLAS 
EA CUS01A 1.3 

EH CUS01H 1.6 

 

Anexo 2-2 Parámetros establecidos en el procesamiento de las muestras de HPLC-
MS/MS en el software Mzmine. 

No. EXPERIMENTO HOJASNEG2-B HOJASPOS2-B PERINEG2-B SEMINEG1-B 

Mass Detection (centroid) 

Noise level MS1 2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03 

Noise level MS2 1.00E+02 4.00E+01 5.00E+01 5.00E+01 

Chromatogram ADAP builder 

Min group size in # of 
scans 

4 4 4 4 

Group intensity threshold 2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03 

Min highest intensity 2.00E+04 4.00E+03 1.00E+04 1.00E+04 

Scan to scan accuracy 
(m/z) 

0.002 o 10ppm 0.002 o 10ppm 0.002 o 10ppm 0.002 o 10ppm 

Local minimun resolver 

MS/MS Scan pairing  
RT Tolerance 

MS1 to MS2 tolerance 
Limit by RT edges 

0.2/0.1-10/1% 0.2/0.1-10/1% 0.2/0.1-10/1% 0.2/0.1-10/1% 

Chromatographic 
threshold 

90% 90% 90% 90% 

Minimun search range RT 0.05 0.05 0.05 0.05 

Minimum relative height 0 0 0 0 

Minimum absolute height 2.00E+04 4.00E+03 1.00E+04 1.00E+04 

Min ratio of peak top/edge 1.4 1.4 1.3 1.6 

Peak duration range 0.01-3 0.01-3 0.01-3 0.01-3 

Min # of data point 4 4 4 4 

Isotope Filter 

m/z tolerance 0.01 o 10ppm 0.01 o 10ppm 0.01 o 10ppm 0.01 o 10ppm 

Retention time tolerance 
(min) 

0.03 0.03 0.03 0.03 
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Maximum charge 3 3 3 3 

Monotopic shape SI SI SI SI 

Never remove feature with 
MS2 

SI SI SI SI 

Representative isotope MOST INTENSE MOST INTENSE MOST INTENSE MOST INTENSE 

Join aligner 

m/z tolerance 0.004 o 10ppm 0.003 o 10ppm 0.003 o 10ppm 0.003 o 10ppm 

RT tolerance 0.03/0.2 0.03/0.1 0.03/0.08 0.03/0.4 

Weight m/z 3 3 3 3 

Weight for RT 1 1 1 1 

Compare isotope pattern 
Isotope m/z tolerance 

Minimum absolute intensity 
Minimum score 

SI/0.0001 o 
5ppm/5E0/ 70% 

SI/0.0001 o 
5ppm/5E0/ 70% 

SI/0.0001 o 
5ppm/5E0/ 70% 

SI/0.0001 o 
5ppm/5E0/ 70% 

Feature list rows filters (Procesamiento triplicados) 

Minimum features in a row 2 2 2 2 

Metacorrelate 

RT tolerance 0.05 0.05 0.05 0.05 

Min height 0 0 0 0 

Intensity correlation 
threshold 

2.00E+03 4.00E+02 1.00E+03 1.00E+03 

Correlation grouping 
5/2/PEARSON/85

% 
5/2/PEARSON/85

% 
5/2/PEARSON/85

% 
5/2/PEARSON/85

% 

Ion identify networking 

m/z tolerance 0.0015 o 5ppm 0.0015 o 5ppm 0.0015 o 5ppm 0.0015 o 5ppm 

Min height 0 0 0 0 

Ion identity 
library/Maximun charge 

SI SI SI SI 
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3.1 Resumen 

En los últimos años, la búsqueda de compuestos fotoprotectores de origen natural ha 

cobrado mayor relevancia debido a la necesidad de sustituir los filtros solares comerciales 

por alternativas más seguras y ambientalmente sostenibles. En este contexto, los 

subproductos agroindustriales, como los residuos generados por el cultivo de especies 

comerciales de Passiflora en Colombia, representan una fuente prometedora de moléculas 

bioactivas para la industria cosmética, enmarcadas dentro del concepto de upcycling. Estos 

residuos, que incluyen hojas, cáscaras y semillas, son ricos en compuestos fenólicos con 

potencial actividad fotoprotectora. Este capítulo se centra en la priorización del extracto más 

prometedor, obtenido a partir de los residuos de cosecha de seis especies de Passiflora, 

evaluando su actividad fotoprotectora, perfil químico y rendimiento, con el propósito de 

seleccionarlo por su potencial aplicación en formulaciones cosméticas.  

Inicialmente se llevó a cabo un screening de la actividad fotoprotectora mediante la 

medición del espectro de absorción UV en microplacas de 96 pozos para los 48 extractos 

obtenidos, a saber, para las seis especies evaluadas: extractos acuoso (EA), hidroetanólico 

(EH) y fracción butanólica (FB) de hojas y pericarpios; así como EA y EH de semillas. Los 

resultados indicaron que los extractos con mayor actividad correspondieron a EH de 

mailto:mcabezap@unal.edu.co
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semillas, FB de hojas y una FB de pericarpios.  Se seleccionaron los diez extractos con 

mayor actividad, a los que se les evaluó su capacidad de fotoprotección en las regiones 

UVB y UVA mediante espectrometría en celda. Posteriormente, se aplicó un método de 

análisis jerárquico (AHP, Analytic Hierarchy Process) para la selección del extracto más 

prometedor usando como criterios: rendimiento, disponibilidad del material vegetal, 

estudios ya realizados, fotoprotección (UVB y UVA), perfilado químico e innovación. Se 

hicieron comparaciones pareadas y se le dieron diferentes pesos a cada uno de los criterios. 

Lo anterior permitió priorizar al EH de semillas de cholupa (Passiflora maliformis) como el 

candidato más adecuado para su uso como ingrediente activo fotoprotector en 

formulaciones cosméticas, seguido del EH de semillas de maracuyá (P. edulis var 

flavicarpa) y la FB de hojas de cholupa. Cabe resaltar que la aplicación del AHP en este 

tipo de investigaciones representa un enfoque novedoso para la toma de decisiones en la 

selección de extractos vegetales con aplicaciones en diferentes sectores. 

3.2 Introducción 

En los últimos años, el interés en la búsqueda de compuestos fotoprotectores ha 

aumentado significativamente debido a los problemas de inestabilidad y toxicidad asociados 

con algunos filtros químicos utilizados en la actualidad. En este contexto, los compuestos 

derivados de fuentes naturales han emergido como una alternativa viable y ampliamente 

aceptada en el desarrollo de fotoprotectores [1]. Diversos metabolitos de origen natural han 

sido relacionados con esta actividad, destacándose especialmente los compuestos 

fenólicos, como los flavonoides, los ácidos fenólicos y los polifenoles. Además de su 

capacidad fotoprotectora, estos productos naturales presentan propiedades antioxidantes 

y antiinflamatorias, lo que contribuye a mitigar los daños cutáneos inducidos por la radiación 

solar [2ï4]. 

En el uso de los recursos naturales es fundamental considerar el impacto ambiental 

asociado con su explotación a gran escala por parte de la industria. Este desafío, conocido 

como el problema del suministro (supply), plantea la necesidad de enfoques sostenibles en 

la obtención de estos compuestos [5ï7]. La priorización del uso de fuentes sostenibles bajo 

el concepto de upcycling, promueve la valorización de subproductos de diversas industrias 

agrícolas para su aprovechamiento en sectores emergentes, como la industria cosmética, 

siendo un ejemplo de economía circular [8ï10]. Los residuos agroindustriales representan 
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una materia prima particularmente atractiva debido a su bajo costo, alta disponibilidad y 

potencial para generar valor agregado. Su aprovechamiento no sólo contribuye a la 

reducción de los costos asociados con su disposición final, sino que también disminuye el 

impacto ambiental derivado de su gestión, al tiempo que genera beneficios económicos 

para los campesinos y las empresas productoras [11,12].  

En Colombia, el cultivo de Passiflora abarca seis especies altamente productivas: maracuyá 

(P. edulis var. flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), granadilla (P. ligularis), curuba (P. 

tarminiana y P. tripartita), cholupa (P. maliformis) y badea (P. quadrangularis) [13]. Durante 

el proceso de cultivo y aprovechamiento de estos frutales, se genera una cantidad 

significativa de residuos agroindustriales, entre los que se incluyen hojas, cáscaras y 

semillas, los cuales podrían ser valorizados para distintos fines industriales [14]. En 

términos de composición, la cáscara representa aproximadamente el 50% del peso del 

fruto, mientras que las semillas constituyen alrededor del 10%. Por su parte, el jugo, que es 

la fracción principal aprovechada en la industria alimentaria, corresponde al 30-40%. En 

consecuencia, se estima que entre el 60% y el 70% del total del fruto es descartado como 

residuo, lo que resalta la necesidad de estrategias para su aprovechamiento sostenible  

[15,16].  

En este contexto, el objetivo de este capítulo es evaluar la actividad fotoprotectora de los 

extractos polares, ricos en compuestos fenólicos, como se mencionó en el Capítulo 2, 

obtenidos a partir de subproductos de seis especies comerciales de Passiflora en Colombia. 

Asimismo, se busca priorizar el extracto más prometedor para el desarrollo de un producto 

fotoprotector, mediante un análisis integral que contemple el perfil químico, la actividad 

fotoprotectora, el rendimiento y otros criterios relevantes, como la disponibilidad del material 

vegetal, los estudios disponibles y la innovación. 

3.3 Metodología 

3.3.1 Materiales y métodos 

Para la evaluación de la actividad fotoprotectora in vitro se empleó etanol grado 

espectroscópico (Uvasol®). Para el análisis preliminar en placa de 96 pozos se utilizó un 

lector de microplacas Thermo Fischer Scientific Inc VARIOSLANÊ LUX y se utilizaron 

placas de 96 pozos transparentes al UV (Corning®). Por otra parte, para el análisis UV en 



98 Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 
propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

 

 

celda se utilizó un espectofotómetro Shimadzu UV-1800, y una celda de cuarzo de 1 cm de 

paso.  

3.3.2 Evaluación actividad fotoprotectora in vitro 

Screening preliminar ï Estimación del factor de protección solar (FPS) 

Inicialmente, la actividad fotoprotectora de los extractos polares de Passiflora, los cuales se 

encuentran codificados tal como se muestra en la Tabla 3-1, se estimó mediante una 

metodología basada en la descrita por Mansur, con algunas modificaciones [17].  

Tabla 3-1 Extractos polares de Passiflora evaluados 

ESPECIE PARTE EXTRACTO CÓDIGO 

P. ligularis 
(Granadilla) 

HOJAS 

EA GRH02A 

EH GRH01H 

FB GRH01B 

PERICARPIOS 

EA GRP01A 

EH GRP01H 

FB GRP01B 

SEMILLAS 
EA GRS01A 

EH GRS01H 

P. edulis var. 
edulis 

(Gulupa) 

HOJAS 

EA GUH03A 

EH GUH03H 

FB GUH03B 

PERICARPIOS 

EA GUP02A 

EH GUP02H 

FB GUP02B 

SEMILLAS 
EA GUS01A 

EH GUS01H 

P. edulis var. 
flavicarpa 

(Maracuyá) 

HOJAS 

EA MAH01A 

EH MAH01H 

FB MAH03B 

PERICARPIOS 

EA MAP01A 

EH MAP01H 

FB MAP01B 

SEMILLAS 
EA MAS01A 

EH MAS01H 

P. 
quadrangularis 

(Badea) 
HOJAS 

EA BAH01A 

EH BAH01H 

FB BAH01B 
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PERICARPIOS 

EA BAP01A 

EH BAP01H 

FB BAP01B 

SEMILLAS 
EA BAS01A 

EH BAS01H 

P. maliformis 
(Cholupa) 

HOJAS 

EA CHH01A 

EH CHH01H 

FB CHH01B 

PERICARPIOS 

EA CHP01A 

EH CHP01H 

FB CHP02B 

SEMILLAS 
EA CHS01A 

EH CHS01H 

P. tarminiana x 
P. tripartita 

(Curuba) 

HOJAS 

EA CUH01A 

EH CUH01H 

FB CUH03B 

PERICARPIOS 

EA CUP01A 

EH CUP01H 

FB CUP01B 

SEMILLAS 
EA CUS01A 

EH CUS01H 

 

Para ello, se prepararon soluciones stock de cada extracto a evaluar con una concentración 

de 2 mg/mL en etanol de grado espectroscópico. A partir de estas soluciones, se realizaron 

diluciones a diferentes concentraciones (200 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 10 ppm), de las 

cuales se depositaron 200 µL en placas de 96 pozos UV CorningÊ. La absorbancia de 

cada dilución fue determinada en el rango de 290 nm a 400 nm, con intervalos de 1 nm. 

Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado. Como blanco se utilizó etanol, mientras 

que la benzofenona-3 (Merck®) se empleó como control positivo. El factor de protección 

solar (FPS) fue estimado mediante la ecuación de Mansur (3-1) [18], en la cual FC 

corresponde a un factor de corrección (reportado como 102), Abs(ɚ) a la absorbancia de la 

muestra en la longitud de onda evaluada, EE(ɚ) el espectro de efecto eritemal e I(ɚ) a la 

 
 

2 Determinado por Mansur para que una formulación estándar de 8% de homosalato 

presentara un FPS de 4, en celdas de cuarzo de 1cm 
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intensidad del espectro solar; estos dos últimos se encuentran establecidos tal como se 

muestra en la Tabla 3-2 [19]. En este punto es importante aclarar que las medidas hechas 

(en microplacas) son útiles para comparar los extractos, pero no darán valores de FPS 

comparables con los reportados en la literatura por no usarse las condiciones (celdas de 

cuarzo de 1cm) empleadas en la aproximación espectrofotométrica propuesta por Mansur. 

Las medidas en condiciones comparables con la literatura son evaluadas posteriormente 

para los extractos más activos. 

ὊὖὛὊὅz 
σςπ
ςωπ
ὉὉ‗ Ὅz‗ ὃzὦί‗ (3-1) 

Tabla 3-2 Valores establecidos para EE x I para cada longitud de onda evaluada. 

Longitud de 
onda (ɚ) (nm) 

EE X I  

290 0.0150 

295 0.0817 

300 0.2874 

305 0.3278 

310 0.1864 

315 0.0839 

320 0.0180 

 

Determinación de FPS, UVAr y ɚ critica de los extractos más activos 

Para la determinación de los parámetros de protección solar en la región UVB (FPS) y UVA 

(UVAr y ɚ cr²tica), se seleccionaron los diez extractos con mayor actividad fotoprotectora 

según el screening inicial. La medición de absorbancias se llevó a cabo en un 

espectrofotómetro de celda, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de trayectoria óptica y el 

mismo rango de longitudes de onda utilizado previamente. Las diluciones evaluadas fueron 

las mismas empleadas en el screening inicial, y cada muestra fue analizada por triplicado. 

Para el cálculo del FPS, se utilizó la ecuación de Mansur (Ecuación 3-1). Es importante 

mencionar que las sustancias pueden ser clasificadas por su nivel de fotoprotección según 

el valor de FPS encontrado, donde se pueden clasificar como bajo (FPS entre 2 y 6), medio 

(entre 8 y 12), alto (entre 15 y 25), muy alto (entre 30 y 59) y ultra alto (FPS mayor a 50) 

[20]. 
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La determinación de la relación UVA (UVAr) y ɚ critica se hizo de acuerdo con lo reportado 

en otras investigaciones [17,20]. Brevemente, para la UVAr se empleó la Ecuación 3-2, 

que relaciona la absorción de la muestra en el rango UVA y UVB. Con este parámetro las 

muestras pueden ser clasificadas, según su protección contra la radiación UVA, como: muy 

baja (UVAr entre 0.0 y 0.2), moderada (entre 0.2 y 0.4), buena (entre 0.4 y 0.6), superior 

(entre 0.6 y 0.8) y máxima (0.8 o mayor)[21]. 

Ὗὠὃὶ
᷿ ὃὦί‗Ὠ‗

᷿ ὃὦί‗Ὠ‗
 (3-2) 

 

La longitud de onda crítica (ɚcrit), que permite determinar la protección de la muestra 

evaluada en el rango de la radiación UVA, se evaluó usando la Ecuación 3-3. En la cual la 

ɚcrit corresponde a la longitud de onda en la cual la muestra alcanza el 90% de la integral 

del área bajo la curva en el rango de 290 a 400 nm [17,20]. La FDA clasifica las muestras 

en niveles de 0 a 4 según la protección dada en UVA. A continuación, se describen cada 

uno de los niveles: nivel 0 (ɚcrit<325nm), nivel 1(325Òɚcrit<335nm), nivel 2(335Òɚcrit<350nm), 

nivel 3(350Òɚcrit<370nm), y nivel 4(370nmÒɚcrit) [20,22]. 

ὃὦί‗Ὠ‗ πȢω  ὃὦί‗Ὠ‗ (3-3) 

3.3.3 Selección del extracto de trabajo 

Con el fin de seleccionar el extracto con mayor viabilidad para ser incorporado como 

ingrediente activo en productos cosméticos, se diseñó una matriz de ponderación utilizando 

el método de Análisis Jerárquico (AHP, por sus siglas en inglés). Este método, descrito por 

Saaty [26,27], facilita la comparación pareada de alternativas en función de diversos 

criterios, permitiendo así priorizar aquellas que mejor se ajusten a las condiciones 

preestablecidas. Dichas comparaciones se realizan mediante una escala de comparación 

que posibilita establecer las diferencias entre los extractos [28]. Para este estudio, se 

seleccionaron ocho criterios (ver Tabla 3-5), bajo los cuales se evaluaron los diez extractos 

más activos previamente identificados. 
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3.3.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico fue realizado por medio del Software gratuito Rstudio [23], por medio 

de las siguientes pruebas: 

Homogeneidad de varianzas: Prueba de Levene (car package) y prueba de Fligner (stats 

package). 

Simetría y normalidad: Test de simetría condicional de Miao, Gel y Gastwirth (coin package) 

[24] y prueba de simetría basada en la mediana (lawstat package) [25]. 

Normalidad: Prueba de normalidad multivariada mediante mult.norm() (lawstat package). 

Comparaciones múltiples: Prueba de Tukey HSD (stats package) 

 

3.4 Resultados y discusión de resultados 

Los resultados del perfilado químico de los extractos polares, presentados en el Capítulo 

2, indicaron que algunos de estos extractos contienen compuestos fenólicos, entre los que 

se destacan los flavonoides y los estilbenos. Estos compuestos, al poseer grupos 

cromóforos, exhiben absorbancia en la región ultravioleta, especialmente en el UVB, con 

máximos de absorción comprendidos entre los 290 nm y 300 nm. En este contexto, los 

extractos FB de hojas y pericarpios, así como los extracto EH de semillas, pueden 

considerarse como candidatos prometedores para el desarrollo de cosméticos 

fotoprotectores, dada su riqueza en compuestos con esta actividad [29,30]. 

Con el objetivo de seleccionar el extracto con mayor potencial para desarrollar la 

formulación fotoprotectora, en este capítulo se llevaron a cabo los siguientes pasos: 1. Se 

realizó un screening de la actividad fotoprotectora de los extractos en distintas 

concentraciones, a nivel micro; 2. Se evaluaron la actividad fotoprotectora y los parámetros 

rendimiento, disponibilidad del material vegetal, estudios ya realizados, fotoprotección, 

perfilado químico e innovación, de los extractos más activos identificados durante el 

screening inicial; y 3. Se efectuó una comparación pareada entre los extractos más activos 

para seleccionar el candidato más adecuado. A continuación, se detallan estos procesos. 
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3.4.1 Screening actividad fotoprotectora 

Inicialmente se contaba con tres extractos (acuoso EA, hidroetanólico EH, y butanólico FB) 

para las hojas y los pericarpios de cada una de las seis especies estudiadas, y dos extractos 

(acuoso EA e hidroetanólico EH) para las semillas de cada una de las seis especies 

estudiadas; siendo un total de 48 extractos a evaluar (Tabla 3-1). Como ya se mencionó en 

el Capítulo 2, donde se perfilaron por HPLC-MS/MS y RMN las FB de hojas y pericarpios, 

y los EH de semillas, el contenido de fenólicos cambiaba de acuerdo con el extracto 

estudiado y con la especie (ver Tabla 2-9 y Tabla 2-10).  

El FPS permite determinar la cantidad de energía solar necesaria para causar un daño o 

quemadura en la piel protegida, en comparación a la energía requerida para causar el 

mismo daño en la piel sin protección [18]. Es por esto que para la determinación de este 

parámetro se tomó como aproximación la ecuación de Mansur, una medida 

espectrofotométrica la cual es rápida y de baja complejidad. Sin embargo, es importante 

considerar que la metodología de Mansur cuenta con algunas limitaciones, donde se 

destaca las diferencias observadas entre este ensayo y las determinaciones in vivo, 

principalmente para productos con FPS mayores a 15 [19].  

Considerando el número de extractos de trabajo, donde su manejo resulta complejo, se 

decidió realizar un screening inicial en placas de 96 pozos, lo que permitió evaluar los 

extractos en términos de su FPS a diferentes concentraciones y comparar los datos entre 

ellos (Figura 3-1).  

Este procedimiento facilitó la preselección de los diez extractos con mayor actividad 

fotoprotectora en UVB, los cuales fueron posteriormente analizados con mayor detalle. Es 

importante aclarar que el cálculo del FPS en este formato se utilizó únicamente como una 

medida comparativa entre los extractos y no como una estimación precisa del FPS real, 

debido a las diferencias en la trayectoria óptica de la luz entre un espectrofotómetro de 

placas y un espectrofotómetro de celda [31,32], lo que no permite cumplir con las 

condiciones establecidas por Mansur y colaboradores [18].  

La selección de la fotoprotección en UVB como criterio de priorización se fundamentó en la 

información de los máximos de absorción de los compuestos fenólicos presentes en los 

extractos polares analizados (principalmente flavonoides y estilbenos), los cuales presentan 

máximos en el rango mencionado, favoreciendo su potencial como compuestos 
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fotoprotectores. Además, se consideró que la radiación UVB es la principal asociada con el 

desarrollo de cáncer de piel, mientras que en la radiación UVA intervienen otros 

mecanismos como los mediados por las especies reactivas de oxígeno (ROS) [33]. 

En la Figura 3-1 se presentan los resultados de FPS para cada extracto en diferentes 

concentraciones, observando una dependencia de la actividad con la concentración, tal y 

como se esperaba. Los extractos mostraron valores de FPS, a la máxima concentración 

ensayada (200 ppm), comprendida entre 0 y 13, siendo en todos los casos inferiores al 

control positivo empleado.  
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Figura 3-1 FPS determinados para los extractos de residuos de Passiflora evaluados. 
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Con el objetivo de identificar los extractos con mayor actividad fotoprotectora UVB, se 

realizó un análisis ANOVA utilizando los valores de FPS obtenidos a 100ppm. En este 

análisis se evaluó la influencia de los factores involucrados en el proceso de extracción 

(especie, parte de la planta y tipo de extracto) sobre la respuesta (FPS), así como las 

interacciones entre ellos por comparaciones múltiples. Se emplearon los resultados de FPS 

a esta concentración porque todas las muestras mostraron absorciones inferiores a 1uA, lo 

que garantiza el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer [34,35]. Además, el análisis 

ANOVA confirmó la homogeneidad de los datos, a través de los análisis de homogeneidad 

por las pruebas de Levene y Fligner. Por otra parte, el análisis de normalidad teniendo en 

cuenta que se tienen solo tres datos por tratamiento fue basado en el análisis de simetría 

con el test de simetría de Miao, Gel y Gastwirth [36], ya que como sugiere Glass y 

colaboradores, un ANOVA no es excesivamente sensible a la violación de la normalidad 

[37]. Los resultados obtenidos, presentados en la Tabla 3-3, muestran que tanto los factores 

individuales como sus interacciones tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la 

variable respuesta. 

Tabla 3-3 ANOVA obtenido para los factores involucrados en la obtención de los extractos 
y su relación con el FPS.  

Fuentes de variación 
Grados 

de 
libertad 

SC ECM F Valor P* 

Especie (A) 5 7.89 1.58 178.2 <0.01 

Parte de la planta (B) 2 35.48 17.74 2004 <0.01 

Método de extracción 
(C) 

2 163.17 81.58 9216.7 <0.01 

AB 10 11.75 1.17 132.7 <0.01 

AC 10 37.95 3.79 428.7 <0.01 

BC 3 41.59 13.86 1566.2 <0.01 

ABC 15 15.48 1.03 116.6 <0.01 

Error experimental 96 0.85 0.01     

*Ŭ=0.01; SC: Suma de cuadrados; ECM: Error cuadrático medio 

Influencia de los factores en el FPS: Análisis Comparativo mediante el Método de Tukey 

Con el objetivo de evaluar la influencia de distintos factores sobre el FPS, se realizaron 

diagramas de comparación múltiple empleando el método de Tukey (Figura 3-2). Estos 

análisis permitieron examinar la influencia de las combinaciones de variables consideradas 
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en el estudio. En la Figura 3-2 se presentan las comparaciones múltiples de cada factor 

por separado, analizando de manera individual tres variables: la especie evaluada, la parte 

de la planta utilizada, y el tipo de extracto empleado. 

En términos generales, los resultados indican que cada uno de los factores presenta grupos 

diferenciados con una capacidad variable para incrementar el FPS. En el caso de la 

agrupación por especie (Figura 3-2A), se observó que los extractos provenientes de 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) exhibieron los valores más altos de FPS en 

comparación con las demás especies. A estos les siguieron los extractos obtenidos de 

cholupa (P. maliformis), granadilla (P. ligularis) y gulupa (P. edulis var. edulis), mientras que 

los extractos con menor actividad correspondieron a curuba (P. tarminiana × P. tripartita) y 

badea (P. quadrangularis). Estos hallazgos están en concordancia con los análisis de perfil 

de compuestos, donde especies como el maracuyá presentaron una mayor diversidad de 

compuestos fenólicos en hojas, pericarpios y semillas, mientras que, en especies como la 

badea, la presencia y diversidad de estos compuestos fue menor. Es importante enfatizar 

que, en esta comparación al estar agrupada por especie, involucran todos los extractos 

evaluados para las tres partes de la planta de cada una de ellas. Este análisis permite 

realizar un primer acercamiento a las posibles especies más prometedoras, sin embargo, 

no quiere decir que las especies menos priorizadas en esta variable no cuenten con 

extractos con una actividad fotoprotectora que pueda llegar a ser de interés. 

Por otro lado, en la Figura 3-2B, donde se evalúa la influencia de la parte de la planta 

utilizada, se evidencia que los extractos obtenidos a partir de hojas presentan la mayor 

actividad en términos de FPS, seguidos por los extractos de semillas y, finalmente, los de 

pericarpios. Este comportamiento muestra una alta relación con los análisis de perfil 

químico, ya que las hojas contienen una mayor diversidad de flavonoides, los cuales 

podrían estar asociados a esta actividad. En segundo lugar, las semillas presentan 

estilbenos, con poca diversidad, con posible contribución a la actividad observada. Por 

último, los pericarpios, a pesar de contener flavonoides, presentan una mayor proporción 

de azúcares (que no absorben al UV) en comparación con compuestos fenólicos, lo que 

podría explicar su menor capacidad de contribuir al FPS. Cabe resaltar que la actividad 

observada entre hojas y semillas cuenta con poca diferencia entre ellas, por lo que ambas 

pueden llegar a tener un buen potencial, a diferencia de los pericarpios con los que 

presentan una diferencia mayor. 
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Finalmente, en cuanto al tipo de extracto(Figura 3-2C), los resultados muestran que los 

extractos con mayor enriquecimiento en compuestos fenólicos, particularmente las FB, 

exhiben la mayor actividad, seguidas por los EH y, en último lugar, los EA. Esta tendencia 

se relaciona con la afinidad de los compuestos fenólicos por los solventes empleados, dado 

que en los extractos acuosos se observa una menor selectividad hacia estos compuestos, 

y una mayor afinidad hacia los azúcares que no son activos en el UV. Como resultado, en 

este tipo de extractos se encuentra una mayor proporción de otras clases de metabolitos, 

lo que diluye la concentración de los compuestos fenólicos y, por ende, disminuye su 

contribución al FPS. 

 

 

Figura 3-2 Comparaciones factor a factor donde los grupos representan: a) Grupos por 
especie estudiada: 1. Badea (P. quadrangularis), 2. Curuba (P. tarminiana x P. tripartita), 

3. Granadilla (P. ligularis)-Gulupa (P. edulis var. edulis),4. Cholupa (P. maliformis), 5. 
Maracuyá (P. edulis var. flavicarpa); b) Grupos por parte de la planta evaluada: 1. 

Pericarpios, 2. Semillas, 3. Hojas; c) Tipo de extracto obtenido: 1. Fracción butanólica 
(FB), 2. Extracto hidroetanólico (EH), 3. Extracto acuoso (EA). 

Al realizar las comparaciones múltiples entre los extractos evaluados, como se presenta en 

la Figura 3-3, se identificaron 16 grupos distintos. Dentro de cada grupo, los extractos no 

muestran diferencias significativas entre sí, según el análisis de Tukey (Anexo 3-1). En este 

contexto, el grupo 1 corresponde a los extractos con menor actividad, mientras que el grupo 
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16 reúne aquellos con la mayor actividad observada. Así, esta clasificación permitió la 

selección de los diez extractos más activos (ubicados en los grupos 12 al 16), que 

corresponden a extractos significativamente más activos (considerando el análisis 

estadístico), que los otros evaluados. La Tabla 3-4 resume los extractos seleccionados para 

continuar con esta investigación.  

El grupo 12 incluyó los EH de semillas de maracuyá y badea, así como las FB de hojas de 

gulupa y pericarpios de maracuyá, siendo este último el único extracto derivado de 

pericarpios que se clasificó entre los más activos. En el grupo 13 se agruparon los EH de 

cholupa y granadilla, mientras que el grupo 14 incluyó los EH de semillas de gulupa y la FB 

de hojas de curuba. Los grupos con las muestras más activas, contienen la FB de hojas de 

cholupa (grupo 15), y la FB de hojas de maracuyá (grupo 16). La Tabla 3-4 presenta un 

resumen de los extractos seleccionados junto con las medias de su actividad, los cuales 

fueron considerados para la selección del extracto de trabajo. 

 

Figura 3-3 Comparaciones múltiples de los extractos evaluados, agrupados según su 
actividad UVB (FPS) a 100ppm. 
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Tabla 3-4 Extractos con mayor actividad en UVB. 

Grupo Especie* Parte 
Tipo 

extracto 
Código Media 

12 

Maracuyá  Pericarpios FB MAP01B 2.935 

Maracuyá  Semillas EH MAS01H 3.078 

Badea Semillas EH BAS01H 3.196 

Gulupa Hojas FB GUH03B 3.248 

13 
Cholupa  Semillas EH CHS01H 3.285 

Granadilla Semillas EH GRS01H 3.392 

14 
Gulupa Semillas EH GUS01H 3.827 

Curuba Hojas FB CUH01B 3.867 

15 Cholupa  Hojas FB CHH01B 5.404 

16 Maracuyá  Hojas FB MAH03B 5.951 

 

3.4.2 Evaluación de la actividad fotoprotectora in vitro 

A los diez extractos anteriormente seleccionados se les determinó: el FPS, la UVAr y ɚcri, 

tal como se observa en la Figura 3-4.  

Medida de FPS 

En la Figura 3-4A se presentan los valores de FPS obtenidos por medio de la metodología 

propuesta por Mansur para los extractos evaluados. Se observa que las FB de hojas de 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa)(MAH03B, FPS200ppm=23.3), cholupa (P.  

maliformis)(CHH01B, FPS200ppm=21.9), y curuba (P. tarminiana × P.  tripartita)(CUH03B, 

FPS200ppm=16.1), junto con los EH de semillas de granadilla (P. ligularis)(GRS01H, 

FPS200ppm=18.9),  y cholupa (P. maliformis)(CHS01H, FPS200ppm=15.5), presentan la mayor 

actividad fotoprotectora. A una concentración de 200 ppm, estos extractos se clasifican 

dentro del rango de FPS alto. No obstante, en todos los casos, los valores obtenidos fueron 

inferiores a los del patrón positivo (evaluado a 100 ppm). 

Las FB de hojas exhibieron la mayor diversidad de compuestos flavonoides, lo que podría 

explicar la actividad observada. En la literatura, existen pocos reportes sobre la actividad 

fotoprotectora de extractos de hojas de especies del género Passiflora evaluadas. Estudios 

previos sobre hojas de otras especies de Passiflora han reportado que extractos 

hidroetanólicos de hojas de Passiflora cincinnata (Brasil) presentan valores de FPS de 8 y 

15 a concentraciones del 0.5 % y 1 %(v/v), respectivamente [38]. Asimismo, extractos 
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hidroetanólicos de hojas de Passiflora foetida, provenientes de Indonesia, han mostrado 

FPS en un rango de 11.7 a 33.9 en formulaciones con concentraciones del 2% y 6% [39]. 

Estos hallazgos resaltan el potencial de las FB de hojas de especies colombianas de 

Passiflora, cuyo efecto fotoprotector no ha sido previamente reportado ni incorporado en 

productos comerciales. Además, en comparación con los extractos de hojas ya 

mencionados, las FB de las hojas de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), cholupa (P. 

maliformis) y curuba (P. tarminiana × P. tripartita), presentan valores de FPS más altos, 

incluso a concentraciones inferiores las reportadas en estos estudios. 

En cuanto a los extractos de semillas, se identificó una actividad fotoprotectora similar entre 

ellos, con valores de FPS en el rango de 10 a 19. La mayoría de estos extractos caen en el 

FPS medio, con la excepción de los extractos de semillas de granadilla y cholupa que se 

clasifican como FPS alto. Este resultado es consistente con el perfil químico de estos 

extractos, el cual reveló una composición similar entre ellos, con una alta presencia de 

estilbenos mayoritarios, como resveratrol y piceatanol. La actividad fotoprotectora de estos 

compuestos ha sido previamente documentada [30,40ï43]. 

Adicionalmente, se ha informado que extractos hidroetanólicos de semillas de maracuyá 

(P. edulis var. flavicarpa) presentan valores de FPS de entre 18 y 11 a 1 mg/mL, 

dependiendo del método de extracción utilizado [40]. Estos valores son inferiores a los 

obtenidos en el presente estudio, en el cual se alcanzó un FPS de 13.8 a una concentración 

de 0.2 mg/mL, lo que sugiere una mayor eficiencia en la extracción de estilbenos en las 

condiciones empleadas. 

Por otra parte, existen antecedentes sobre la inclusión de extractos metanólicos (metanol 

40%) de semillas de gulupa (P. edulis var. edulis) en formulaciones cosméticas, como bases 

de maquillaje y mousses. Aunque en dicho estudio no se reportaron valores de FPS para 

los extractos utilizados, se evidenció un incremento en el FPS de las formulaciones finales 

al incluir el extracto en concentraciones del 0.1 % y 0.3 % (p/p) [44]. Este hallazgo es 

coherente con los resultados obtenidos para el extracto hidroetanólico de semillas de 

gulupa en el presente estudio, el cual se clasificó dentro del rango de FPS medio. 

Medidas de UVA 

La radiación UV solar, compuesta por UVB y UVA, causa distintos daños en la piel, como 

se menciona en el Capítulo 1 (Sección 1.3). La UVB (290-320 nm), más energética, afecta 
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las capas superficiales, provocando quemaduras y siendo la principal causa de cáncer de 

piel, lo que resalta la importancia de evaluar el FPS[45,46]. En cambio, la UVA penetra más 

profundamente, generando especies reactivas de oxígeno (ROS) que contribuyen al 

fotoenvejecimiento y al desarrollo de cáncer [3,47]. Por ello, la búsqueda de compuestos 

fotoprotectores debe considerar ambos rangos. 

En cuanto a la fotoprotección en UVA (Figura 3-4B-C), se puede observar que todos los 

extractos evaluados se clasifican en UVAr máxima, indicando una buena absorción de 

radiación en el rango UVA. Por otra parte, para la longitud de onda crítica, los extractos 

fueron clasificados en las categorías 3 y 4, siendo las más altas de la clasificación, indicando 

que estos extractos tienen un alto potencial de contribuir a un producto fotoprotector tener 

atribución de amplio espectro [22,48], lo que se explica por el tipo de compuestos 

mayoritarios en estos extractos. En el caso de las hojas y pericarpios los flavonoides son 

los mayoritarios y, aunque presentan variaciones dependiendo de su núcleo, cuentan con 

dos bandas de absorción: la banda 1 entre los 300-380nm y la segunda entre los 240-

295nm [49]. Esto permite que este tipo de compuestos presenten una buena absorción 

tanto en el rango UVB (290-320nm) como en el rango UVA (320-400nm) [47].  

En las semillas, siendo sus compuestos principales los estilbenoides, estos compuestos se 

caracterizan por tener máximos de absorción alrededor de los 250-340nm [50] que, aunque 

se encuentra hacia la región del UVB, no es limitante para que tenga absorción en el rango 

del UVA, tal como lo muestran los resultados (Figura 3-4). 
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Figura 3-4 Fotoprotección determinada por espectrofotometría para los extractos 
seleccionados: a) FPS determinado a diferentes concentraciones; b) Relación UVA 

(UVAr); c) Longitud de onda crítica (ɚcrit). 

3.4.3 Priorización del extracto a trabajar  

La selección de un extracto para llevarlo a formulación, entre un gran número de 

posibilidades, es complejo y debe responder a diferentes criterios, que deben ir más allá de 

la actividad biológica buscada. En este caso se parte de 48 extractos, 10 de los cuales 

presentan buena actividad fotoprotectora, siendo éste el primer criterio de selección 

utilizado. Con el fin de realizar esta priorización/selección del extracto de trabajo, se optó 

por hacer un análisis por el proceso de análisis jerárquico (AHP), que permite la asignación 

de peso, o prioridad, a cada uno de los criterios a evaluar; así mismo,  permite establecer 

la consistencia de las matrices propuestas para asegurar evaluaciones coherentes de las 

alternativas [51]. Este método se encuentra estructurado en diferentes etapas para el 

proceso de selección: la definición del problema, la estructuración del problema, la 

construcción de matrices de comparación, y la síntesis de las matrices y del modelo 

completo [52]. 
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Definición y estructuración del problema 

Para la definición y estructuración de la matriz es necesario que el planteamiento del 

problema tenga una estructuración jerárquica, que permita comprender el problema con sus 

componentes principales [53]. En el primer paso es importante dejar claro cuál es el 

problema que se quiere abordar que, para este caso es: la selección de un extracto con 

actividad fotoprotectora, obtenido a partir de subproductos de Passifloras comerciales en 

Colombia, para ser incluido en una formulación cosmética. Basado en este problema, se 

planteó el objetivo de la matriz: seleccionar el extracto más promisorio para la inclusión en 

una formulación cosmética con actividad fotoprotectora. 

Con base en este objetivo, se establecieron siete criterios fundamentales para la selección 

del extracto más prometedor. Estos criterios fueron definidos y descritos en función de las 

características específicas que se buscaban en cada uno de ellos, tal como se presenta en 

la Tabla 3-5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 3 115 

 

 

Tabla 3-5 Definición de los criterios de evaluación para la selección del extracto de trabajo 

CRITERIO DESCRIPCIÓN 

Rendimiento 
de extracción 

Se priorizaron los extractos con un mayor porcentaje de rendimiento (% p/p), 
estableciendo un umbral mínimo del 4%. 

Disponibilidad 
del material 

vegetal 

Se consideraron aquellos extractos cuyo material vegetal de partida pueda obtenerse 
como residuo de un proceso agroindustrial y/o sea de fácil acceso. Se dará prioridad a 

los materiales con mayor sostenibilidad (provenientes de residuos agroindustriales), 
seguidos de aquellos con disponibilidad accesible. 

Estudios 
disponibles 

Se priorizaron los extractos con mayor respaldo en la literatura científica en cuanto a su 
composición química, toxicidad y actividades biológicas de interés, como fotoprotección 

y actividad antioxidante. La búsqueda bibliográfica se realizó en Google Scholar, 
utilizando el nombre de la especie y la parte evaluada. Los artículos fueron 

seleccionados según título y resumen, considerando únicamente publicaciones en 
revistas indexadas. Para las dos variedades de P. edulis, se incluyeron sólo estudios 

que mencionaran específicamente la variedad evaluada. 

Fotoprotección 
UVB 

Se priorizaron los extractos con valores de FPS, determinados en celda 
espectrofotométrica, clasificados como medio o alto, dando mayor importancia a los que 

presenten un FPS elevado. 

Fotoprotección 
UVA 

Se seleccionaron extractos con alta fotoprotección en la región UVA, determinada 
espectrofotométricamente. Se consideraron aquellos con un coeficiente de protección 

UVA (UVAr) superior a 0.8 y una longitud de onda crítica clasificada en los niveles 3 o 4. 

Perfilado 
químico 

Se priorizaron los extractos en los que se hubieran identificado compuestos que 
pudieran adquirirse comercialmente como marcadores de cuantificación. Se 

favorecieron aquellos en los que la mayoría de los compuestos mayoritarios hubieran 
sido identificados y contaran con patrones de menor costo. 

Innovación 

Se evaluó la novedad del extracto en función de la ausencia de reportes en literatura 
científica, patentes y el mercado en formulaciones cosméticas con actividad 

fotoprotectora u otras aplicaciones. La revisión bibliográfica se realizó en Google Scholar 
mediante ecuaciones de búsqueda específicas, por ejemplo: "Passiflora AND ligularis 

AND (Formulation OR Cosmetic)". Para la búsqueda de patentes, se empleó la 
plataforma Espacenet con la ecuación "ti all 'Passiflora' AND (ta any 'cosmetic' OR ta 
any 'Formulation')ò. Se priorizaron los extractos sin antecedentes en productos 

cosméticos, seguidos de aquellos con reportes en aplicaciones cosméticas distintas a la 
fotoprotección y, finalmente, los que contaran con reportes en formulaciones 

fotoprotectoras. 

 

Los criterios seleccionados se fundamentaron en información bibliográfica que resalta su 

relevancia en la utilización de extractos derivados de recursos naturales. Uno de los 

aspectos clave es el rendimiento de extracción, el cual desempeña un papel fundamental 

en la sostenibilidad de las industrias. Un mayor rendimiento implica una mayor obtención 

del ingrediente activo a partir de una menor cantidad de material vegetal, lo que se traduce 

en una reducción del requerimiento de materia prima y, en consecuencia, en una menor 

presión sobre los recursos naturales y/o en el uso de solvente y la generación de desechos. 

Este enfoque favorece una explotación más eficiente y sostenible del material vegetal de 

partida [5,54]. 
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Por otro lado, la disponibilidad del material vegetal es un factor determinante en la 

selección del extracto a emplear, ya que es esencial garantizar un suministro constante y 

sostenible, condición fundamental para la industria. Además, es crucial evitar la 

sobreexplotación del recurso vegetal de partida [5,55]. En este sentido, se han propuesto 

diversas estrategias para mitigar estos problemas, tales como el cultivo de especies o 

variedades que estén enriquecidas en los compuestos de interés [5,7] o, como se plantea 

en el presente estudio, el aprovechamiento de subproductos generados por otras industrias, 

particularmente la alimentaria, como una fuente viable de compuestos bioactivos con 

potencial aplicación en el desarrollo de ingredientes cosméticos [56]. 

Otro criterio fundamental en la selección de los extractos a priorizar fue la disponibilidad 

de estudios previos sobre las partes de las especies candidatizadas. La inclusión de 

extractos en productos cosméticos requiere de su caracterización química. Dado que los 

extractos naturales corresponden a matrices químicamente complejas, resulta esencial 

identificar los compuestos responsables de la actividad buscada, lo que además permite 

obtener una aproximación preliminar a su toxicidad. No obstante, debido a la complejidad 

de estas mezclas, y a la dificultad de identificar la totalidad de sus componentes, la 

información toxicológica disponible adquiere una gran relevancia para garantizar la 

seguridad de los productos formulados [57]. Asimismo, los reportes en la literatura de otras 

actividades biológicas para estos extractos constituyen en un valor agregado, dado que en 

la industria cosmética se priorizan ingredientes activos con propiedades multifuncionales, 

capaces de proporcionar múltiples beneficios en un mismo producto [58,59].  

Finalmente, dentro de la matriz de selección se incluyó el criterio de perfilado químico, 

basado en la información recopilada en el Capítulo 2. Este análisis no sólo permite 

determinar el grado de caracterización de cada extracto, sino también identificar posibles 

marcadores químicos útiles para la trazabilidad del extracto y la evaluación de su estabilidad 

a lo largo del proceso de desarrollo de la formulación cosmética [60]. 

En cuanto a la actividad fotoprotectora, se incluyó bajo las dos clasificaciones que se han 

analizado a lo largo del capítulo: la fotoprotección en UVB y UVA. Es importante tener en 

cuenta que ambos tipos de fotoprotección son de gran importancia en la búsqueda de 

extractos con este tipo de actividad, principalmente para la disminución y reemplazo de los 

filtros químicos usados actualmente [55]. 
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Por último, se incluyó un criterio de innovación, debido a que la industria cosmética es una 

industria cambiante, que se adapta a las necesidades de los consumidores [61]. Es por 

esto, que el proponer nuevas fuentes de compuestos, o actividades, que no hayan sido 

atribuidas a los competidores puede ser una nueva aproximación a las necesidades del 

mercado, que permita un mayor éxito [62,63]. Adicionalmente, se incluyó la revisión de 

patentes, las cuales son una fuente importante para conocer las tendencias del mercado 

[64]. 

Teniendo en cuenta los siete criterios anteriormente descritos, y los diez extractos 

previamente seleccionados, se planeó el diagrama jerárquico de la matriz de selección que 

se observa en la Figura 3-5. 

 

Figura 3-5 Diagrama jerárquico del método AHP para la selección del extracto de trabajo. 
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Construcción de matrices de comparación 

Una vez establecida la estructuración jerárquica, se deben realizar las comparaciones por 

pares. Para esto el método AHP señala dos momentos importantes en estas 

comparaciones. En primer lugar, se debe realizar la comparación entre los criterios 

seleccionados, esto con el fin de asignar prioridades o preferencias para estos, es decir, 

que algunos de los criterios tendrán mayor peso en la toma de la decisión frente a otros. 

Para esta comparación por pares, se estableció una escala de prioridad de 1 a 9, como lo 

describe Toskano [53] y Nantes [52] (Tabla 3-6). En esta escala de preferencia 1 establece 

que no hay diferencia entre los elementos que se comparan y 9 que el primer elemento es 

extremadamente preferible respecto al segundo. Es importante aclarar que no se utilizaron 

valores intermedios de 2, 4, 6 y 8, para que las diferencias entre los elementos evaluados 

fueran más visibles.  

Tabla 3-6 Escala de prioridad utilizada para las comparaciones pareadas. Tomado de [52] 

Planteamiento verbal 
preferencia 

Calificación 
numérica 

Extremadamente preferible 9 

Muy fuertemente preferible 7 

Fuertemente preferible 5 

Moderadamente preferible 3 

Igualmente preferible 1 

 

Basado en esta escala de preferencias se realizó la construcción de la matriz de 

comparación de los criterios, como se muestra en la Tabla 3-7. Es importante mencionar 

que, en la ponderación ninguno presentó una clasificación de 9 sobre otro criterio, ya que 

todos los criterios fueron seleccionados para tener importancia relevante para la selección 

del extracto.  

En la matriz se realiza la comparación entre los criterios uno a uno, estableciendo las 

prioridades según la escala mencionada previamente.  En algunos casos, al realizar la 

comparación se obtienen los números enteros mencionados, cuando el criterio 1 (Ubicado 

en la columna) tiene mayor o igual prioridad que el criterio 2 (Ubicado en la fila). Sin 

embargo, cuando el criterio 1 tiene menor prioridad que el criterio 2, se obtendrá el inverso 

del número entero. Como ejemplo se tiene la comparación entre la disponibilidad del 
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material vegetal y el rendimiento, resaltado en negrita en la Tabla 3-7. Cuando la 

disponibilidad material vegetal se encuentra como criterio 1, el valor asignado a la prioridad 

es de 7, ya que es más importante que se tenga una buena disponibilidad del material 

vegetal de partida frente al rendimiento del extracto ya que, la alta disponibilidad de material 

garantizaría una gran cantidad de extracto activo, aunque su rendimiento no fuera muy 

bueno. Por otro lado,  cuando el rendimiento se encuentra como criterio 1 y la disponibilidad 

del material vegetal como criterio 2, se obtiene el inverso de 7, siendo un valor de 0.14. 

Una vez realizadas todas las comparaciones pareadas, se procede a la normalización de 

la matriz, la cual se lleva a cabo dividiendo cada valor de la celda por la suma de los valores 

de su respectiva columna (valores mostrados en gris en la Tabla 3-7). Posteriormente, se 

calcula el promedio de los valores normalizados en cada fila, lo que permite obtener el 

vector de prioridad de cada criterio. Este vector indica la importancia relativa de cada criterio 

dentro del análisis jerárquico, de manera que los valores más altos reflejan criterios con 

mayor peso en la toma de decisiones. 

Tabla 3-7 Matriz de comparación pareada de criterios. 

 

A partir de la priorización de los criterios, se estableció que el de mayor peso fue la 

disponibilidad del material vegetal, ya que es un aspecto crucial tanto a nivel de 

laboratorio como a escala industrial. Este criterio garantiza que la adquisición del material 

pueda realizarse de manera continua y sin generar impactos ambientales negativos, como 

se mencionó previamente. El segundo criterio con mayor importancia fue el perfilado 

químico, debido a la necesidad de identificar los compuestos presentes en los extractos y 

contar con posibles marcadores de cuantificación que permitan realizar un seguimiento a 

los compuestos principales del extracto. En tercer lugar, se priorizaron los criterios 

relacionados con la actividad fotoprotectora, dado que el objetivo es seleccionar un 

extracto con una buena capacidad de fotoprotección entre las alternativas evaluadas, 
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teniendo en cuenta que los diez extractos preseleccionados son altamente activos. Por otro 

lado, los criterios de estudios disponibles e innovación tuvieron una menor priorización. 

Si bien son factores relevantes, su influencia en la selección del extracto se consideró 

secundaria en esta etapa, ya que pueden abordarse en fases posteriores del desarrollo. 

Para garantizar que la decisión tomada a partir de la matriz de comparación no estuviera 

sesgada por juicios subjetivos, el método AHP permite calcular un factor de consistencia, 

el cual evalúa la coherencia de las comparaciones pareadas realizadas. Este cálculo se 

expresa mediante la Razón de Consistencia (RC), obtenida a partir del Índice de 

Consistencia (IC) y el Índice de Consistencia Aleatoria (IA), como se munestra en la 

Ecuación 3.4. Para que la matriz tenga una consistencia aceptable, el valor de RC debe 

ser igual o menor a 0.1. 

 
Ὑὅ  

Ὅὅ

Ὅὃ
 (3.4) 

El cálculo del índice de consistencia (IC) mide el grado de inconsistencia dentro de la matriz 

y es calculado por medio de la Ecuación 3.5, donde n es el número de criterios evaluados. 

En cuanto a la obtención de nmax , primero se multiplica la matriz de comparación por pares 

(celdas blancas ï Tabla 3.7) por el vector de prioridades (P) (celdas gris oscuro ï Tabla 

3.7), obteniendo un nuevo vector. Luego, cada elemento de este vector se divide entre su 

valor correspondiente con el vector de prioridades (P), y el resultado final se obtiene 

promediando estos cocientes.  

 
Ὅὅ 

ὲ ὲ

ὲ ρ
 

(3.5) 

En cuanto a el índice de consistencia aleatorio (IA), se refiere al índice de consistencia de 

una matriz de comparaciones aleatoria y este es dependiente del número de factores 

comparados [26,53], como se muestra en la Tabla 3-8. 
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Tabla 3-8 índice aleatorio de consistencia según el número de elementos comparados 

Número elementos 
comparados 

Índice aleatorio de 
consistencia (IA) 

1 0 

2 0 

3 0.58 

4 0.89 

5 1.11 

6 1.24 

7 1.32 

8 1.4 

9 1.45 

10 1.49 

 

El valor de Razón de Consistencia (RC) hallado para la Tabla 3-7, haciendo uso la 

Ecuación 3-4, fue de 0.04, lo que muestra que la matriz es consistente, y los valores 

obtenidos son fiables. 

 

Comparación por pares de las alternativas (extractos) dentro de cada criterio 

Una vez establecidas las prioridades de cada criterio, se procedió a la segunda fase del 

análisis comparativo. En esta etapa, se realizó la comparación por pares de las alternativas 

(extractos) en el marco de cada uno de los criterios seleccionados. Esto implicó la 

elaboración de siete matrices de comparación, una por cada criterio evaluado, en las que 

se analizaron las diferentes opciones (extractos) en función de su desempeño en criterio, 

definidos previamente de acuerdo con la Tabla 3-5. 

El primer criterio evaluado fue el rendimiento de extracción, cuya matriz de comparación 

se presenta en la Tabla 3-9. Esta matriz mostró un factor de consistencia de 0.005, 

indicando que las comparaciones realizadas fueron consistentes. Los resultados obtenidos 

muestran que, en general, no existen grandes diferencias en el rendimiento entre las 

alternativas evaluadas. Sin embargo, el extracto hidroetanólico (EH) de semillas de 

granadilla (P. ligularis, GRS01H) obtuvo la mayor priorización, ya que fue el único con un 

rendimiento superior al 4% (4.5%), lo que lo posiciona como la alternativa más favorable 

dentro de este criterio. 
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Tabla 3-9 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio de 
Rendimiento. 

 

 

El análisis de la disponibilidad del material vegetal (Tabla Anexo 3-1) mostró un factor 

de consistencia de 0.02, indicando que la matriz de comparación es confiable. Este criterio 

es crucial, ya que la facilidad de adquisición de los subproductos de Passiflora varía según 

múltiples factores. Si bien todos los extractos evaluados provienen de partes de la planta 

consideradas subproductos de la cadena de producción, no todos tienen la misma facilidad 

de adquisición.  

Esto se evidencia al comparar las semillas de tres especies: granadilla (P. ligularis), 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) y badea (P. quadrangularis). La badea representa sólo 

el 1% de la producción de Passiflora en Colombia [65], lo que hace que la adquisición de 

su fruto sea más limitada en comparación con la granadilla (16%) y el maracuyá (66%). Por 

esta razón, la badea recibió una menor priorización en este criterio. Así mismo, aunque la 

granadilla tiene mayor producción, sus frutos suelen comercializarse enteros [66], lo que 

reduce la probabilidad de obtener sus semillas como residuo. En cambio, el maracuyá es 

ampliamente cultivado y su industria se enfoca en la pulpa, separando semillas y pericarpios 

[67], lo que asegura su disponibilidad como un subproducto accesible y sostenible. 

En cuanto a las hojas, estas representan un subproducto poco aprovechado, rico en 

metabolitos de interés [14,68]. Sin embargo, su adquisición también enfrenta desafíos 

como, por ejemplo: acceso a los cultivos y variabilidad genética. En el primer caso, las hojas 

de maracuyá fueron adquiridas en Arauca, lo que dificultó su acceso regular. Como ejemplo 

del segundo caso se tienen las hojas de curuba (P. tripartita var. tarminiana), que 

usualmente se cultiva como híbridos, que pueden generar variabilidad en su composición 

química entre cultivos [69], lo que también afecta su priorización. 
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También, es importante mencionar que con el fin de asegurar que el material vegetal 

utilizado fuera un residuo de la cadena productiva, se realizó la búsqueda de diferentes 

empresas de otros sectores productivos, como el sector alimenticio, que trabajaran con 

alguna de las especies involucradas en esta selección. Dentro de la búsqueda realizada, 

se logró establecer un contacto directo con la empresa Frucamps®, especializada en la 

comercialización de pulpas sin semilla, donde las semillas son consideradas un residuo 

agroindustrial. Esta empresa se encuentra localizada en Neiva-Huila, donde se encuentra 

concentrada la producción de esta especie de Passiflora [70]. 

Teniendo en cuenta la discusión anterior, los resultados de la matriz de comparación 

(Anexo 3-1) mostraron que el extracto hidroetanólico (EH) de semillas de cholupa (P. 

maliformis, CHS01H) es el más prioritario en este criterio.  

La matriz de comparación de los estudios previos disponibles (con un factor de 

consistencia de 0.02) se presenta en el Anexo 3-2. En este análisis, se priorizaron aquellos 

extractos de los cuales existe más información disponible sobre la especie y la parte 

utilizada. El extracto hidroetanólico (EH) de semillas de gulupa (P. edulis var edulis, 

GUS01H) fue el más priorizado, ya que se encontró una amplia documentación sobre sus 

características. Entre los hallazgos más relevantes, se destaca la información sobre su 

composición química [71,72], así como diversas actividades de interés cosmético, tales 

como: antioxidante [72ï78], antienvejecimiento [79], antibacteriana [80,81], fotoprotectora 

[78] y prevención del fotoenvejecimiento [82,83]. Además, también se encontró información 

sobre la composición del aceite extraído de estas semillas [84ï86], lo cual brinda un 

panorama más amplio sobre sus posibles aplicaciones en la industria cosmética. Esta 

variedad de datos sobre actividades complementarias puede ser valiosa para evaluar no 

sólo la fotoprotección, sino otras propiedades en el producto final. 

Otros extractos con una puntuación destacada en esta matriz fueron el EH de semillas de 

granadilla (P. ligularis, GRS01H)[87ï93] y maracuyá (P. edulis var. flavicarpa, 

MAS01H)[72,77,94ï99], así como el extracto de hojas de maracuyá (MAH03B) [100ï107]. 

Para estos extractos también se encontró información relevante sobre su composición y 

actividades potenciales. Por otro lado, se evidenció que especies como la cholupa (P. 

maliformis), cuentan con poca información tanto sobre su composición como sobre sus 

posibles actividades [108,109]. Esto podría implicar que el proceso de caracterización del 
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extracto, y la evaluación de sus propiedades cosméticas, llevaría un tiempo mayor en 

comparación con las otras especies más investigadas. 

Para la comparación de la actividad fotoprotectora, se realizaron las matrices de 

fotoprotección en UVB (factor de consistencia de 0.005) ( 

Anexo 3-3) y fotoprotección en UVA (factor de consistencia de 0) ( 

Anexo 3-4). En el primer caso, los extractos que presentaron un FPS alto a 200ppm fueron 

los mejor valorados, siendo éstos los EH de semillas de granadilla (P. ligularis, GRS01H), 

cholupa (P. maliformis, CHS01H) y las FB de hojas de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa, 

MAH03B), cholupa (P. maliformis, CHH01B) y curuba (P. tripartita x P. tarminiana, 

CUH03B). En el caso del UVA, todos los extractos evaluados presentaron una UVAr 

máxima y la diferencia principal fue dada por su clasificación por su longitud de onda crítica, 

siendo priorizados los clasificación en 4, que corresponden a los EH de semillas de gulupa 

(P. edulis var. edulis, GUS01H) y las FB de hojas de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa, 

MAH03B), curuba (P. tripartita x P. tarminiana, CUH03B) y gulupa (P. edulis var. edulis, 

GUH03B). 

La matriz de perfilado químico realizado (con un factor de consistencia de 0.004) se 

presenta en el Anexo 3-5. En este análisis, se priorizó la información obtenida del perfilado 

químico descrito en el Capítulo 2. Los extractos hidroetanólicos (EH) de semillas fueron los 

mejor puntuados en esta evaluación, ya que, como se observó, estos extractos comparten 

características muy similares entre sí, y son menos complejos que los de las hojas. Sus 

compuestos principales son estilbenos, como el piceatanol y el resveratrol, que pueden 

adquirirse comercialmente, y que ya se han utilizado como marcadores de cuantificación 

en este tipo de extractos [71]. Esto facilita tanto la caracterización como el monitoreo 

durante el proceso de producción. En cuanto a los extractos de hojas, aunque también 

contienen compuestos que se pueden adquirir comercialmente, como la vitexina, no todos 

los compuestos principales han sido identificados completamente. Esto podría dificultar la 

trazabilidad de estos extractos, lo que representa un desafío para su uso en la industria 

cosmética. 

La matriz de comparación para el criterio de innovación, con un factor de consistencia de 

0.004, se presenta en el  
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Anexo 3-6. A partir de esta evaluación, se observó que, en la mayoría de las especies y 

partes evaluadas, no se encontraron reportes en la literatura ni en patentes sobre su 

inclusión en formulaciones cosméticas o fotoprotectoras. Por esta razón, estos extractos 

fueron priorizados en el análisis de innovación. Sin embargo, se identificaron algunas 

excepciones donde se encontraron reportes de productos o formulaciones, como los EH de 

semillas de gulupa [44,81,83,86,110], maracuyá [111ï113] (utilizado también por empresas 

como TarteÊ y Natura) y badea [114,115].  

Síntesis y modelo final 

Una vez realizadas las comparaciones pareadas de los diez extractos en cada uno de los 

criterios, se realizó la síntesis del modelo, como se muestra en la Tabla 3-10. Esta tabla 

permite ver el resultado general de cada alternativa (extracto) frente a cada uno de los 

criterios. Para la obtención de la priorización final, se tiene en cuenta el puntaje obtenido 

por cada alternativa en cada criterio, así como el peso del criterio. Los puntajes resultantes 

de los extractos se encuentran en formato condicional siendo tonalidades verdes las 

alternativas con mayor priorización y, en tonos rojos las de menor priorización. Con esto, 

se pudo obtener como la alternativa con mayor prioridad el EH de semillas de cholupa 

(CHS01H), seguido de los EH de semillas de maracuyá (MAS01H) y la FB de hojas de 

cholupa (CHH01B). 

Tabla 3-10 Modelo final de la selección del extracto de trabajo.  

 
Escala de color: Verde= Mayor priorización, Rojo= Menor priorización. 
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3.5 Conclusiones 

En este capítulo se realizó un screening de actividad fotoprotectora para los 48 extractos 

obtenidos, logrando preseleccionar los diez extractos con mayor FPS, los cuales presentan 

un mayor potencial para ser ingredientes cosméticos activos. Entre estos extractos 

destacan los EH de semillas de granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis), 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), badea (P. quadrangularis), cholupa (P. maliformis); las 

FB de hojas de maracuyá (P. edulis var. flavicarpa), gulupa (P. edulis var. edulis), curuba 

(P. tarminiana x P. tripartita) y cholupa (P. maliformis); y las FB de pericarpios de maracuyá 

(P. edulis var. flavicarpa). 

A estos extractos seleccionados se les realizó la evaluación tanto de su FPS, como su UVAr 

y longitud de onda crítica en evaluación en celda, observando que presentan un FPS medio 

y alto. En cuanto a su fotoprotección en UVA, se constató que todos cuentan con una buena 

fotoprotección en UVA, determinada por su UVAr y su longitud de onda crítica. 

Se realizó una matriz de selección basada en el método de análisis jerárquico (AHP), que 

permitió identificar siete criterios clave en la selección del extracto. El criterio predominante 

fue la disponibilidad del material vegetal. Los diez extractos previamente seleccionados 

fueron evaluados entre sí mediante comparaciones pareadas para cada uno de los criterios, 

y finalmente se logró la priorización del EH de semillas de cholupa (P. maliformis) como 

la mejor alternativa de ingrediente activo con actividad fotoprotectora. 

La metodología empleada evidencia la importancia de la evaluación de diferentes fuentes 

y tipos de extractos, así como de la implementación de metodologías de comparación y 

ponderación, que permiten reducir la subjetividad en el proceso de toma de decisiones, al 

elegir entre diversas alternativas existentes para un mismo objetivo propuesto. 
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3.8 Anexos 

 

Anexo 3-1 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio de 
disponibilidad del material vegetal. 

 

Anexo 3-2 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio estudios 
disponibles. 

 

Anexo 3-3 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio fotoprotección 
en UVB. 
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Anexo 3-4 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio fotoprotección 
en UVA. 

 

Anexo 3-5 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio perfilado 
químico. 

 

Anexo 3-6 Matriz de comparación pareada de las alternativas para el criterio innovación. 
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4.1 Resumen 

La optimización de los métodos de extracción es un aspecto esencial para obtener 

ingredientes activos de origen vegetal con alta eficacia y eficiencia, fundamentales para su 

aplicación en industrias como la cosmética, así como la determinación del comportamiento 

de estabilidad de los extractos naturales permite garantizar su funcionalidad y seguridad 

en los productos terminados. En este capítulo, se optimizó la extracción hidroetanólica 

asistida por ultrasonido de semillas de cholupa (P. maliformis) mediante un diseño central 

compuesto rotacional (DCCR), evaluando el efecto del porcentaje de etanol, la temperatura 

y el tiempo sobre el contenido de estilbenos totales (CET) y el factor de protección solar 

(FPS). Así mismo, se evaluó la actividad fotoprotectora del extracto optimizado sobre 

queratinocitos (HaCaT) y se analizó su estabilidad bajo condiciones de estrés (hidrólisis 

neutra, hidrólisis ácida, hidrólisis básica, oxidación y fotolisis). Los resultados mostraron 

que el extracto optimizado presentó un CET diez veces mayor y un FPS 3.8 veces superior 

al inicial, con un efecto fotoprotector significativo frente a radiación UVB a concentraciones 

mailto:mcabezap@unal.edu.co
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de 15.63µg/mL y 31.25µg/mL. Por otra parte,  este extracto demostró ser estable en 

condiciones de hidrólisis neutra, oxidación y fotólisis, pero lábil en medios ácidos y básicos. 

Estos hallazgos destacan la necesidad de controlar parámetros como el pH para garantizar 

la eficacia y estabilidad del extracto en formulaciones cosméticas. 

4.2 Introducción 

Uno de los aspectos fundamentales en la obtención de ingredientes activos a partir de 

fuentes vegetales es la elección del proceso de extracción, el cual debe garantizar 

condiciones que maximicen tanto la eficacia como la eficiencia del procedimiento. La 

eficiencia está relacionada principalmente con el rendimiento en la extracción de los 

compuestos de interés, especialmente aquellos vinculados con la actividad biológica 

deseada. Por su parte, la eficacia se refiere a la potencia del extracto, es decir, su 

capacidad para generar el efecto biológico esperado [1]. 

En este contexto, la optimización de los métodos de extracción resulta fundamental para 

la obtención de extractos con alta eficiencia. Dicha optimización implica la consideración 

de diversos factores clave, entre los cuales se destaca la selección del disolvente de 

extracción [2], eligiendo aquellos con mayor afinidad por los compuestos de interés y por 

tanto mayor capacidad de disolverlos. Asimismo, el método de extracción empleado debe 

permitir la reducción del volumen de disolvente y del tiempo requerido, sin comprometer el 

rendimiento ni la calidad del extracto. En este sentido, han cobrado relevancia técnicas 

como las extracciones asistidas por microondas (EAM), por ultrasonido (EAU), el uso de 

fluidos supercríticos, entre otras metodologías, que ofrecen ventajas significativas frente a 

los métodos convencionales [2,3].  

Para la evaluación de los factores previamente mencionados, es fundamental contar con 

herramientas estadísticas que permitan un análisis eficiente y riguroso, como es el caso 

de los métodos multifactoriales. Este tipo de análisis posibilita la evaluación simultánea de 

múltiples variables y sus efectos, así como las interacciones entre ellas [4]. Dentro de estos 

modelos estadísticos, existen varios que han sido utilizados para los procesos de 

extracción de material vegetales, como lo son la evolución diferencial, las metodologías de 

superficie de respuesta y las redes neuronales [5]. La selección entre estos modelos 

depende de las necesidades específicas aplicadas a la metodología de extracción 
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realizada [6]. En este contexto, es importante mantener presente que la optimización, 

aunque permite mejorar la eficiencia del extracto y contribuir a la estandarización del 

proceso [1], es sólo una de las partes que es importante considerar al obtener ingredientes 

activos de fuentes naturales.  

Otros aspectos clave para el uso de ingredientes activos naturales es su caracterización 

en términos de su estabilidad, eficacia y seguridad [7], los cuales constituyen elementos 

fundamentales dentro de la etapa de preformulación. Esta fase resulta esencial en el 

desarrollo de nuevos productos, tanto en la industria farmacéutica como en la cosmética 

[8,9]. Comenzar el proceso desde la preformulación permite aumentar la probabilidad de 

obtener productos finales estables, seguros y eficaces. Sin embargo, en la industria 

cosmética, es común que estos aspectos se evalúen únicamente en etapas avanzadas, 

cuando el producto se encuentra prácticamente formulado, en concordancia con los 

lineamientos propuestos por organizaciones como Cosmetic Europe y otras asociaciones 

internacionales [10,11].  Este enfoque, no obstante, puede subestimar la importancia de 

iniciar el desarrollo con un conocimiento profundo y detallado de los ingredientes activos, 

elemento clave para el éxito del producto final [12].  

En el marco anteriormente descrito, los estudios de estabilidad de un ingrediente activo 

deben contemplar diversas condiciones, tanto aquellas a las que potencialmente podría 

estar expuesto durante el desarrollo y uso del producto, como condiciones extremas que 

permitan identificar las posibles reacciones químicas que dicho ingrediente puede sufrir. 

Entre las variables comúnmente evaluadas se encuentran los cambios de temperatura, 

pH, exposición a la luz, presencia de agentes oxidantes, entre otros [9]. La información 

generada a partir de estos estudios proporciona elementos clave para analizar los posibles 

cambios que puede experimentar el ingrediente activo dentro del producto final, 

permitiendo así anticipar, prevenir o mitigar dichos efectos. 

Este capítulo tiene como objetivo la optimización del método de obtención del extracto 

hidroetanólico (EH) de semillas de cholupa mediante un modelo de superficies de 

respuesta. Asimismo, se evaluó la actividad fotoprotectora del extracto sobre 

queratinocitos y su estabilidad bajo condiciones de estrés, con el fin de aportar información 

relevante para su posible incorporación en productos cosméticos fotoprotectores. 
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4.3 Metodología 

4.3.1 Materiales y equipos 

Se usó etanol al 99.8% (PanReac Applichem) y n-hexano (Panreac Applichem®) para las 

extracciones asistidas por ultrasonido. La evaluación de la actividad fotoprotectora in vitro 

se realizó con etanol grado espectroscópico (Uvasol®,Sigma-aldrich®); para la 

cuantificación por UHPLC se emplearon acetonitrilo grado HPLC (MERCK®), acido fórmico 

RA (Carlos Erba) y agua desionizada (Milli-Q System Millipore®). Se empleó resveratrol 

Ó99% (HPLC) (Sigma aldrichÈ) como estándar analítico. Para los ensayos de estabilidad 

se utilizó ácido clorhidrico al 37% (MERCK®), hidróxido de sodio (MERCK®) y peróxido de 

hidrógeno (Biopharchem®). Los ensayos celulares se realizaron en queratinocitos 

humanos inmortalizados HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493), en medio de cultivo 

DMEM (Dulbeccoôs modified Eagleôs medium), SFB, penicilina, estreptomicina y WTS-8 

(Dojindo Molecular Technologies Inc.). 

Las extracciones se llevaron a cabo en un Ultrasonido Elmasonic EASY E30H (Elma®) con 

capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W. Por otra parte, para el análisis 

de fotoprotección en celda se utilizó un espectofotómetro Shimadzu UV-1800. 

Para el análisis por UHPLC-DAD/ELSD se utilizó un cromatógrafo líquido de ultra alta 

presión (UHPLC) Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex 

Ultimate 3000RS, acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 

3000 y un detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD) Sedex 85 con operación a 

80°C y una presión de 40psi. 

Como fuente de irradiación de luz UV para los ensayos sobre HaCaT se utilizó un sistema 

de radiación UV Bio-sun (Vilber Lourmat). 

Para la determinación del pH fue utilizado un pHmetro HANNA ® instruments edge® pH 

(HI2002), con un electrodo de pH de referencia HI10530. 

Para los análisis de fotoestabilidad, se utilizó una cámara de fotoestabilidad desarrollada 

al interior del grupo de investigación de Sistemas de Liberación Controlada de Moléculas 

Biológicamente Activas. 
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4.3.2 Material vegetal 

Las semillas de cholupa (Passiflora maliformis) fueron suministradas por la empresa 

despulpadora de alimentos Frucamps® ubicada en Neiva, Huila.  Éstas se mantuvieron en 

cadena de frío después de ser separadas de la pulpa. Posteriormente, se sometieron a 

lavado, secado a temperatura ambiente, molienda y tamización, seleccionando el material 

vegetal con un tama¶o inferior a 850ɛm. Este material se llevó a maceración dinámica con 

n-hexano para desengrasarlo en una relación material:solvente 1:10 (p/v), realizando tres 

volúmenes independientes de n-hexano. Posteriormente, se secó y se empleó para las 

extracciones asistidas por ultrasonido. 

4.3.3 Extracción asistida por ultrasonido (EAU) 

Obtención del extracto preliminar 

Las condiciones establecidas para la obtención del extracto preliminar se basaron en lo 

reportado en estudios previos [13,14], partiendo de una relación 1:10 entre el material 

vegetal y el solvente de extracción, con un porcentaje de etanol del 70%, temperatura de 

30°C y un tiempo de extracción de 10 min. 

Diseño experimental 

Se utilizó un diseño central compuesto rotacional (DCCR) para evaluar el efecto del 

porcentaje de etanol, la temperatura y el tiempo (Tabla 4-1). El diseño factorial 32 se aplicó 

considerando ocho ensayos (-1 y +1), seis puntos centrales y seis puntos axiales (-Ŭ y Ŭ) 

(-1.682 y +1.682) para un total de 20 experimentos. 

Tabla 4-1 Variables y niveles empleados en el diseño central compuesto rotacional 
(DCCR) para la optimización de la extracción de semillas de Passiflora maliformis. 

FACTORES (-)Ŭ -1 0 1 (+)Ŭ 

% Etanol 39.8 50 65 80 90.2 

Temperatura (°C) 33 40 50 60 67 

Tiempo (min) 8.2 15 25 35 41.8 
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Procedimiento de extracción asistida  

Para el proceso de extracción, se utilizaron 2,5g de material vegetal previamente 

desengrasado y tamizado (Tamiz N.20), los cuales se mezclaron con 25 mL de la mezcla 

hidroetanólica correspondiente, en tubos de centrífuga de 50 mL. Se mantuvo una relación 

constante de material vegetal:solvente de 1:10 (p/v) en todos los ensayos. La extracción 

se realizó bajo las condiciones de porcentaje de etanol, tiempo y temperatura establecidas 

en el diseño experimental (Tabla 4-1). Posteriormente, los sobrenadantes obtenidos fueron 

filtrados por gravedad y concentrados a presi·n reducida a 40 ÁC. El extracto resultante 

fue congelado y finalmente liofilizado con el fin de obtener un producto seco y cuantificable. 

Este extracto fue empleado en la evaluación de las variables de respuesta 

correspondientes a la cuantificación del contenido estilbenos totales y al factor de 

protección solar (FPS). 

4.3.4 Cuantificación del contenido de estilbenos totales (CET) 

La cuantificación del contenido de estilbenos totales (CET) se llevó a cabo mediante 

cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de diodos 

(UHPLC-DAD). Como fase estacionaria se empleó una columna Phenomenex® Kinetex 

C18 (100 mm Ĭ 2.1 mm, 2.6 Õm), mantenida a una temperatura constante de 50 ÁC. El flujo 

del sistema se estableci· en 0.5 mL/min y el volumen de inyecci·n fue de 2 ÕL. Las 

muestras fueron evaluadas a una concentración de 2mg/mL. La separación cromatográfica 

se realizó utilizando un sistema de elución en gradiente, descrito en la Tabla 4-2, con un 

tiempo total de análisis de 18 minutos. 

Para la cuantificación, se utilizó resveratrol como estándar analítico. Se preparó una curva 

de calibraci·n de once puntos con concentraciones comprendidas entre 1.5 ɛg/mL y 

300 ɛg/mL. La detecci·n se realiz· a una longitud de onda de 320 nm, utilizando un rango 

de adquisici·n de 200 a 450 nm. 
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Tabla 4-2 Gradiente de elución empleado para la cuantificación por HPLC del CET en 
semillas de Passiflora 

Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

% Fase móvil A   Ac. 
Fórmico (0.5%) 

% Fase 
móvil B 

ACN 

0 0.5 90 10 

8 0.5 83 17 

11 0.5 65 17 

15 0.5 15 30 

18 0.5 15 10 

 

Esta metodología de cuantificación se validó según los estándares establecidos por la guía 

de la conferencia Internacional de Harmonización (ICH) [15], teniendo en cuenta los 

siguientes parámetros:  

Linealidad: Se evaluó la linealidad del método mediante la construcción de tres curvas de 

calibración independientes, relacionando el área bajo la curva con la concentración de 

resveratrol en el rango de 1.5 ɛg/mL a 300 ɛg/mL. Para verificar la adecuaci·n del modelo 

lineal en el intervalo seleccionado, se realizaron pruebas estadísticas de falta de ajuste 

(lack of fit) y pruebas t de Student, con el objetivo de confirmar la validez de la regresión 

lineal en dicho rango. 

Precisión: Para la determinación de la precisión se tuvieron en cuenta dos niveles: 

repetibilidad, evaluada por medio de la inyección de tres concentraciones de la curva por 

triplicado en un mismo día; y precisión intermedia, para la cual se evaluaron tres 

concentraciones de la curva por triplicado en tres días consecutivos. 

Exactitud: este parámetro se determinó por medio del porcentaje de recuperación obtenido 

del estándar, después de realizar la adición de una concentración conocida a una solución 

del extracto. La determinación del porcentaje de recuperación se realizó por medio de la 

Ecuación 4-1 

 
ὙὩὧόὴὩὶὥὧὭĕὲ Ϸ  

ὅέὲὸὩὲὭὨέ ὸὩĕὶὭὧέ

ὅέὲὸὩὲὭὨέ ὩὼὴὩὶὭάὩὲὸὥὰ
 ὼ ρππ 

(4-1) 
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Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ): La determinación del LOD y 

del LOQ fue realizada llevando a cabo el procedimiento descrito por Quattrocchi[16]. Para 

ello se realizó una curva de regresión tomando cuatro concentraciones por debajo de la 

curva de linealidad (0.125µg/mL, 0.25 µg/mL, 0.5 µg/mL y 0.75 µg/mL), las cuales fueron 

inyectadas por triplicado y construidas dos curvas: la curva A, correspondiente a la 

concentración vs el área; y la curva B, construida a partir de la desviación estándar de cada 

punto vs. el área obtenida. A partir de estas curvas se realizó el cálculo del LOD y LOQ por 

medio de la Ecuación 4-2 y Ecuación 4-3 respectivamente, donde b corresponde a la 

pendiente de la curva de linealidad, Ybl al intercepto de la curva A y Sbl al intercepto de la 

curva B. 

 
ὒþάὭὸὩ ὨὩ ὨὩὸὩὧὧὭĕὲ ὒὕὈ  

ὣ σ Ὓ

ὦ
  (4-2) 

 
ὒþάὭὸὩ ὨὩ ὧόὥὲὸὭὪὭὧὥὧὭĕὲ ὒὕὗ  

ὣ ρπ Ὓ

ὦ
  

(4-3) 

Para el CET, se consideraron todos los picos cromatográficos que presentan un espectro 

de absorción de tipo estilbenoide, los cuales se expresaron como miligramos equivalentes 

de resveratrol/ g extracto seco. Todas las muestras se prepararon por triplicado, disueltas 

en una mezcla acetonitrilo:agua (1:1), llevadas a una concentración de 2mg/mL y filtradas 

por una membrana de 0.22ɛm antes de ser inyectadas. 

4.3.5 Determinación del factor de protección solar (FPS) in vitro 

La determinación del FPS se realizó según lo descrito en la Sección 3.1.2.  

4.3.6 Determinación de la fotoprotección en HaCaT  

El ensayo de fotoprotección realizado en queratinocitos humanos inmortalizados (HaCaT) 

lo realizó el Grupo de Investigación en Sustancias Bioactivas (GIBS) de la Universidad de 

Antioquia. 



Capítulo 4 147 

 

 

En primer lugar, para la determinación de las concentraciones a evaluar en los ensayos de 

fotoprotección, se llevó a cabo un ensayo de toxicidad sobre HaCaT. Para esto, los HaCaT 

fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO2, en un medio de cultivo DMEM (Dulbeccoôs 

modified Eagleôs medium) suplementado con un SFB (10%), penicilina (100U/mL) y 

estreptomicina (100µg/mL). De acuerdo a lo descrito en Castañeda [17].La citotoxicidad 

del extracto sobre HaCaT, después de 24 horas de tratamiento, se evaluó en nueve 

concentraciones en un rango de 3.91µg/mL a 1000µg/mL en placas de 96 pozos, con una 

densidad celular de 1.0E4 células por pozo. La viabilidad celular se determinó mediante el 

ensayo CCK-8, con el uso del reactivo WST-8, el cual reacciona con las deshidrogenasas 

celulares para la producción de formazan, el cual es un producto amarillo que permite la 

determinación espectrofotométrica de la viabilidad; de esta manera, la concentración de 

formazan producido es directamente proporcional al número de células viables[18]. La 

viabilidad celular se calcula por medio de la Ecuación 4-4 donde Abs es la absorbancia 

determinada a 450nm y el control corresponde a las células que no fueron tratadas con la 

muestra. Para detalles de los procedimientos consultar [19]. 

ὠὭὥὦὭὰὭὨὥὨ ὧὩὰόὰὥὶ 
ὃὦί  ὃὦί

ὃὦί ὃὦί
  

(4-4) 

El ensayo de citotoxicidad permitió la selección de cuatro concentraciones (3.91µg/mL, 

7.81µg/mL, 15.63µg/mL y 31.25µg/mL) las cuales fueron evaluadas en el ensayo de 

fotoprotección en UVB. 

Brevemente, la metodología llevada a cabo para este ensayo consistió en la evaluación de 

la prevención de la muerte celular ocasionada por la radiación UVB. Para esto, los HaCaT 

fueron cultivados con las condiciones previamente planteadas para el ensayo de 

citotoxicidad. 

El efecto fotoprotector se evaluó mediante la prevención de la muerte celular inducida por 

radiación UVB en células HaCaT sembradas en placas de 96 pozos (1.0E4 células/pozo). 

Las células se trataron durante 24 horas a las concentraciones previamente seleccionadas. 

Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se expusieron a radiación UVB (70 

mJ/cm²) utilizando un sistema UV Bio-Sun (Vilber Lourmat, Francia). Tras 24 horas de 

incubación a 37°C y 5% COϜ, la viabilidad celular se determinó mediante el ensayo CCK-
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8. El efecto fotoprotector se calculó comparando la viabilidad de las células tratadas y 

sometidas a radiación con controles no tratados y sometidos o no a UVB, empleando la 

Ecuación 4.4. 

4.3.7 Estabilidad bajo condiciones de estrés 

Para la determinación de la estabilidad del extracto optimizado bajo condiciones de estrés 

se llevó a cabo la metodología descrita por Singh y Bakshi [20] para la evaluación de 

fármacos, y lo propuesto por Echeverry [21] para la evaluación de extractos vegetales. 

Para esto se evaluaron cuatro condiciones de estrés distintas: hidrólisis neutra, hidrólisis 

ácida, hidrólisis básica, oxidación y fotólisis. El extracto se evaluó en las diferentes 

condiciones de estrés por medio de diagramas de decisión, hasta determinar una condición 

en la que se encontrara un remanente de entre el 20-80% de los estilbenos totales, con lo 

que se determinó el comportamiento del extracto bajo la condición evaluada, permitiendo 

caracterizarlo como prácticamente estable, muy estable, estable, lábil, muy lábil o 

extremadamente lábil. En cada condición, se realizó la determinación del CET en el tiempo 

cero (extracto inicial) y en el momento inmediato después de cumplida la condición 

evaluada. 

Hidrólisis 

Para el análisis del comportamiento del extracto bajo condiciones hidrolíticas neutras se 

siguieron las condiciones planteadas en la Figura 4-1, y para las hidrolisis ácida y básica 

las condiciones planteadas en la Figura 4-2.  

Para los ensayos de evaluación de las condiciones de hidrólisis se tomaron 200mg 

(hidrólisis neutra) o 400mg (hidrólisis ácido/básica) de extracto, según el caso, y se 

disolvieron en 50mL del medio (neutro, ácido o básico) correspondiente. 

Después de cumplida la condición requerida, se tomó una alícuota de 1ml a la cual se le 

realizó la determinación del pH y se le realizó la neutralización (con NaOH al 0.1N, o HCl 

al 0.1N, según sea el caso) en los casos que se requiriera; las soluciones resultantes se 

diluyeron con ACN:H2O (1:1) hasta lograr una concentración de 2mg/mL. Estas soluciones 

se filtraron por membranas de 0.22µm y se inyectaron por triplicado en el HPLC para la 

CET. 
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Figura 4-1 Diagrama de decisión para la evaluación de estabilidad en condiciones de 
hidrólisis neutra [21]. 

 

Figura 4-2 Diagrama de decisión para la evaluación de estabilidad en condiciones de 
hidrólisis ácida/ básica [21]. 
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Oxidación 

Para la determinación de la estabilidad del extracto en condiciones de oxidación, se 

tomaron 100mg del extracto que se disolvieron en 4mL de una solución de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) según el porcentaje requerido por la condición (Figura 4-3). Las 

soluciones resultantes se diluyeron con ACN:H2O (1:1) hasta lograr una concentración de 

2mg/mL. Estas soluciones se filtraron por membranas de 0.22µm y se inyectaron por 

triplicado en el HPLC para la CET. 

 

Figura 4-3 Diagrama de decisión para la evaluación de estabilidad en condiciones de 
peroxidación [21]. 

Fotólisis 

Para la evaluación de degradación bajo condiciones fotolíticas se utilizó una cámara de 

fotoestabilidad (Figura 4-4A) equipada con una fuente de luz halógena y fluorescente. En 

ésta se ubicaron cuatro placas con 20mg de extracto en cada una (Figura 4-4B). Se 

tomaron muestreos a los 10 y 30 días para cumplir la exposición planteada en la Figura 

4.5. En cada muestreo se tomaron 2mg de cada placa, las cuales se disolvieron en 1mL 

de ACN:H2O (1:1), se filtraron por membrana de 0.22µm y se inyectaron por triplicado en 

el UHPLC para CET. 



Capítulo 4 151 

 

 

 

Figura 4-4 A.) Cámara de fotoestabilidad; B.) Muestras del extracto optimizado de 
semillas de Passiflora maliformis 

 

Figura 4-5 Diagrama de decisión para la evaluación de estabilidad en condiciones de 
fotólisis [21]. 
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4.3.8 Análisis estadístico 

Las pruebas estadísticas para la validación de los parámetros de la metodología analítica 

se realizaron mediante el aplicativo validaR (Versión 1.0.3.4) del Instituto Nacional de 

Metrología (INM) (https://validar.inm.gov.co/validaR/). El diseño experimental, las 

condiciones del diseño y el análisis de datos, se realizó en el software Minitab® (Versión 

17 versión escolar, PA).  Para el análisis de los ensayos celulares se emplearon ANOVA y 

las comparaciones multiples de Dunnett en el software GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA). 

4.4 Resultados y discusión de resultados 

A continuación, se presentan los resultados correspondientes a la etapa de preformulación, 

en la que se caracteriza al extracto bajo diferentes perspectivas. Esta fase incluyó, la 

validación de la metodología de cuantificación del CET y la optimización de las condiciones 

de obtención del extracto. Para el extracto optimizado se evaluó su actividad fotoprotectora 

sobre queratinocitos y su estabilidad bajo condiciones de estrés. Los resultados obtenidos 

permitieron establecer criterios sólidos para la fase de desarrollo de la formulación 

fotoprotectora. 

4.4.1 Validación de la metodología analítica 

Para el desarrollo de la metodología analítica en HPLC empleada para la cuantificación de 

los compuestos de interés (estilbenos) se partió de la que fue planteada en el Capítulo 2 

para el análisis de los extractos de Passiflora. A esta metodología se le realizaron algunas 

modificaciones, como el aumento del flujo, aumento de la temperatura, así como el uso de 

un gradiente de elución hasta un porcentaje de ACN de máximo 30%, ya que en esta 

rampa se logró la separación de los compuestos de interés, así como una disminución en 

el tiempo de corrida, tal como lo muestra la Figura 4-6.  

https://validar.inm.gov.co/validaR/
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Figura 4-6 Cromatogramas del análisis de EH de semillas de P. maliformis a 340 nm. A.) 
Cromatograma obtenido al usar la metodología inicialmente propuesta para muestras de 
semillas de Passiflora (azul). B.) Cromatograma obtenido al usar el método modificado 

para la cuantificación del contenido de estilbenos en semillas de Passiflora (negro) 
 

El método modificado se aplicó para el análisis de los EH de las semillas de Passiflora 

evaluados en los capítulos anteriores, evidenciando una mejor separación para el EH de 

cholupa (P. maliformis), y para los demás EH de semillas que cuentan con estilbenos como 

componentes principales como lo son granadilla (P. ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis), 

maracuyá (P. edulis var. flavicarpa) y badea (P. quadrangularis), tal como lo muestra la 

Figura 4-7. 

 

Figura 4-7 Cromatogramas de los EH de semillas de Passiflora a 340nm bajo la 
metodología desarrollada la cuantificación de estilbenoides en semillas. De abajo hacia 

arriba:  Cholupa (P. maliformis), granadilla (P. ligularis), badea (P. quadrangularis), 
gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuyá (P. edulis var. flavicarpa). 
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La longitud de onda de cuantificación y visualización seleccionada fue 320 nm, ya que a 

esta longitud es posible monitorear adecuadamente los diferentes compuestos 

identificados como estilbenos. En la Figura 4-8 se observa la presencia de piceatanol (1), 

trans-resveratrol (3), scirpusina B (5) y el cyperusphernol B (6), éstos últimos corresponden 

a dímeros y trímeros del piceatanol. Estos compuestos han sido previamente reportados 

en estudios similares [22]. También se observa la presencian de dos compuestos tipo 

estilbeno no identificados (2 y 4). 

 

Figura 4-8 Cromatograma de EH de semillas de cholupa (P. maliformis). Se da la 
numeración y espectro UV correspondiente a cada compuesto descrito. 

Una vez definida la metodología cromatográfica a utilizar, se realizó la evaluación de los 

diferentes parámetros establecidos para la validación del método analítico, basado en los 

criterios establecidos por la ICH.  
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En primer lugar, se realizó la evaluación de la linealidad, tal como se muestra en la Tabla 

4-3, para la cual se evaluó la relación lineal entre el área bajo la curva y la concentración 

de las muestras de resveratrol utilizadas. Las tres curvas independientes evaluadas 

presentaron un porcentaje de correlación superior a 0.999. Así mismo se realizaron las 

pruebas de hipótesis por medio de la determinación del valor t, en las cuales se evaluaron: 

la pendiente, donde se rechazó la hipótesis nula (H0) de que la pendiente es igual a cero; 

el intercepto, donde se aceptó de la H0 que el intercepto es igual a 0; y finalmente, se 

demostró que existe correlación entre la concentración (X) y el área bajo la curva (Y), al 

rechazar H0. Todas las pruebas estadísticas aplicadas fueron utilizadas con un grado de 

confianza del 95%, con un modelo de regresión lineal. 

Tabla 4-3 Parámetros de linealidad evaluados para la curva de calibración de resveratrol 
evaluado a 320nm. 

Rango 
evaluado 
(µg/mL) 

Ecuación de 
regresión 

Coeficiente 
correlación 

(R2) 
Parámetro H0

a tcal
 ttab

b Decisión 

1.5-300 
Y = 0.3297X - 

0.4262 
0.9996 

Pendiente b=0 222 2.04 Rechazo H0 

Intercepto a=0 -1.99 2.04 Aceptación H0 

Regresión 
No correlación 

entre X y Y 
221.9 2.04 Rechazo H0 

a Hipótesis nula 

b Valor t de dos colas; grados de libertad=31; Ŭ=0.05 

 

Para la determinación de la precisión, se tomaron tres valores de concentración: un punto 

bajo, un punto medio y un punto alto de la curva de calibración, tal como se muestra en la 

¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.. Es posible observar que, tanto para la r

epetibilidad, como en la precisión intermedia, se obtuvieron coeficientes de varianza 

inferiores al 5%, que es el límite establecido por ICH. 

Tabla 4-4 Datos de precisión determinados para la curva de calibración del trans-
resveratrol a 320nm 

Concentración 
(µg/mL) 

Precisión 

Repetibilidad 
X ± %CV 

Precisión 
intermedia  
X ± %CV 

1.5 0.48±0.31 0.46±2.67 

100 32.40±0.85 32.57±1.21 

300 100.48±0.05 99.57±1.57 
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Los resultados de la evaluación de la exactitud se muestran en la Tabla 4-5 en la cual se 

observa que, en las tres concentraciones evaluadas, las cuales corresponden a tres puntos 

dentro de la curva, se obtuvo un porcentaje de recuperación de entre el 90-110%, así como 

coeficientes de variación inferiores al 5%. 

Tabla 4-5 Datos de exactitud determinados para la curva de resveratrol a 320nm 

Concentración 
(µg/mL) 

%Recuperación 
X ± %CV 

3 106.73± 3.46 

100 105.00± 1.27 

250 104.56± 1.51 

 

Por último, para la determinación del LOD y LOQ, se llevaron a cabo las curvas de las 

concentraciones por debajo del rango lineal establecido, usando concentraciones de 

0.125µg/mL, 0.25 µg/mL, 0.5 µg/mL y 0.75 µg/mL. Las curvas obtenidas son mostradas en 

la Tabla 4-6. Los valores de intercepto de cada curva (Yb y Sb, respectivamente) y las 

fórmulas ya descritas, permitieron determinar el LOD como 0.017µg/mL y el LOQ como 

0.054 µg/mL. 

Tabla 4-6 Curvas de calibración realizadas para la determinación del LOD y LOQ. 

Curva 
Eje x Eje Y Pendiente Intercepto 

A Concentración (µg/mL) 
Área bajo la 

curva (mAU*min) 

0.2454 0.0002 

B Desviación estándar (S) 0.0062 0.0017 

 

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que el método analítico 

desarrollado para la cuantificación de trans-resveratrol fue validado satisfactoriamente 

según los lineamientos establecidos por la ICH. El método demostró linealidad en el rango 

de 1.5ï300 µg/mL, con coeficientes de correlación superiores a 0.999. La precisión del 

método, evaluada tanto en términos de repetibilidad como de precisión intermedia, 

presentó coeficientes de variación menores al 5%, cumpliendo con los criterios aceptados. 
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La exactitud se corroboró mediante porcentajes de recuperación dentro del rango de 90ï

110% y bajos coeficientes de variación. Finalmente, los valores obtenidos para el LOD 

(0.017 µg/mL) y el LOQ (0.054 µg/mL) evidencian una adecuada sensibilidad del método. 

En conjunto, estos resultados confirman que el método es confiable, preciso, exacto y 

sensible para el análisis cuantitativo del CET en términos del trans-resveratrol. 

4.4.2 Optimización de la metodología de extracción 

Con el fin de optimizar el proceso de extracción, se empleó un diseño experimental, 

herramienta que permite obtener información robusta y de calidad a partir de un número 

reducido de experimentos. Este enfoque facilita además el análisis simultáneo de múltiples 

factores y de las interacciones entre ellos sobre las variables de respuesta evaluadas [23]. 

En el presente estudio, se utilizó un diseño central compuesto rotacional (DCCR) con dos 

niveles y tres factores, el cual posibilita la optimización mediante la aplicación de la 

metodología de superficies de respuesta [24,25]. 

Las condiciones seleccionadas para el DCCR se basaron en investigaciones reportadas 

en la literatura y en investigaciones previamente realizadas en nuestro grupo de 

investigación. Se fijó una relación material:solvente 1:10 (p/v), siendo ésta una relación 

que ha mostrado favorecer la extracción de diversos compuestos fenólicos [14,26,27]. En 

cuanto al tamaño de partícula, se ha observado que tamaños inferiores mejoran la 

extracción de compuestos fenólicos, ya que los tamaños (mayores a 1mm) grandes 

pueden tener aglomerados que impiden un correcto fenómeno de cavitación [28,29]. Así 

mismo, se ha reportado que los tamaño muy pequeños, o llamados finos, son difíciles de 

obtener y pueden disminuir el rendimiento de las extracciones por ultrasonido [30]. Es por 

esto que se seleccionó el uso de un tamiz N.20 (partículas <850µm) para tamizar el 

material vegetal. 

En lo que respecta a la selección de los factores a optimizar, los cuales afectan el 

rendimiento en la extracción de los estilbenos, se identificaron tres variables con influencia 

significativa, respaldadas por evidencia previa en la literatura científica. Uno de los factores 

más relevantes es el porcentaje de etanol en la mezcla extractora, dado que 

modificaciones en su concentración pueden alterar la polaridad del sistema y, en 

consecuencia, la afinidad de los compuestos objetivo por la mezcla de disolventes. La 

elección del rango de esta variable se basó en estudios previos, así como en información 
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relacionada con la solubilidad del trans-resveratrol en mezclas hidroetanólicas [13,31,32]. 

Se ha observado que este tipo de compuestos presenta una mayor solubilidad en sistemas 

con alto contenido de etanol, motivo por el cual se estableció un intervalo de 40% a 90% 

de etanol para su análisis experimental. 

El segundo factor seleccionado fue la temperatura, que ha demostrado tener una alta 

influencia, ya que su aumento favorece la extracción de compuestos tipo estilbenos. En la 

literatura, se encuentran trabajos que calientan hasta los 80°C con agitación constante 

[31]. No obstante, al seleccionar mezclas hidroetanólicas como disolventes de extracción, 

es fundamental considerar un rango de temperatura que permita conservar la proporción 

etanol:agua sin inducir la evaporación del etanol. Por ejemplo, en mezclas donde la 

concentración de etanol supera el 90%, debe tenerse en cuenta que su punto de ebullición 

es de aproximadamente 78 ÁC; superar dicha temperatura podr²a generar p®rdida del 

disolvente por evaporación, alterando así las condiciones de composición de disolventes 

inicialmente establecidas para la extracción. Diversos estudios han demostrado que es 

posible realizar el proceso a temperaturas inferiores, compensando con un mayor tiempo 

de extracción [13]. Con base en estas consideraciones, se definió un rango de 

temperatura experimental comprendido entre 30 ÁC y 67 ÁC. 

El tercer factor considerado fue el tiempo de extracción, el cual se seleccionó con base en 

antecedentes reportados en la literatura sobre la extracción de compuestos fenólicos, 

como estilbenos y flavonoides, mediante el uso de ultrasonido. Aunque algunos estudios 

han evaluado tiempos de extracción de hasta 60 minutos, se ha evidenciado que la mayor 

eficiencia en la recuperación de estos compuestos se alcanza en periodos inferiores a 40 

minutos[13]. Adicionalmente, se tuvo en cuenta el tiempo máximo de operación continua 

del equipo de ultrasonido y el riesgo potencial de daño por su uso prolongado. En 

consecuencia, se definió un rango experimental de tiempo de extracción 

comprendido entre 8 y 42 minutos. 

Con base en los factores seleccionados y los rangos previamente definidos, se llevó a cabo 

un diseño experimental central compuesto rotacional (DCCR), cuyos resultados se 

presentan en la Tabla 4-7. En dicha tabla se detallan los tratamientos realizados de 

acuerdo con las combinaciones de los niveles de los factores establecidos, así como 

experimentales las respuestas obtenidas, expresadas tanto en términos del contenido de 
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estilbenos totales (CET) como de la actividad fotoprotectora asociada a cada condición 

experimental. 

Tabla 4-7 Tratamientos llevados a cabo en el DCCR y las respuestas obtenidas. 

Tratamiento 

Factores (nivel) Respuestas 

Porcentaje 
etanol (%) 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(min) 

CETa  FPSb  

1 50 (-1) 40 (-1) 15 (-1) 7.52 ± 1.11 4.13 ± 1.12 

2 80 (+1) 40 (-1) 15 (-1) 7.50 ± 1.17 3.98 ± 0.35 

3 50 (-1) 60(+1) 15 (-1) 23.13 ± 0.91 4.95 ± 0.35 

4 80(+1) 60(+1) 15 (-1) 21.17 ± 1.44 6.53 ± 0.70 

5 50 (-1) 40 (-1) 35(+1) 14.33 ± 0.86 3.73 ± 0.43 

6 80(+1) 40 (-1) 35(+1) 11.82 ± 0.93 4.83 ± 0.49 

7 50 (-1) 60(+1) 35(+1) 32.48 ± 1.98 7.23 ± 0.74 

8 80(+1) 60(+1) 35(+1) 34.13 ± 1.89 7.60 ± 0.32 

9 39.77 (-Ŭ) 50 (0) 25 (0) 18.02 ± 0.25 5.68 ± 0.10 

10 90.23 (+Ŭ) 50 (0) 25 (0) 14.77 ± 1.44 5.34 ± 1.17 

11 65 (0) 33.18 (-Ŭ) 25 (0) 8.18 ± 1.50 4.17 ± 0.35 

12 65 (0) 66.82 (+Ŭ) 25 (0) 36.93 ± 1.55 8.26 ± 0.95 

13 65 (0) 50 (0) 8.18 (-Ŭ) 11.58 ± 0.62 4.65 ± 0.48 

14 65 (0) 50 (0) 41.82 (+Ŭ) 25.22 ± 2.20 5.77 ± 0.48 

15 65 (0) 50 (0) 25 (0) 22.62 ± 2.99 5.58 ± 0.80 

16 65 (0) 50 (0) 25 (0) 20.47 ± 0.63 4.53 ± 0.32 

17 65 (0) 50 (0) 25 (0) 20.24 ± 2.37 5.71 ± 0.61 

18 65 (0) 50 (0) 25 (0) 16.92 ± 1.08 6.08 ± 0.66 

19 65 (0) 50 (0) 25 (0) 19.57 ± 2.76 5.23 ± 0.47 

20 65 (0) 50 (0) 25 (0) 19.49 ± 1.63 6.30 ± 0.97 
Respuestas expresadas en promedio ± desviación estándar (n=3) 

aCET: Contenido de estilbenos totales. Expresado como mg equivalente de resveratrol/ g extracto seco. 

bFPS: Factor de protección solar determinado en celdas de cuarzo de 1cm a una concentración de 100ppm. 

 

Con base en estos resultados, se plantearon los análisis para la obtención de las 

superficies de respuesta para la optimización de los factores. Para esto, se realizó el 

análisis estadístico de cada variable respuesta de manera independiente, como se muestra 

en la Tabla 4-8 donde se observa el análisis de varianza tanto para el CET como para el 

FPS. El análisis de varianza (ANOVA) muestra que, en ambos casos, el modelo se ajusta 

a un modelo cuadrático (p<0.001) y es un modelo que puede explicar de manera adecuada 

la variación de las respuestas (falta de ajuste> 0.05 y R2= 0.9828 y 0.8680, para CET y 

FPS respectivamente).  
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Tabla 4-8 ANOVA para las variables respuesta CET y FPS.  

Fuente DF 
Contenido estilbenos totales (CET) Factor de protección solar (FPS) 

SC ECM valor-F Valor-p* SC ECM valor-F Valor-p* 

Modelo 9 1321.87 146.87 63.35 0.000* 25.0192 2.7799 7.31 0.002* 

Lineal 3 1263.7 421.23 181.7 0.000* 22.7346 7.5782 19.92 0.000* 

%Etanol 1 4.85 4.85 2.09 0.179 0.3977 0.3977 1.05 0.331 

Temperatura 1 1025.42 1025.42 442.31 0.000* 19.9803 19.9803 52.52 0.000* 

Tiempo 1 233.43 233.43 100.69 0.000* 2.3566 2.3566 6.19 0.032* 

Cuadrático 3 42.67 14.22 6.14 0.012* 1.1032 0.3677 0.97 0.446 

%Etanol * %Etanol 1 22.85 22.85 9.86 0.011* 0.0899 0.0899 0.24 0.637 

Temperatura * 
Temperatura 

1 12.19 12.19 5.26 0.045* 0.4108 0.4108 1.08 0.323 

Tiempo * Tiempo 1 4.33 4.33 1.87 0.202 0.5041 0.5041 1.33 0.276 

Interacción 
segundo nivel 

3 15.5 5.17 2.23 0.148 1.1814 0.3938 1.04 0.418 

%Etanol * 
Temperatura 

1 0.44 0.44 0.19 0.672 0.1304 0.1304 0.34 0.571 

%Etanol * Tiempo 1 0.12 0.12 0.05 0.826 0.0002 0.0002 0 0.983 

Temperatura * 
Tiempo 

1 14.94 14.94 6.44 0.029* 1.0508 1.0508 2.76 0.128 

Error 10 23.18 2.32     3.8044 0.3804     

Falta de ajuste 5 6.18 1.24 0.36 0.854 1.7865 0.3573 0.89 0.552 

Error puro 5 17 3.4     2.0179 0.4036     

Total 19 1345.05    28.8236    

SC: Suma de cuadrados; ECM: Error Cuadrado medio. CET: Contenido de estilbenos totales; FPS: Factor de protección 
solar 

*Valores significativos (p<0.05) con un nivel de significancia Ŭ=0.05 
 

A partir del ANOVA previamente mencionado se obtuvo el modelo para el CET, como se 

representa en la Ecuación 4-5, siendo un modelo de segundo orden que permite predecir 

el comportamiento del CET en el área del diseño seleccionado. 

ὅὉὝ  ρρȢψ πȢυψω ὼ πȢτωχ ὼ πȢπτω ὼ πȢππυφπὼ πȢππωςπὼ

πȢππυτψὼ πȢππρυχὼὼ πȢπππψρὼὼ πȢπρσφχὼὼ (4-5) 

Donde x1: Porcentaje de etanol; x2: Temperatura; x3: Tiempo. 

Cabe resaltar que las variables que mostraron un efecto significativo para la CET fueron la 

temperatura y el tiempo, a sus niveles lineales (p<0.05); y el porcentaje de etanol, la 

temperatura y el tiempo, a sus niveles cuadráticos. Así mismo la interacción de segundo 



Capítulo 4 161 

 

 

nivel de la temperatura y el tiempo mostró ser significativa, mientras las variables en sus 

niveles cuadráticos y las interacciones de segundo nivel, no presentaron un efecto 

significativo (p>0.05) para el CET. 

Las superficies de respuesta y gráficos de contorno correspondientes a las variables 

significativas para el CET se muestran en la Figura 4-9. La mayor concentración de CET 

se encuentra en los valores más altos evaluados, tanto para temperatura como para el 

tiempo de extracción, llegando a una CET de 40mg equivalentes de resveratrol/g extracto 

seco). Para el porcentaje de etanol se evidenció que a porcentajes entre el 50 y 70% de 

etanol se encuentra una mayor extracción de estilbenos, lo que es concordante con los 

reportes de solubilidad de este tipo de compuestos en mezclas hidroetanólicas[32]. 

 

Figura 4-9 Respuestas para CET (mg equivalentes resveratrol/g extracto seco). A.) 
Diagrama de contorno y B.) Superficie de respuesta en función de %etanol y 

temperatura; C.) Diagrama de contorno y D.) Superficie de respuesta en función de 
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%etanol y tiempo; E.) Diagrama de contorno y F.) Superficie de respuesta en función de 
temperatura y tiempo. 

En cuanto al FPS, el modelo obtenido se observa en la Ecuación 4-6 siendo también una 

ecuación de segundo orden. 

ὊὖὛ φȢφχ πȢπρτ ὼ πȢρωτ ὼ πȢπτψ ὼ πȢπππσυρὼ πȢππρφωὼ πȢππρψχὼ

πȢπππψυὼὼ πȢππππσὼὼ πȢππσφςὼὼ 
(4-6) 

Donde x1: Porcentaje de etanol; x2: Temperatura; x3: Tiempo. 

Cabe resaltar que las variables que mostraron un efecto significativo, al igual que para el 

CET fueron la temperatura y el tiempo a sus niveles lineales (p<0.05), mientras las 

variables en sus niveles cuadráticos y las interacciones de segundo nivel no presentaron 

un efecto significativo (p>0.05). 

Los gráficos de superficie de respuesta y diagramas de contorno para el FPS, se presentan 

en la Figura 4-10. Estos datos son concordantes con los datos ya reportados en literatura 

para otros procesos de extracción por maceración de semillas de Passiflora, como es el 

caso de la extracción de semillas de maracuyá (P. edulis var flavicarpa) donde se ha 

reportado un aumento de la actividad antioxidante al aumentar el valor de estas dos 

variables[13]. Es interesante observar que el porcentaje de etanol no entra como variable 

significativa para esta respuesta, ya que se esperaba una correlación entre el CET y FPS. 

Las diferencias encontradas podrían deberse a la sensibilidad de la técnica utilizada para 

la medición del FPS.  

 

Figura 4-10 Respuestas para FPS, determinado a 100µg/mL. A.) Diagrama de contorno 
y B.) Superficie de respuesta en función de temperatura y tiempo. 
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Basados en la información obtenida para las dos variables respuesta evaluadas, y por 

medio de la herramienta Response Optimizer del software Minitab®, se determinó las 

mejores condiciones de EAU son: un porcentaje de etanol del 65%, temperatura de 

extracción de 67°C y un tiempo de extracción de 42min.  

La comparación entre el extracto obtenido mediante la metodología empleada en capítulos 

anteriores, y el extracto optimizado, se evidencia una mejora significativa en el rendimiento. 

El extracto optimizado present· un contenido de estilbenos totales (CET) de 45 mg 

equivalentes de resveratrol por gramo de extracto crudo, lo cual representa un incremento 

de aproximadamente diez veces en comparación con el extracto inicial, que presentó un 

CET de 4,4 mg/g. La Figura 4-11 muestra los cromatogramas obtenidos a 320 nm para 

ambos extractos, permitiendo visualizar las diferencias cualitativas y cuantitativas. De 

forma análoga, se observó un aumento significativo en la actividad fotoprotectora, 

evidenciado por un incremento del factor de protección solar (FPS), que pasó de 2,41 en 

el extracto inicial a 9,34 en el extracto optimizado, ambos evaluados a una concentración 

de 100 Õg/mL. 

 

Figura 4-11 Cromatogramas del extracto optimizado (azul) y el extracto inicial (negro). Los 
compuestos identificados corresponden a 1: Piceatanol; 2: Estilbeno 2; 3: Trans-
resveratrol; 4: Estilbeno 4; 5: Scircupsin B. 

Es relevante señalar que los estudios disponibles sobre la extracción de compuestos 

bioactivos a partir de semillas de especies del género Passiflora son escasos, y las 

cuantificaciones de estilbenos reportadas en la literatura suelen basarse en la 

determinación global de compuestos fenólicos totales, lo cual limita la posibilidad de 

establecer comparaciones directas con los valores de estilbenos totales obtenidos en el 

presente estudio [13,31]. Además, no se encontraron antecedentes de procesos de 
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optimización dirigidos específicamente a la obtención de estilbenos en semillas de 

Passiflora maliformis. No obstante, se han reportado estudios de optimización mediante 

metodologías similares para extractos hidroetanólicos de hojas de granadilla (Passiflora 

ligularis), que son rico en flavonoides [30]. Por otro lado, se han documentado valores de 

FPS para extractos obtenidos de semillas de maracuyá (Passiflora edulis var. flavicarpa) 

mediante extracción asistida por ultrasonido, alcanzando un FPS de 11,68 a una 

concentraci·n de 1 mg/mL [13]. Estos datos permiten evidenciar que el extracto optimizado 

en el presente trabajo, con un FPS de 9,34 a una concentración considerablemente menor 

(100 Õg/mL), presenta una capacidad fotoprotectora notablemente alta 

4.4.3 Actividad fotoprotectora en HaCaT 

Una vez obtenido el extracto hidroetanólico optimizado de semillas de cholupa, se llevó a 

cabo la evaluación de su actividad fotoprotectora en queratinocitos. Esta evaluación es 

fundamental para asegurar la eficacia del extracto y, además, permite identificar posibles 

efectos tóxicos que podrían presentarse en las células de los tejidos donde será aplicado, 

en este caso, la piel. 

La Figura 4-12 muestra los resultados de citotoxicidad del extracto optimizado a diferentes 

concentraciones. Se observa que concentraciones superiores a 15.63µg/mL afectan 

significativamente la viabilidad de la línea celular evaluada, mientras que concentraciones 

superiores a 31.25µg/mL reducen en más del 50% la viabilidad de los HaCaT. Por esta 

razón, para la evaluación fotoprotectora se seleccionaron las concentraciones de 

31.25µg/mL e inferiores, priorizando así el efecto fotoprotector en dosis con menor 

potencial citotóxico. 



Capítulo 4 165 

 

 

 

Figura 4-12 Citotoxicidad sobre HaCaT de medida por el método CCK-8, 24 horas 
después de tratamiento con el EH de semillas de P. maliformis. ANOVA y test de 

comparaciones múltiples de Dunnett, respecto al control basal (células con medio de 
cultivo). ns: no significativo; * P᾽0.01; ** P᾽0.001; P᾽0.0001; P᾽0.00001. 

Al comparar estos resultados con los datos reportados en literatura, se evidencia la 

ausencia de estudios previos sobre la citotoxicidad de extractos de semillas de P. 

maliformis. Sin embargo, como se expuso en el Capítulo 2, los EH de algunas especies 

de Passifloras presentan un perfil químico bastante similar, compartiendo los mismos 

compuestos principales. Entre estas especies se encuentran Cholupa (P. maliformis), 

granadilla (P. ligularis), badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuyá 

(P. edulis var. flavicarpa), algunas de las cuales sí han sido objeto de estudios de toxicidad, 

como se discute a continuación:  

Se ha evaluado la citotoxicidad de extractos etanólicos de gulupa en distintas líneas 

celulares, que incluye leucocitos [33], fibroblastos y melanocitos [34], así como en 

queratinocitos, donde concentraciones de hasta 800µg/mL no presentaron efecto citotóxico 

[35,36]. Estos estudios han demostrado que dichos extractos no presentan efectos 

citotóxicos y, por el contrario, pueden estimular la producción de colágeno, la inhibición de 

la melanogénesis, atenuar la actividad inducida por UVB de la metaloproteinasa de matriz 

MMP-1 y la reducción de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) [35]. Estos 

hallazgos difieren de los resultados obtenidos en el presente ensayo de citotoxicidad. 
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Por otra parte, algunos de los estilbenos identificados en el EH optimizado se semillas de 

cholupa, específicamente resveratrol y piceatanol, han sido previamente evaluados en 

cuanto a su citotoxicidad en diferentes líneas celulares [37ï39]. Se ha reportado que su 

citotoxicidad varía dependiendo de la línea celular evaluada. Particularmente, el piceatanol 

estudiado en concentraciones de hasta 5µg/mL no mostró efectos citotóxicos sobre 

queratinocitos, presentando citotoxicidad solo a partir de 50µg/mL [40,41]. En cuanto al 

resveratrol, se ha documentado que concentraciones de 40µg/mL y 50µg/mL presentan 

una reducción del 50% de la viabilidad de los queratinocitos [41,42]. Es importante destacar 

que estos valores corresponden a los compuestos puros, mientras que en el extracto, las 

concentraciones de los estilbenos son considerablemente menores. Por ejemplo, en una 

concentración de 62.50µg/mL del EH de semillas de cholupa, donde se observó una 

disminución superior al 50% en la viabilidad celular, la concentración aproximada de 

piceatanol y resveratrol fueron 1,3µg/mL y 0.25µg/mL, respectivamente, es decir valores 

muy por debajo de los niveles reportados como citotóxicos. Por lo tanto, aunque el 

potencial citotóxico del EH optimizado aún requiere una evaluación más detallada, este 

estudio proporciona un primer acercamiento a las posibles precauciones que deben 

considerarse para su aplicación cosmética. 

En cuanto a los resultados obtenidos para la actividad fotoprotectora en UVB (Figura 4-12), 

se evidenció que la radiación suministrada (70mJ/cm2) reduce aproximadamente un 25% 

la viabilidad celular. Respecto al efecto del EH optimizado sobre las células irradiadas, se 

observó que, a concentraciones de 15.63µg/mL y 31.25µg/mL, las cuales no se observó 

una disminución mayor al 50% en la viabilidad de los queratinocitos, el extracto previene 

significativamente la muerte celular en comparación al control irradiado, logrando un 

incremento del 40% y el 47% en la viabilidad de las células HaCaT expuestas a radiación 

UVB, respectivamente. 
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Figura 4-13 Efecto protector del EH optimizado de semillas de P. maliformis sobre 
viabilidad de HaCaT expuestos a radiación UVB, después de 24 horas de pre-

tratamiento. Viabilidad determinada por método MTT, 24 horas después de la irradiación. 
ANOVA y test de comparaciones múltiples de Dunnett, respecto al control irradiado. ns: 

no significativo; * P᾽0.01; ** P᾽0.001; P᾽0.0001; P᾽0.00001. 

 
Al igual que en el caso de la citotoxicidad, hasta la fecha no se han reportado estudios 

sobre la actividad fotoprotectora de extractos de semillas de P. maliformis. Sin embargo, 

los mecanismos asociados a este efecto fotoprotector pueden extrapolarse a partir de 

estudios realizados para extractos de otras semillas de otras especies del género. Por 

ejemplo, se ha demostrado que el extracto de semillas de P. edulis ejercen un efecto 

fotoprotector en queratinocitos irradiados con UVB mediante distintos mecanismos, 

atribuidos a dos de sus principales compuestos, el piceatanol y la scircupsin B. Estos 

compuestos han demostrado capacidad para reducir la producción de ROS inducidas por 

la radiación UVB, así como la capacidad para incrementar la síntesis de glutatión (GSH) 

[35]. 

De manera similar, algunos de los estilbenos mayoritarios del EH optimizado se han 

reportado previamente con actividad fotoprotectora. En particular, el piceatanol y el 
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resveratrol han demostrado mediar el daño celular inducido por la radiación UV a través 

de diferentes mecanismos, incluyendo la reducción del estrés oxidativo, la disminución del 

daño causado sobre el ADN, la inhibición de la melanogénesis y efectos anti-

fotocarcinogénicos [43]. Con base en esta información, es posible decir que el efecto 

fotoprotector observado en el EH de semillas de P. maliformis puede estar mediado por 

estos compuestos (que son los mayoritarios como se mostró en el Capítulo 2) y sus 

diferentes mecanismos de acción que contribuyen a la actividad encontrada.  

4.4.4 Estabilidad bajo condiciones de estrés 

El análisis de este estudio se llevó a cabo siguiendo los diagramas de estabilidad 

propuestos por Singh y Bakshi. Para cada escenario evaluado, se inició con la condición 

de partida y, según los resultados obtenidos, se ajustó a una más severa o más leve, con 

el objetivo de alcanzar un porcentaje de degradación del CET entre el 20% y el 80%. Para 

poder analizar el comportamiento de los estilbenos presentes en el extracto se evaluó tanto 

el porcentaje de degradación de los estilbenos totales (CET) (expresado como mg 

equivalentes de resveratrol/ g extracto seco), como la abundancia relativa de los picos 

identificados como estilbenos (Tabla 4-9) esto con el fin de comparar las diferencias en la 

degradación entre ellos.  
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Tabla 4-9 Abundancia relativa de los picos identificados como estilbenos, en cada 
condición evaluada, expresada en porcentaje. 

Condición Piceatanol 
Estilbeno 

2 
Trans-

resveratrol 
Estilbeno 

4 

Scircupsin B 
/Cypheruspherol 

B 
CET 

Hidrólisis neutra 

Extracto Inicial 55.7 5.1 11.6 3.4 24.1 100.0 

Reflujo - 5 días 65.1 8.7 19.7 3.2 3.2 100.0 

Hidrólisis ácida 

Extracto Inicial 55.7 5.2 11.0 3.1 25.0 100.0 

HCl(0.1N) 
Reflujo - 8h 

66.6 2.7 17.2 10.8 2.7 100.0 

Hidrólisis básica 

Extracto Inicial 55.7 4.6 11.6 3.2 26.6 100.0 

NaOH(0.01N) - 
2h 

46.9 10.9 17.6 5.4 19.3 100.0 

Peroxidación 

Extracto Inicial 55.7 4.6 11.6 3.2 24.9 100.0 

H2O2 (3%) - 
24h 

55.8 5.3 12.2 3.6 23.0 100.0 

Fotolisis 

Extracto Inicial 55.7 4.6 11.6 3.2 24.9 100.0 

30 dias 54.8 5.9 10.4 3.7 25.3 100.0 

*todas las cantidades se encuentran expresadas en porcentaje 

Hidrólisis neutra 

La primera condición evaluada fue la hidrólisis neutra, para este ensayo se siguió el 

esquema de la Figura 4-1, haciendo ensayos de reflujos por 12 horas, 1 día, ý 2 días sin 

encontrar porcentajes de degradación superiores al 20%. Cuando se hizo el ensayo 

durante 5 días se encontró un cambio de CET de 32.95mg-eq resveratrol/g extracto seco 

a 19.08mg-eq resveratrol/g extracto seco (Figura 4-14), alcanzando una degradación del 

42% del extracto. A partir de este resultado, se determinó que el extracto es 

PRÁCTICAMENTE ESTABLE en estas condiciones. 
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Figura 4-14 Perfil cromatográfico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrólisis 
neutra (reflujo por cinco días) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul). 

Aunque todos los picos identificados como estilbenos presentaron degradación, el pico en 

el cual se encuentra la mezcla de la scircuspin B y el Cypheruspherol B (rt = 10.23) se 

degradó completamente (Tabla 4-9). Según la información reportada en literatura, el 

resveratrol, presenta muy buena estabilidad en pH ácido [44,45]. Según Robinson[46], más 

del 70% de la concentración inicial del trans-resveratrol se mantiene, en medios acuosos 

a pH neutro por más de 8 días. Esta información es concordante con lo observado en estos 

resultados, ya que los monómeros (Piceatanol y resveratrol) presentaron menor 

degradación, como lo demuestra su abundancia relativa. En cuanto al dímero y el trímero, 

es posible que la temperatura, otro de los factores incluidos en esta condición de hidrolisis 

ácida, hayan contribuido en el aumento de su degradación. Esto basado en reportes que 

señalan que la degradación de los compuestos tipo estilbenos se ve acelerada por el 

incremento de la temperatura [45,47,48]. 

 

Hidrolisis ácida y básica 

En cuanto a las condiciones de hidrólisis ácida,  se utilizó el diagrama de la Figura 4-2. En 

la condición de partida (HCl 0.1N en reflujo por 8h) se observó una degradación mayor al 

80% del CET. Al probar una condición más débil, siendo una solución 0.1N de HCl en 

reflujo por ocho horas, se verificó un cambio del CET de 35.51 mg-eq resveratrol/g extracto 
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seco a una concentración de 26.15 mg-eq resveratrol/g extracto seco (Figura 4-15). Con 

esto se consiguió una degradación del 26% del CET, clasificando el extracto como LÁBIL 

en condiciones de hidrólisis ácida.  

 

Figura 4-15 Perfil cromatográfico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrólisis 
ácida (HCl 0.1N reflujo 8h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul). 

En este caso se cuenta con un comportamiento similar al observado en la hidrólisis neutra; 

la mayor degradación se observa en el dímero y trímero, desapareciendo por completo, 

mientras los monómeros conocidos tienen una menor degradación (Tabla 4-9). Así mismo, 

en el estudio de Robinson ya mencionado, al someter el trans-resveratrol a condiciones 

ácidas, no se encontró una degradación mayor al 70% en este pH [46]. Por otra parte, el 

estudio llevado a cabo por Zupanļiļ donde evalúan la estabilidad del resveratrol en 

diferentes condiciones de pH y temperatura, argumentan que la estabilidad de este 

compuesto, que sería también aplicable al piceatanol, se debe a que las cargas positivas 

abundantes en el medio ácido protegen a los grupos hidroxilos de estas moléculas, 

evitando que en estas ocurra un proceso de oxidación por radicales [45], lo que es 

concordante con la información obtenida en esta investigación. Es importante resaltar que 

el compuesto identificado como estilbeno 2, también presentó una alta degradación en 

comparación de los otros compuestos, por lo que, aunque no se tiene claridad de la 

estructura exacta de este compuesto, se puede asumir que este cuenta con un enlace o 

algún grupo que presenta alta sensibilidad a los pH ácidos. 
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En cuando a las condiciones de hidrólisis básica, también se usó el diagrama de la Figura 

4-2. En las condiciones de NaOH 0.1N en reflujo por 8h y NaOH 0.01N a 40°C por 8hm se 

observó una degradación mayor al 80% del CET. Al someter el extracto a una solución de 

NaOH 0.01N a 25°C por dos horas, es decir las menos agresivas, se observó la 

degradación de 39.32 mg-eq resveratrol/g extracto seco a un CET de 11.70mg-eq 

resveratrol/g extracto seco, alcanzando un porcentaje de degradación del 70% del extracto 

(Figura 4-16). Por este motivo, el extracto fue clasificado como EXTREMADAMENTE 

LÁBIL en condiciones de hidrólisis básica. 

 

Figura 4-16 Perfil cromatográfico del extracto optimizado bajo condiciones de hidrólisis 
básica (NaOH 0.01N A 25°C 8h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul). 

Aunque todos los estilbenos presentes tuvieron algún grado de degradación, la abundancia 

relativa de los compuestos permitió observar que el piceatanol, la scircupsin B y el 

cypheruspherol B presentaron una mayor degradación en el medio básico (Tabla 4-9), en 

comparación de lo ocurrido en las otras condiciones evaluadas. La degradación de los 

estilbenos en medio alcalino es concordante con lo reportado en la literatura, resaltando lo 

que se ha descrito acerca de la inestabilidad del resveratrol en estas condiciones [44ï47]. 

La inestabilidad en este medio se atribuye a la deprotonación de sus grupos hidroxilos, que 

dependiendo del nivel de disociación puede llevar a obtener diferentes productos de 

degradación; el anión o aniones generados facilitan la formación de radicales libres, que 

mediante reacciones de oxidación por este mecanismo, a su vez generan diferentes tipos 

de productos [45,49], como lo son las quinonas, las cuales se forman por resonancia en 
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los dos anillos aromáticos y la cadena de butadienilo presentes en estos estilbenos [44] 

(Figura 4-17).  

De esta manera, se puede explicar la mayor susceptibilidad del piceatanol, scircupsin B y 

cypheruspherol B a las condiciones alcalinas, ya que cuentan con un mayor número de 

grupos hidroxilo en comparación con la estructura del resveratrol, lo que puede favorecer 

las reacciones de degradación mencionadas. 

 

Figura 4-17 Mecanismo de oxidación del resveratrol 

 

Oxidación 

La siguiente condición evaluada fue la oxidación, para este ensayo se siguió el esquema 

de la Figura 4-3, haciendo ensayos al 3% de peróxido de hidrógeno durante 6 horas sin 

encontrar porcentajes de degradación superiores al 20%. Cuanto las condiciones de 

oxidación se mantuvieron por 24 horas, se tuvo una disminución del CET de 39.3270mg-

eq resveratrol/g extracto seco a 28.03 mg-eq resveratrol/g extracto seco, es decir que el 

porcentaje de degradación del CET fue del 29% (Figura 4-18). Con esto se determinó que 

el extracto es ESTABLE a condiciones de oxidación. 
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Figura 4-18 Perfil cromatográfico del extracto optimizado bajo condiciones de 
peroxidación (H2O2 3% 24h) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul). 

En esta condición de estrés se evidencia que la degradación es similar para todos los 

compuestos, como lo demuestra la abundancia relativa de estos (Tabla 4-9); las 

reacciones de oxidación que se presentan están dadas principalmente por los grupos 

hidroxilos, como ya se había mencionado, que en presencia de radicales libres como los 

peróxidos pueden llevar a la formación de productos de degradación, así como lo propone 

Franciosoa [44] y como se ilustra en la Figura 4-17. Es importante mencionar que estas 

reacciones de oxidación pueden estar mediadas por la formación de distintos radicales 

que, a su vez, pueden dar lugar a la formación de diferentes productos de degradación. En 

la Figura 4-19, se proponen algunos de los radicales que pueden formarse en el 

resveratrol,  según lo reportado por Camont [50], dando lugar a productos de degradación 

diferentes a las quinonas, que pueden ser los productos finales de esta degradación 

oxidativa. Es importante resaltar que, aunque se presenten estas reacciones de oxidación, 

el extracto se clasificó como estable, lo que es concordante con lo reportado por Cordova 

[51]; esto es debido a la capacidad de los compuestos presentes en el extracto de 

estabilizar radicales libres tipo peróxido, especialmente el resveratrol y el piceatanol, 

quienes actúan como antioxidantes verdaderos mediante el mecanismo de transferir un 

hidrógeno para estabilizar este tipo de radicales. Este resultado evidencia el potencial de 

aplicación ya que los estilbenos son considerados y utilizados como compuestos con un 

muy buen potencial antioxidante para su empleo en diferentes industrias [52ï54]. 
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Figura 4-19 Radicales descritos para el resveratrol en presencia de radicales peróxido  

Fotólisis 

Para la estabilidad bajo condiciones fotolíticas, se utilizó una cámara de fotoestabilidad 

que cuenta con una fuente luz halógena y una fuente de luz fluorescente, que generan una 

radiación con un espectro que simula las condiciones dadas por el sol, cubriendo desde el 

rango UV hasta el rango IR [30]. Para el extracto se evaluaron las condiciones más 

prolongadas propuestas por Singh y Bakshi, con una exposición de las muestras durante 

30 días [21]. Pasado este tiempo, no se observó una degradación mayor al 20% de la CET 

(degradación del 7%, Figura 4-20), por lo cual se clasificó el extracto como 

FOTOESTABLE. 

  

Figura 4-20 Perfil cromatográfico del extracto optimizado bajo condiciones de fotólisis (30 
días) en el tiempo inicial (negro) y en el punto final (azul). 



176 Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 
propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

Perfilado químico de extractos de subproductos de Passifloras comerciales y 

propuesta preliminar de una formulación con actividad fotoprotectora 

 

 

La abundancia relativa de los compuestos (Tabla 4-9) evidencia que la degradación 

observada es igual para todos ellos, lo que sugiere que todos los estilbenos evaluados son 

afectados de una forma muy similar por la luz usada. En la literatura científica existen 

reportes que exhiben diferentes reacciones de degradación que pueden sufrir los 

estilbenos a causa de la luz, primando las reacciones de isomerización y de fotoxidación 

[50,55,56]. Con los resultados obtenidos en este ensayo, no se descarta la posibilidad de 

que los estilbenos puedan llegar a sufrir este tipo de reacciones, por lo que una exposición 

más prolongada, mayor intensidad de la fuente lumínica o la influencia de otros factores 

que puedan favorecer estas reacciones (agentes oxidantes, temperatura, entre otros) 

promuevan la degradación de estos compuestos. Esto último es un punto de especial 

análisis al momento de desarrollar el producto cosmético, para asegurar su eficacia y 

seguridad. 

Con los resultados bajo las condiciones de estrés evaluadas, se puede decir que el extracto 

es prácticamente estable a condiciones de hidrolisis neutra, lábil a condiciones de hidrolisis 

ácida, extremadamente inestable a condiciones de hidrólisis básica, estable a condiciones 

de peroxidación y estable a condiciones fotolíticas (fotoestable). Estas observaciones son 

fundamentales para considerar en la etapa de formulación del extracto (EH) optimizado a 

partir de semillas de cholupa.  

En primer lugar, se resalta la importancia del control del pH, ya que, como se evidenció en 

las pruebas de hidrólisis neutra, ácida y básica, el extracto mostró una mayor estabilidad 

en condiciones neutras, mientras que su estabilidad disminuyó notablemente en medios 

ácidos y fue significativamente degradado en condiciones básicas. En este contexto, la 

formulación del producto deberá contemplar mecanismos de ajuste o regulación del pH 

hacia valores neutros, que además sean compatibles con las características del tipo de 

producto que se pretende desarrollar [57].  

En cuanto a la oxidación, se evidenció que el extracto es estable a condiciones de 

peroxidación, por lo cual en la formulación se podrán incluir compuestos que disminuyan 

la posibilidad de la iniciación y propagación de reacciones de oxidación, sin incluir 

necesariamente otro tipo de agente antioxidante, a menos que otros componentes de la 

formulación lo requieran [58].  
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Por último, el extracto fue clasificado como fotoestable, lo que permite tener una mayor 

flexibilidad en cuanto al envase y almacenamiento de la formulación propuesta. Sin 

embargo, estas consideraciones serán ampliadas en el Capítulo 5. 

4.5 Conclusiones 

Se desarrolló y validó una metodología analítica para la cuantificación de estilbenos totales 

(CET) que es aplicable, no solo para los EH de semillas de cholupa (P. maliformis), sino 

también para los EH de otras especies de Passiflora donde se ha detectado también la 

presencia de estilbenos como compuestos principales, a saber granadilla (P. ligularis), 

badea (P. quadrangularis), gulupa (P. edulis var. edulis) y maracuyá (P. edulis var. 

flavicarpa).  

Así mismo se logró la optimización de un método de obtención del extracto asistida por 

ultrasonido del EH de semillas de cholupa, por medio de superficies de respuesta. Con el 

modelo obtenido se predijeron las mejores condiciones para el incremento del CET y el 

FPS, con un porcentaje de etanol del 65%, una temperatura de extracción de 62.7°C y un 

tiempo de extracción de 42min; logrando un extracto con diez veces mayor CET y un FPS 

3.8 veces mayor en comparación con el extracto obtenido inicialmente. 

La evaluación del efecto fotoprotector del EH sobre HaCaT permitió confirmar la actividad 

fotoprotectora en UVB, previamente determinada espectrofotométricamente, a 

concentraciones de 15.65µg/mL y 31.25µg/mL. 

La estabilidad del extracto optimizado fue evaluada bajo condiciones de estrés mediante 

el seguimiento de la concentración equivalente total (CET), la abundancia relativa de los 

compuestos y la identificación de variaciones en el perfil cromatográfico. Los resultados 

obtenidos permitieron establecer que el extracto presenta una alta estabilidad en 

condiciones de hidrólisis neutra, así como en condiciones de peroxidación y fotólisis, 

evidenciando su fotoestabilidad. En contraste, bajo condiciones de hidrólisis ácida y básica 

se observó una degradación significativa de los compuestos, lo que permite clasificar al 

extracto como lábil y extremadamente lábil, respectivamente. Este comportamiento pone 

en evidencia que el pH constituye un factor crítico a considerar durante el proceso de 

formulación del extracto. 
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4.8  Anexos 

Anexo 4-1 curva de calibración obtenida para la cuantificación de resveratrol 
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5.1 Resumen 

Los productos de protección solar son cada día de mayor importancia, impulsada por la 

preocupación sobre los efectos del sol en la piel. A su vez, existe un interés creciente en 

el uso de ingredientes naturales en formulaciones fotoprotectoras, debido a su potencial 

fotoprotector y antioxidante. En este capítulo se desarrolló una formulación fotoprotectora 

preliminar tipo emulgel. Para ello, mediante un diseño estadístico experimental exploratorio 

Taguchi (L8) se evaluó la influencia del polímero, la inclusión o no de dióxido de titanio 

(TiO2) y la concentración del extracto de semillas de cholupa en la formulación, sobre el 

CET, el tamaño y distribución de tamaño de gotícula (span) y el pH. Los resultados 

indicaron que el uso de Aristoflex AVS, la exclusión de TiO2 y una concentración del 0.5% 

del extracto ofrecieron las mayores condiciones de estabilidad, incluso tras ensayos bajo 

condiciones de estrés. El emugel final se caracterizó en cuanto a su CET, pH, tamaño de 

gota, span, viscosidad y FPS sin cambios significativos tras ciclos térmicos. Finalmente, 

los análisis reológicos y de texturometría, evidenciaron propiedades adecuadas para la 

aplicación tópica, con un comportamiento pseudoplástico y de alta firmeza. 

mailto:mcabezap@unal.edu.co
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5.2 Introducción 

Los productos de protección solar representan un porcentaje importante dentro del 

mercado de cuidado personal, con una tendencia de crecimiento a nivel mundial [1]; esto 

se debe a que la sociedad es cada vez más consciente de los efectos negativos de lo que 

la radiación solar puede generar, como el fotoenvejecimiento y el cáncer de piel [2]. 

Como consecuencia de ello, el desarrollo de productos fotoprotectores, específicamente 

los protectores solares, han adquirido gran relevancia. Estas formulaciones además de 

garantizar una protección efectiva frente a la radiación solar deben asegurar la estabilidad 

de los filtros seleccionados, ya sean estos físicos o químicos [3]. 

Para satisfacer estas exigencias, se han empleado diferentes formas cosméticas. Entre 

ellas, las emulsiones han sido las más utilizadas, debido a que permiten incorporar filtros 

orgánicos capaces de alcanzar altos factores de protección solar (FPS), y ofrecen, 

además, una textura agradable para su aplicación [4]. No obstante, en los últimos años 

otros formatos como geles, aerosoles y barras, han cobrado relevancia, ya que aportan 

mayor versatilidad y nuevas alternativas para atender a las demandas funcionales y 

sensoriales de los consumidores.  

Estos sistemas facilitan la inclusión de extractos naturales, los cuales, como se expuso en 

el Capítulo 1, pueden aportar mecanismos fotoprotectores y antioxidantes adicionales que 

fortalecen la actividad global del producto [5]. Se ha observado un creciente interés por el 

uso de ingredientes naturales en formulaciones fotoprotectoras, motivado por los posibles 

efectos adversos de algunos filtros químicos y su impacto ambiental [5]. En la actualidad, 

diversos protectores solares incorporan compuestos fotoprotectores derivados de fuentes 

naturales, tanto terrestres como marinas, lo que lo constituye en un mercado con alto 

potencial de crecimiento [6]. 

De esta manera, el objetivo de este capítulo es contribuir al desarrollo de una formulación 

fotoprotectora que incorpore el extracto hidroetanólico de semillas de Passiflora, 

caracterizado previamente, como uno de los ingredientes activos del sistema. 
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5.3 Metodología 

5.3.1 Materiales y equipos 

Hidroxipropilmetil celulosa (HMPC) MethocelÊ K100M (Colorcon®), Aristoflex® AVS 

(Clariant), propilenglicol grado USP(ICN Biomedicals, Inc.), propanediol (Merck®), 

hexanediol (Symdiol®68)(Symrise), ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)(Quimicos el 

Alquimista), fenoxietanol (QuiMarket), dióxido de titanio dispersado (Solaveil® CT-

12W)(Croda), Suncat® JW03 (Bio-Nest Biochemical Technology CO.), ácido cítrico 

monohidratado (Merck®) y citrato de sodio dihidratado (Merck®), se emplearon para el 

desarrollo de las formulaciones propuestas. 

Para los ensayos de fotoprotección y para la cuantificación del contenido de estilbenos 

totales (CET) se utilizó etanol al 99.5%(PanReac Applichem®). Para la determinación del 

CET se emplearon n-hexano (Panreac Applichem®), metanol grado HPLC (PanReac 

Applichem®), así como cartuchos HyperSepÊ C18 (Thermo ScientificÊ). Para la 

cuantificación por UHPLC se requirió de acetonitrilo grado HPLC (Merck®), acido fórmico 

RA (Carlos Erba) y agua desionizada (Milli-Q System Millipore®). 

En la obtención de las formulaciones se empleó un agitador mecánico RZR 2041 

(Heidolph®) y en la determinación del pH un pHmetro Orion 3 Star (Thermo ScientificÊ). 

Las extracciones se llevaron a cabo en un Ultrasonido Elmasonic EASY E30H (Elma®) con 

capacidad de 1.9L, frecuencia de 37kHz y potencia de 80W. Por otra parte, para el análisis 

de fotoprotección en celda se utilizó un espectofotómetro Shimadzu UV-1800. 

Para el análisis por HPLC-DAD/ELSD se empleó un cromatógrafo líquido de ultra alta 

presión (UHPLC) Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, con bomba cuaternaria Dionex 

Ultimate 3000RS, acoplado con un detector de arreglo de diodos (DAD) Dionex Ultimate 

3000. 

La viscosidad se determinó en un viscosímetro DV-E Viscosimeter, modelo RVDVE 

(Brookflied Engieneering). El tamaño de gota se evaluó en un analizador de tamaño de 

partícula Mastersizer 3000E, Malvern Hydro EV.  

Los ensayos de reología se realizaron en un equipo Antoon Paar MCR-92 (Anton Paar 

GmbH) y los de texturometría en un Equipo TA TX/plus® (Stable Micro Systems®). 
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5.3.2 Obtención del extracto  

El extracto hidroetanólico (EH) optimizado de semillas de cholupa se obtuvo por una 

extracción asistida por ultrasonido (EAU) según lo descrito en la Sección 4.3.3 del 

Capítulo 4, utilizando un porcentaje de etanol del 65%, temperatura de 67°C y un tiempo 

de extracción de 42min. Al extracto obtenido se le determinó el pH, dispersándolo en una 

solución acuosa 1:10; la determinación fue llevada a cabo por triplicado.  

5.3.3 Selección de la forma cosmética y excipientes de la 
formulación 

Basados en los resultados previos acerca del extracto, se realizó una revisión de las 

posibles formas cosméticas a emplear, considerando entre otros aspectos, las posibles 

inestabilidades observadas en los estudios bajo condiciones de estrés (Capítulo 4). De 

esta manera, considerando varios elementos propios de la formulación, se tomaron 

decisiones enfocadas en la calidad, eficacia y seguridad del sistema propuesto. 

5.3.4 Diseño experimental (DoE) exploratorio 

Para la selección de la formulación preliminar se realizó un DoE Taguchi de arreglo 

ortogonal de ocho experimentos (L8), con tres variables independientes en dos niveles, 

definidos como bajo (-) y alto (+) (Tabla 5-1). Los factores independientes seleccionados 

fueron dos factores categóricos (tipo de polímero e inclusión de TiO2) y un factor de tipo 

cuantitativo continuo (concentración del extracto). 

Tabla 5-1 Factores y niveles evaluados en el diseño experimental exploratorio. 

FACTOR 
NIVEL 

BAJO (-) 
NIVEL ALTO 

(+) 

Polímero 
(A) 

Aristoflex® 
AVS 

HPMC 
K100M 

Inclusión TiO2 
(B) 

SI NO 

Concentración 
extracto 

(C) 
0.5% 1.0% 
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Las variables respuesta evaluadas para este diseño experimental fueron: tamaño de gota 

(D4,3), span, pH y CET. Adicionalmente, las muestras resultantes de cada experimento se 

sometieron a un estudio de estabilidad bajo condiciones de estrés y se midieron 

nuevamente estas variables respuesta. 

Los efectos principales fueron calculados por medio de la Ecuación 5-1, donde y(+1) son 

los valores de la respuesta cuando el factor está en el nivel alto, n(+1) el número de 

observaciones con el factor en su nivel alto, y(-1) los valores de la respuesta cuando el factor 

está en el nivel bajo y n(-1) el número de observaciones con el factor en su nivel bajo. 

 
Ὁ  

Вώ

ὲ
 
Вώ

ὲ
   

(5-1) 

Para la determinación de los efectos significativos, se seleccionaron los efectos que fueran 

mayores al error experimental. Este error fue calculado por medio de la Ecuación 5-2, 

donde K es una constante en función del intervalo de confianza y el número de 

repeticiones, y Rmed corresponde al rango medio de los datos experimentales. 

 Ὁὶὶέὶ ὩὼὴὩὶὭάὩὲὸὥὰ ὑ  Ὑ   (5-2) 

El cálculo de la relación señal/ruido (S/R) es dependiente del resultado deseado para la 

variable respuesta, en este caso se busca minimizar las variables respuesta pH, tamaño y 

span, por lo que el cálculo del S/R fue llevado a cabo a través de la Ecuación 5-3 donde 

y es cada valor observado para la variable respuesta, n es el número de medidas. 

 

ὓÜί ὴὩήόὩđέ Ὡί άὩὮέὶȡὛȾὙ  ρπ ÌÏÇ  
ρ

ὲ
ώ   

(5-3) 

En el caso del CET se busca maximizar la respuesta, por lo que para el cálculo de las 

relaciones S/R se utilizó la Ecuación 5-4 donde y es cada valor observado para la variable 

respuesta, n es el número de medidas. 
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-Preparación de los emulgeles 

La preparación de los emulgeles consistió en dos etapas principales: la obtención de los 

hidrogeles y la inclusión de la emulsión sobre el hidrogel [7]. 

En el caso de los emulgeles con HPMC, el agua, EDTA y los polioles empleados fueron 

mezclados bajo agitación magnética. Posteriormente, la mezcla se calentó a 40°C y se 

incorporó el extracto, la temperatura se mantuvo hasta su completa disolución. Una vez 

disuelto, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se realizó el ajuste de pH a 6 utilizando 

ácido cítrico. Luego, se añadió la HPMC previamente humectada con propilenglicol, en 

forma de lluvia y bajo agitación magnética constante, hasta obtener un gel homogéneo. 

Este gel fue refrigerado por 24h, antes de continuar con las siguientes etapas[8]. 

Para los emulgeles con Aristoflex® AVS, se siguió un procedimiento similar. El agua, EDTA 

y los polioles se mezclaron con agitación magnética, y la mezcla fue calentada a 40°C para 

incorporar el extracto hasta su completa disolución. Después, se ajustó de pH a 6 con ácido 

cítrico y se elevó la temperatura a 60°C para proceder con la adición del polímero en forma 

de lluvia, bajo agitación mecánica. La agitación se mantuvo hasta obtener un gel 

homogéneo, el cual se dejó reposar a temperatura ambiente antes de continuar con los 

pasos siguientes. 

En ambos casos, una vez reposados los geles base (con HPMC o Aristoflex® AVS), se 

incorporó la emulsión SunCat® bajo agitación mecánica a 200 rpm, hasta formar un 

emulgel homogéneo. Posteriormente, se añadió la dispersión de TiOϜ, cuando 

correspondía, utilizando la misma agitación. Finalmente, se incorporó el fenoxietanol. Las 

formulaciones obtenidas fueron evaluadas de acuerdo con los parámetros definidos para 

las diferentes variables respuesta. 

-Determinación del tamaño de gota y span 

El tamaño gota (D4,3) y distribución del tamaño se determinaron mediante dispersión de luz 

dinámica (DLS), por medio del uso del Mastersizer [9]. Para esto, la muestra se adicionó 

en el equipo hasta lograr una obscuración entre el 9.5% y el 10.5%. Cada muestra se 

analizó mediante cinco determinaciones independientes. 
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La distribución de tamaño de gota se reportó en términos del span, que se calculó por 

medio de la Ecuación 5.5, en la cual, basados en la curva de frecuencia de distribución 

acumulada de tamaño de gotícula, d90, d50 y d10, corresponden al 90%, 50% y 10%, 

respectivamente, del área de esta curva. 

 
Ὓὴὥὲ 

Ὠ Ὠ

Ὠ
  

(5.5) 

-Determinación del pH  

Para la medición del pH, las muestras se diluyeron en agua destilada con un factor 1:10 y 

medidas en el pHmetro. Cada muestra se evaluó por triplicado. De igual forma se 

determinó el pH de los filtros UV empleados: Suncat® JW03 y dispersión de TiO2 

(Solaveil® CT-12W). 

-Cuantificación del CET 

En primer lugar, se realizó la extracción de los compuestos de interés de la formulación. 

Para esto 1g de muestra se extrajo con 20mL de etanol, empleando ultrasonido por 30 

minutos. Las muestras se filtraron y se les adicionó agua para lograr una concentración de 

etanol al 70%. A cada una, se le realizó una partición con n-hexano, realizando tres 

adiciones independientes de 5mL. La fracción de etanol al 70% se concentró a presión 

reducida. Esta fracción se resuspendió en 1mL de MeOH al 10% y se separó por un 

cartucho C18 de 1000mg, con un gradiente de MeOH:H2O, del 10 al 100% de MeOH, 

recuperando las fracciones comprendidas entre el 50% y el 70% de MeOH. Estas 

fracciones (50-70% MeOH) se combinaron y concentraron a presión reducida. Finalmente, 

cada muestra se dispersó en ACN:H2O (1:1), se filtró por membrana de 0.22µm y se 

inyectó por triplicado en el HPLC para la cuantificación del CET. 

La metodología HPLC-DAD que se empleó para la cuantificación del CET, es la que se 

detalla en la Sección 4.3.5. del Capítulo 4. 

Estabilidad bajo condiciones de estrés 

La evaluación de la estabilidad de las formulaciones se realizó por medio de ciclos 

térmicos. Las muestras se sometieron a cinco ciclos térmicos sucesivos, de 12h cada uno 

a 4°C y 40°C [9]. Una vez finalizados los ciclos térmicos, se evaluaron nuevamente las 
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variables respuesta planteadas para el diseño experimental, con el fin de realizar el análisis 

tanto en su estado inicial (T0) como después del sometimiento a estas condiciones de 

estrés, denominado post ciclos térmicos (PCT). 

5.3.5 Caracterización de la formulación seleccionada 

El emugel seleccionado fue preparado con la metodología previamente descrita. Adicional 

al ajuste de pH, este se reguló con un buffer de ácido cítrico monohidratado y citrato de 

sodio dihidratado a un pH 6, de acuerdo con el análisis del DoE.  

Para la caracterización del emulgel, se determinaron las mismas variables respuesta 

previamente determinadas, considerando el comportamiento bajo condiciones de estrés 

(ciclos térmicos),  donde se incluyeron otras caracterizaciones como la determinación de 

la viscosidad, el factor de protección solar (FPS). Finalmente, se realizó la caracterización 

perfil reológico y texturométrico , cuyos procedimientos se detallan a continuación. 

-Viscosidad 

Se determinó por medio de un viscosímetro de Brookfield. Para esto se tomaron 100g de 

muestra, se sumergió el vástago (S06) y las mediciones se realizaron a una velocidad de 

100rpm a temperatura ambiente (25°C). Esta determinación se realizó por triplicado [10]. 

-Determinación del FPS 

Se siguió el procedimiento propuesto por Dutra y colaboradores [11]. En este, 1g de 

muestra se diluyó en 100mL de etanol, se sonificó por 5 minutos y se filtró por gravedad, 

descartando los 10 primeros mililitros. Posteriormente, se tomó una alícuota de 5mL y se 

llevó a volumen en 50mL con etanol. De esta solución, de manera similar, se tomó una 

alícuota de 5mL y se llevó a 25mL con el mismo solvente.  

La determinación del FPS se realizó según lo descrito en la Sección 3.1.2., del Capítulo 

3. 

-Estudio reológico 

El comportamiento reológico se realizó por duplicado en un reómetro de cono y plato 

(Antoon Paar). En este se determinó el esfuerzo cortante y la viscosidad del emulgel frente 
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a la deformación por medio de ensayos de viscosimetría y oscilación. Para la curva de 

viscosidad y flujo reológico se utilizó un cono de 25mm de diámetro y un ángulo de 2°, con 

un espacio de 104µm. Las muestras se evaluaron a 25°C, en un rango de velocidad de 

deformación entre 1 s-1 a 100 s-1 para la determinación de la viscosidad. Para las pruebas 

de oscilación de baja amplitud en el régimen lineal se usaron las mismas condiciones, 

variando el espacio entre los platos a 2000µm y con un barrido de frecuencia entre 0.1Hz 

y 10Hz [8].  

-Texturometría 

El análisis de la textura del emulgel se determinó por medio de un análisis de perfil de 

textura (TPA).Para este ensayo la muestra se ubicó en el envase receptor y la superficie 

se niveló. Se realizó una metodología de doble compresión, por medio de una sonda 

cilíndrica de aluminio (P/35). Para el ensayo se usó una velocidad pre-prueba de1mm/s, 

una velocidad de prueba de 2mm/s y una velocidad post-prueba de 2mm/s; una distancia 

de 10mm (20% de deformación) y una celda de carga de 50kg-f [8]. 

A partir de los resultados se calculó la firmeza, siendo la máxima fuerza obtenida en la 

primera compresión; la adherencia, como el área bajo la curva del pico negativo obtenido 

después de la primera compresión; y la cohesividad, definida como la relación entre las 

áreas obtenidas debajo de la curva de la primera y la segunda compresión [12].  

5.3.6 Análisis estadístico 

El análisis del diseño de experimental Taguchi fue llevado a cabo por medio del software 

Minitab® (Versión 17 versión escolar, PA).   

5.4 Resultados y discusión de resultados 

5.4.1 Selección de la forma cosmética y excipientes de la 
formulación 

Con base en los estudios previos realizados en este trabajo de investigación, relacionados 

con las características del extracto hidroetanólico (EH) optimizado de semillas de cholupa, 

se plantearon posibles formas cosméticas para su formulación, considerando su aplicación 

como producto fotoprotector. Para esto se planteó inicialmente el perfil general del 
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producto, en el cual se busca una formulación que ofrezca protección frente a la radiación 

UVA y UVB, con inclusión del extracto de semillas de cholupa como uno de sus 

ingredientes activos. 

Aunque actualmente existen múltiples formas cosméticas para protectores solares, como 

cremas, lociones, geles, aerosoles y barras, la selección del tipo de producto debe 

orientarse a garantizar la calidad, seguridad y eficacia, para lo cual la estabilidad de los 

compuestos fotoprotectores presentes en la formulación juegan un papel fundamental [13].  

En este contexto, y considerando lo descrito en el Capítulo 4 respecto a la alta estabilidad 

del EH de semillas de cholupa en medio acuoso, en un principio la selección se enfocó en 

formas cosméticas con vehículos acuosos, como son los hidrogeles. No obstante, era 

importante tener en cuenta otros dos aspectos clave antes de seleccionar la forma 

cosmética a desarrollar. En primer lugar, los extractos naturales por sí solos no alcanzan 

los valores mínimos de FPS requeridos para cumplir con la actividad fotoprotectora, ni son 

reconocidos como filtros UV aprobados, lo que hace necesaria la inclusión de filtros solares 

aprobados, ya sean químicos o físicos[14,15]. En segundo lugar, aunque las formulaciones 

acuosas como los hidrogeles permiten vehiculizar extractos hidrosolubles, presentan 

limitaciones importantes: suelen generar productos con FPS bajo, ya que algunos filtros 

químicos solo pueden ser incluidos a bajas concentraciones, además de presentar baja 

resistencia al agua y al sudor debido a su alto contenido de agua[4]. 

Por esta razón, se optó por complementar la fotoprotección del extracto con un sistema de 

filtros químicos. Se seleccionó específicamente el sistema SunCat® JCW03, una emulsión 

W/O/W (agua en aceite en agua) estabilizado con lecitina y que contiene tres filtros: 

Dietilamino hidroxibenzoil hexil benzoato (DHHB), etilhexil triazona (EHT) y bis-

etilhexiloxifenol-metoxifenil triazina (BEMT)(Figura 5-1). Además de estos filtros químicos 

y el emulsificante, este sistema incluye agua, C12-C15 alquil benzoato, propanediol, 

fenoxietanol e hidroxiacetofenona [16]. 

Este sistema se seleccionó por emplear filtros químicos aprobados por entes reguladores 

como la comisión europea, así como por considerar las concentraciones recomendadas 

para cada uno de ellos [17]. Por otra parte, la combinación de los filtros empleados permite 

tener una fotoprotección de amplio espectro, siendo este uno de los requisitos necesarios 
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para los productos de protección solar con FPS mayores a 15 [18].

 

Figura 5-1 Estructuras de los filtros químicos presentes en el sistema W/O/W SunCat® 
JW03 

Adicionalmente, el sistema W/O/W ofrece como ventajas la inclusión de filtros químicos 

lipofílicos en matrices acuosas, como los geles, lo que permite aumentar el FPS de este 

tipo de formulaciones; mejora la estabilidad tanto de los filtros químicos como de otros 

componentes de la formulación que pueden llegar a ser reactivos con estas moléculas, 

como el extracto, considerando que este se encuentra en la fase acuosa externa de la 

emulsión y los filtros químicos en la fase oleosa interna, lo que aparentemente reduciría el 

riesgo de interacciones no deseadas entre estos [19]. Un ejemplo de las interacciones 

evitadas es la liberación de radicales libres por parte de la EHT bajo la exposición a la luz 

UV, lo que puede desencadenar reacciones oxidativas que comprometan la integridad de 

los componentes del extracto. Sin embargo, al estar estos componentes separados por el 

sistema de doble emulsión, las interacciones se reducen significativamente [20]. En cuanto 

a su aplicación, este tipo de sistemas (W/O/W) han mostrado una mayor permanencia de 

los activos fotoprotectores sobre la piel, mejorando aspectos como la resistencia al agua y 

el efecto humectante [21].  
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Teniendo en cuenta la inclusión de este sistema de filtros químicos, se seleccionó como 

forma cosmética un emugel, el cual permite incorporar el extracto en una matriz polimérica 

acuosa, al tiempo que se integran los filtros químicos emulsificados. Este tipo de sistemas 

presenta características deseables para aplicaciones tópicas, como buena extensibilidad 

y una mayor vida útil del producto [7,22]. La concentración del sistema de filtros químicos 

se fijó al 15% de la formulación ya que este porcentaje asegura un SPF in vivo de 

aproximadamente 40 [16]. 

Una vez seleccionada la forma cosmética, se definió el perfil objetivo del producto el cual 

se detalla en la Tabla 5-2, donde se incluye la descripción del producto, así como la 

información de etiquetado del mismo. Es importante mencionar que las justificaciones de 

los requisitos de calidad, el etiquetado, así como de los claims propuestos, son basados 

en la normativa propuesta por la FDA que da establece los lineamientos requeridos para 

protectores solares [23]. Otras de las consideraciones como el sistema de envase, 

condiciones del almacenamiento y transporte son basados en el análisis de estabilidad en 

condiciones de estrés del extracto, el cual se detalla más adelante con la decisión de los 

excipientes de la formulación. 
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Tabla 5-2 Perfil objetivo del producto en desarrollo. 

Descripción del producto 

Forma cosmética Emugel 

Sistema de envase-cierre/empaque Envase opaco con dispensador dosificador 

Forma de presentación Envase multidosis 

Requisitos de calidad FDA SPF>15; Protección de amplio espectro; Resistencia 
al agua 

Requisitos de calidad no definidos en 
FDA Estabilidad física, química y microbiológica 

Tiempo de vida util 36 meses bajo condiciones controladas 

Información de etiquetado 

Indicación 
Fotoprotector de amplio espectro para prevenir 

quemaduras solares y envejecimiento prematuro. 

Claims 
FPS>30; protección de amplio espectro (UVA/UVB); 
resistencia al agua; con antioxidantes naturales; libre 

de parabenos 

Población objetivo 
Adultos y jóvenes a partir de los 12 años, todo tipo de 

piel. 

Forma de uso 
Aplicación sobre piel sana 15 minutos antes de la 

exposición solar. 

Condiciones de almacenamiento 
Almacenar a temperaturas inferiores a los 30°C, 

protegido de la luz directa 

Requerimientos de transporte 
Evitar temperaturas extremas y exposición a la luz 

solar directa 

Requerimiento de manejo en uso 

Mantener cerrado cuando no se use, evitar el contacto 
con los ojos, no usar sobre piel dañada o rota, 
suspenda su uso y consulte a su médico si se 

presenta alguna reacción. 

Información al usuario 
Instrucciones detalladas de uso, advertencias sobre 

exposición solar, signos de reacción adversa y 
beneficios del producto. 

FPS:Factor de protección solar 

En cuanto al comportamiento frente a la hidrólisis, aunque el extracto presentó alta 

estabilidad en condiciones neutras, presentó degradación en medios ácidos y, 

especialmente, básicos. El pH determinado para el extracto fue de 6.05 ± 0.12, lo cual 

unido a su alta estabilidad a pH neutro, justifica que el pH de los emulgeles se ajuste a 6.0. 

Otro aspecto relevante fue la inclusión de un sistema antioxidante Estos sistemas pueden 

estar conformados por antioxidantes primarios, que interrumpen las cadenas de oxidación 

al aceptar los radicales libres y transformas en radicales menos reactivos; y secundarios, 

o preventivos, que actúan disminuyendo los factores que pueden iniciar o catalizar los 
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procesos oxidativos. Aunque el extracto mostró estabilidad frente a la peroxidación, se 

evidenció que sus principales componentes, los estilbenos, son susceptibles a 

degradación por mecanismos de oxidación mediados por factores como pH, temperatura 

y luz. Dado que no presentó una alta susceptibilidad a la oxidación en las condiciones 

evaluadas, se decidió no incluir antioxidantes primarios, pero sí incorporar un antioxidante 

secundario. Por esta razón, se incluyó el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), un 

antioxidante secundario que actúa como agente quelante de iones metálicos, estos iones 

normalmente pueden catalizar reacciones oxidativas [24,25]. Asimismo, se seleccionó el 

ácido cítrico para el ajuste del pH, que adicionalmente protege frente a la oxidación debido 

a sus propiedades como quelante [26]. En este mismo sentido, se recomienda emplear 

sistemas de envase y empaque que minimicen la exposición de la formulación y del 

extracto a la luz solar, así como sugerir condiciones de almacenamiento por debajo de los 

30°C, ya que ambos factores pueden favorecer la oxidación del extracto [27]. 

En cuanto a otras consideraciones relevantes para la formulación, se incluyó un sistema 

de cosolventes compuesto por tres polioles: propilenglicol (PG), propanediol y hexanediol. 

La selección de estos ingredientes se basó en sus múltiples beneficios para la formulación. 

En primer lugar, su capacidad para reducir la evaporación del agua en el gel, lo cual 

contribuye a mantener la presión de vapor del sistema y por consiguiente a la estabilidad 

física del producto [28]. Además, al disminuir la constante dieléctrica del vehículo acuoso, 

estos compuestos favorecen la solubilidad del extracto, que ha mostrado mayor afinidad 

por mezclas hidroetanólicas. Adicionalmente, el uso de propanediol y hexanediol aporta 

propiedades sensoriales deseables, mejorando la sensación al tacto y la experiencia de 

aplicación en la piel [29,30].  

Finalmente, como sistema preservante se eligió el fenoxietanol, debido a su amplio 

espectro antimicrobiano contra bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y levaduras [31]. 

Adicionalmente, la presencia del EDTA, contribuye a la estabilidad microbiológica de la 

formulación ya que actúa sinérgicamente con el preservante. Este efecto se debe a que el 

EDTA aumenta la permeabilidad de las membranas celulares, aumentando su 

susceptibilidad a agentes antimicrobianos, y además secuestra iones metálicos, como el 

hierro, que son esenciales para el metabolismo y crecimiento de los microorganismos [32]. 
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Una vez definidos los excipientes, se plantearon las variables de la formulación a evaluar 

en el diseño experimental. Esta selección se basó en los resultados de ensayos 

preliminares en los que se evidenció una alta variabilidad al modificar estos factores en la 

formulación. Así, se consideraron las siguientes variables de ensayo o factores, cuyos 

niveles son explicados más adelante: el polímero empleado, dado que su cambio influye 

significativamente en el perfil reológico y la estabilidad física del sistema; la inclusión de 

filtros físicos, ya que aunque pueden complementar la fotoprotección, también pueden 

inestabilizar otros componentes; y la concentración del extracto, por su potencial efecto 

sobre el FPS y la estabilidad de la formulación. En la Tabla 5-3 se presenta el resumen de 

los componentes planteados para los emulgeles que se van a elaborar para el diseño 

experimental. 

Tabla 5-3 Componentes propuestos para los emulgeles y su respectiva función 

COMPONENTE FUNCIÓN 

Polímero Agente gelificante 

Dispersión TiO2  Sistema fotoprotector 

Extracto semillas cholupa  Sistema fotoprotector 

SunCat® JW03 Sistema fotoprotector 

EDTA Agente quelante 

Propilenglicol 
Cosolvente, regulador 

humedad 

Propanediol Cosolvente 

Hexanediol Cosolvente 

Fenoxietanol Preservante 

Agua Fase dispersante 
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5.4.2 Diseño experimental exploratorio 

-Selección de los factores evaluados 

La primer variable analizada fue la selección del polímero. Existe una amplia gama que 

pueden ser empleados para la formación de geles con diferentes propiedades. Sin 

embargo, para la selección se priorizaron aquellos polímeros con mayor aplicación en 

cosméticos, debido a que sus propiedades reológicas en dispersión se correlacionan con 

el perfil sensorial obtenido en la piel. En este sentido dos de los tipos de polímeros más 

empleados en cosmética, específicamente para el desarrollo de geles y emulgeles son la 

hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y los polímeros acrílicos sintéticos[33ï35]. En cuanto a 

las HPMC se seleccionó  la K100M, que permite tener altas viscosidades con bajas 

concentraciones, alcanzando hasta 75000cps a una concentración del 2% [36]. En este 

estudio se seleccionó un porcentaje del 1.5% de HPMC K100M. En cuanto a los polímeros 

acrílicos sintéticos, uno de los más ampliamente usados son los carbopoles, sin embargo, 

estos necesitan ser neutralizados para la formación de su estructura polimérica, ya sea 

con la adición de trietanolamina o NaOH [7]. Considerando la alta degradación del extracto 

en presencia de un medio alcalino, que puede presentarse en el proceso de neutralización 

del polímero, se optó por el uso de un polímero acrílico previamente neutralizado, el 

copolímero entrecruzado de acriloildimetiltaurato de sodio y vinipirrolidona, con nombre 

comercial Aristoflex® AVS, este polímero permite la formación de geles rígidos con 

propiedades elásticas, con viscosidades hasta de 60000cps [37,38]. Se seleccionó un 

porcentaje del 1,2% para el diseño estadístico experimental. 

Otro de los factores a evaluar en el diseño fue la inclusión de filtros físicos en la 

formulación; en este caso se evaluó la inclusión de TiO2, en forma de una dispersión 

acuosa comercial (Solaveil® CT-12W). Para su inclusión se consideró que algunos 

protectores solares suelen combinar filtros químicos y físicos para asegurar una alta 

fotoprotección, así como un amplio espectro de absorción electromagnética [39]. Sin 

embargo, el uso de los filtros físicos tiene algunas consideraciones como los problemas 

que se han asociado a su tamaño de partícula, donde el tamaño nanoparticulado ha sido 

relacionado con una posible penetración en la piel y un fuerte impacto ambiental [40]. Por 

otra parte, suelen catalizar reacciones fotolíticas, promoviendo la formación de ROS y otros 

radiales libres, que pueden afectar compuestos presentes en la formulación. Para ello, 
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algunas estrategias empleadas para disminuir este efecto es el recubrimiento de estas 

partículas con diferentes materiales [41,42]. En este sentido, se evaluó el efecto de la 

inclusión de una dispersión de TiO2 recubierta con alúmina, cuyas partículas se encuentran 

en escala nanométrica (longitud entre 50-90nm y ancho entre 5-20nm) [43], tamaño que 

permite disminuir el efecto blanquecino en la piel sin tener problemas asociados con su 

penetración dérmica ya que, las nanopartículas de aproximadamente 40-50nm no 

penetran en la piel sana [44,45]. Sin embargo, resulta relevante conocer el efecto de esta 

dispersión sobre la estabilidad del sistema, razón por la cual se decidió evaluar la inclusión 

de la dispersión de TiO2 a una concentración del 5%, considerando que se busca 

complementar la fotoprotección dada por los filtros químicos y el extracto [46]. 

El último factor seleccionado fue la concentración del extracto, para el que se eligieron 

concentraciones del 0.5% y 1%. La decisión se tomó basándose en los estudios de 

citotoxicidad previamente realizados en este trabajo y  en lo reportado en la literatura para 

otro tipo de formulaciones fotoprotectoras con extractos de semillas de Passiflora, en las 

que evidenciaron que en concentraciones del 0.3% ya se observaba un incremento en el 

FPS [47].  

-Planteamiento y desarrollo del DoE 

Se planteó un diseño experimental preliminar o exploratorio, tipo Taguchi de arreglo 

ortogonal de ocho experimentos (L8). En este se evaluó la influencia de los tres factores 

ya descritos sobre la estabilidad del sistema, siendo esta la prioridad en esta etapa del 

desarrollo del producto. Es por esto que en este diseño experimental se evaluaron cuatro 

variables respuesta: estabilidad química del extracto (CET), pH, tamaño de gota y span.  

Las variables respuesta se evaluaron a cada muestra tanto en la condición inicial, como 

después del sometimiento a las condiciones de estrés (ciclos térmicos). 

Los resultados del diseño experimental se observan en la Tabla 5-4, en la cual se tienen 

los resultados de cada variable respuesta tanto en el momento inicial (T0), como post ciclos 

térmicos (PCT).  
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Tabla 5-4 Ensayos realizados en el diseño experimental y respuestas obtenidas.  

Ensayo 
Polímero 

(A) 
TiO2 
(B) 

Extracto 
(C) 

pH 
CET (mg eq. res/g 

muestra) 
Tamaño de gota (µm) span 

T0 PCT T0 PCT T0 PCT T0 PCT 

1 - - - 7.41±0.03 7.20±0.00 15.06±0.04 8.31±0.10 15.26±1.27 8.92±1.00 4.77±0.25 4.22±0.60 

2 - - + 6.42±0.06 6.25±0.04 21.01±0.07 16.09±0.07 14.08±0.33 9.47±0.26 2.33±0.02 2.33±0.03 

3 - + - 7.35±0.05 7.16±0.05 13.66±0.22 6.17±0.12 15.76±2.41 8.53±0.85 5.11±0.42 2.70±0.51 

4 - + + 6.25±0.01 6.24±0.01 19.81±0.11 15.66±0.23 10.03±0.37 10.42±0.59 2.06±0.06 2.67±0.04 

5 + - - 7.58±0.07 7.36±0.01 15.56±0.18 8.20±0.19 6.81±4.52 15.14±0.64 1.80±0.40 7.78±0.32 

6 + - + 7.53±0.02 7.31±0.03 16.10±0.17 11.43±0.04 17.04±1.69 16.06±0.76 11.20±1.00 8.65±0.37 

7 + + - 6.61±0.02 6.62±0.03 17.36±0.37 11.81±0.21 2.13±0.01 3.10±0.02 1.76±0.00 1.24±0.01 

8 + + + 6.53±0.04 6.61±0.05 17.16±0.16 13.61±0.17 35.02±2.34 26.76±0.57 30.95±0.99 22.05±0.25 

CET: Contenido de estilbenos totales;T0: Condición inicial; PCT: Post ciclos térmicos. 

 
Las muestras presentaron cambios entre el T0 y PCT, tal como era esperado, aunque 

mantienen una tendencia similar entre sus resultados. Esto también se refleja en la Figura 

5-2, en la que se observan los emulgeles en T0 y PCT; aunque después de los ciclos 

térmicos no se observan separaciones de fase, sí se evidencia un cambio de color. Las 

diferencias de color entre los emulgeles son mayores después del sometimiento a los ciclos 

térmicos, ilustrando la mayor influencia que podrían tener algunos de los factores. Es por 

ello que, se decidió realizar el análisis del diseño basado en los resultados obtenidos en la 

condición PCT [48]. 

 

Figura 5-2 Emulgeles obtenidos en el diseño experimental. A.) Condición inicial (T0); B.) 
Post exposición a los ciclos térmicos (PCT). 
























































