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RESUMEN

El presente trabajo consistio en realizar a partir de las hojas de Moringa
oleifera recolectadas en los mercados de La Paz, una extraccion con
solventes de diferente polaridad, posteriormente se realiz6 la seleccion del
extracto mayoritario a partir de un analisis fitoquimico y cromatografico,
para realizar una separacion y purificacion de flavonoides totales presentes
en este extracto de las hojas de moringa, cuantificando luego la actividad
antioxidante del extracto purificado mediante diversas técnicas y métodos
estandarizados por espectroscopia UV-Visible como: ABTS, DPPH vy
fenoles totales; también la cuantificacion de flavonoides totales. Con este
extracto se realizd una propuesta de formulacién de un gel analgésico, que

fue analizado con pruebas de control de calidad béasicas
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SUMMARY

The present work consisted in carrying out, from the leaves of Moringa
oleifera collected in the markets of La Paz, an extraction with solvents of
different polarity, later the selection of the majority extract was carried out
from a phytochemical and chromatographic analysis, to carry out a
separation and purification of total flavonoids present in this extract from
moringa leaves, then quantifying the antioxidant activity of the purified
extract through various techniques and standardized methods by UV-Visible
spectroscopy such as: ABTS, DPPH and total phenols; also the
quantification of total flavonoids. With this extract, a proposal for the
formulation of an analgesic gel was made, which was analyzed with basic

quality control tests.




Generalidades

CAPITULOI.
GENERALIDADES
1.1. Introduccion

Con el paso de los afios el ser humano ha ido aprovechando las propiedades de la materia
vegetal como alimento, remedios para dolores e incluso para recuperacion del “espiritu” de
una forma empirica, pasando los conocimientos de generacion en generacion a través de la
palabra, hasta un punto donde el hombre cuestiond el efecto real de las plantas como

remedios naturales.

Muchas de las especies vegetales eran valoradas por sus propiedades curativas en culturas
poderosas sin saber en ese momento el porqué de sus efectos, mas tarde se empez6 a
utilizar en forma de infusiones, balsamos y otros, es asi que el hombre inicia su

investigacion de los beneficios de las plantas como materia prima.

Uno de estos casos es la planta de Moringa oleifera, arbol perteneciente a la familia
Moringaceae, es nativo de las estribaciones meridionales del Himalaya y en la actualidad se
cultiva practicamente en todas las regiones tropicales, subtropicales y semiaridas del
mundo. (Foild, 2001).

Esta planta cuenta con multiples beneficios, entre ellos ayuda a resolver problemas de
seguridad alimentaria y prevenir multiples patologias asociadas a deficiencias de proteinas,
carbohidratos, minerales y vitaminas asi lo manifiestan autores como Aragén & Herrera
(2016). Siendo utiles todas las estructuras de la planta tanto a nivel nutricional como
medicinal, hojas, tallo, flores y semillas son comestibles, de sabor agradable, que se pueden
consumir crudas o cocinadas. las vainas son utilizadas como alimento, fertilizantes y

poseen propiedades medicinales.

En el presente trabajo se identificé los compuestos beneficiosos que posee las hojas de
Moringa, para lo cual se requirié del analisis fitoquimico, que comprende el estudio de
metabolitos secundarios presentes en especies vegetales, los cuales pueden ser fenoles y
polifenoles, quinonas, flavonas y flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides, aceites

esenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos, glucésidos y saponinas (Prashant, 2011)

Una vez identificadas pueden ser utilizadas en diversas areas como, por ejemplo:




Generalidades

1.2.

>

e Medicina y farmacia (anticancerigeno, antibiotica)
e Insecticidas
e En laindustria alimentaria (conservantes, pigmentos)

e En laindustria cosmética (esencias, colorantes)
Antecedentes

Oviedo & Escobar (2020), indican que la Moringa oleifera Lam. fue introducida en
Colombia, de donde fue recolecta para el estudio de las hojas fresas, semillas y raices,
con diferentes métodos de extracciones y solventes de diferente polaridad, fueron
evaluados en cromatografia de capa delgada (CCD), a partir de esta evaluacion se
establecid la actividad antibacterial de cada muestra y asi se formul6 un gel con el
extracto etandlico seleccionado por sus resultados, en percolacion en frio, presentando
finalmente el procedimiento y disefio de planta piloto con los costos de produccion.
Doménech Asensi et al. (2017), indican que la Moringa oleifera tiene la capacidad de
adaptacion en climas calurosos y pluviometrias escasas, el consumo de diferentes partes
de esta planta es comun por el elevado poder nutritivo en la lucha contra la
desnutricion, también produce efectos saludables como antioxidante y antinflamatorio o
bactericida, esta planta se incorpor6 a los alimentos como panaderia por el alto poder
nutricional en zonas de riesgo por desnutricion.

Aragon & Herrera (2016), indica que la semilla de Moringa oleifera puede ser alimento
alternativo para el engorde de pollos, por ello se evalué de manera semanal el peso y
consumo de los animales, teniendo el alimento dosificado de la semilla y se comparo
con aditivos vitaminicos, se concluyé que es una opcion viable por el gasto minimo
generado.

Gbmez Gdémez (2013), indica que a partir de la semilla de Moringa oleifera se extrajo
fracciones solubles por decoccion en solventes de diferente polaridad, demostrando que
el porcentaje de mayor rendimiento es en agua, a los extractos se realizaron el
respectivo tamizaje fitoquimico y cromatografia, evidenciando la presencia de mayor
cantidad de metabolitos secundarios estd en el extracto metandlico, finalmente se hizo
un estudio histologico de la semilla evidenciando la presencia de aceites escenciales,

alcaloides y almidones.
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» Garcia (2017), indica que el estudio busco la comparacion de actividad antioxidante y
compuestos fendlicos en las hojas de Moringa en polvo, que fueron extraidos por
diferentes solventes, los fenoles totales fueron medidos por el método de Folin-
Ciocalteu y la activad antioxidante por espectrofotometria, los resultados proyectaron
una relacion alta entre la actividad antioxidante y los compuestos fendlicos.

» Nattes & Quispe (2018), indican que las semillas de Ayrampu poseen metabolitos
secundarios, que fueron extraidos con solventes polares como agua y etanol,
posteriormente se realizd el estudio fitoquimico y la cuantificacion de actividad
antioxidante y flavonoides totales, asi también se realizaron las pruebas antibacterianas
por la prueba de Kirby-Bauer, para finalmente seleccionar el extracto adecuado en la

formulacién de producto.
1.3.  Planteamiento del problema

1.3.1. Arbol del problema

Falta de adecuado Reducida innovacion Rendimiento escaso
aprovechamiento de cultivos del proceso

) i ;

Uso inadecuado de las hojas de la

Moringa Oleifera

] ¥

Usos empiricos en la Uso incorrecto en Bajo valo; de
actualidad, sin estudio algunos remedios aprovechamiento,
previo caseros desconocimiento de
propiedades
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1.3.2. Formulacién del problema

El porcentaje de cultivo en Bolivia de la Moringa oleifera, en estos ultimos afios ha
aumentado en un porcentaje bajo, a pesar sus maltiples beneficios que tiene la planta,
ademas existe el desconcierto en la poblacion respectos de los métodos de empleo para su
consumo y uso medicinal segun el beneficio que se desea. Debido a que se basan
mayormente en usos empiricos pueden ocasionan un inadecuado manejo y aplicacion, es
asi que esta planta no cuenta con un estudio de completo de los compuestos presentes y sus
efectos secundarios que ocasiona al momento de la aplicacion, aspecto que debe ser

manejado con precaucion para el consumo y uso en algunos casos en forma directa.
1.4, Justificacion
1.4.1. Justificacion cientifica

El estudio y conocimiento de los metabolitos secundarios para la generacién de productos
naturales de beneficio para el hombre a partir de la aplicacion de técnicas y métodos de
analisis, para la determinacion de estructuras moleculares a traves de la separacion, hace
que se tenga un analisis Optimo y exhaustivo de las hojas de moringa. Este trabajo
contribuird a un mejor aprovechamiento de la composicion de las hojas de esta planta para

un aprovechamiento tecnoldgico, por medio de una propuesta de formulacion.
1.4.2. Justificacion social

El cultivo de la moringa en regiones tropicales como la amazonia boliviana, presenta un
gran beneficio para las familias que viven en esta region por las condiciones dptimas con
las que cuentan para el cultivo, por tanto, puede aprovechar sus beneficios de forma
correcta y amplia, con el andlisis fitoquimico de los metabolitos secundarios en el mismo

entorno social.
1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

Realizar la extraccion de los flavonoides mayoritarios presentes en las hojas de la especie
Moringa oleifera (Lam) y su posterior evaluacion antioxidante para la formulacion de un

producto natural.
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1.5.2. Objetivos especificos

1.6.

*Realizar la extraccion de las hojas de Moringa oleifera en solventes con diferente

polaridad a través de una extraccion solido-liquido.

*Realizar la cromatografia en columna para la separacion de flavonoides totales del

extracto mayoritario.

*Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos separados del extracto

mayoritario.

*Elaborar una formulacion terapéutica a partir del extracto con mayor presencia de

flavonoides de las hojas de Moringa como ensayo.
Alcance

Obtener una fraccién purificada de flavonoides totales, a partir del extracto de las

hojas de Moringa oleifera (Lam) y formular una propuesta de producto analgésico.
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CAPITULO 1.
FUNDAMENTO TEORICO
2.1.  Moringa (Moringa oleifera Lam.)
2.1.1. Origen

Aragon y Herrera (2016), mencionan que la moringa es originaria del Medio Oriente, en el
sur del Himalaya, noroeste de India, Pakistan, Bangladesh y Afganistan, a partir de estos
lugares se expandio en gran parte del planeta. La introduccion en América fue cerca del afio
1920, como una planta ornamental, especialmente para las cercas vivas, su crecimiento

puede darse hasta los 1800 metros sobre el nivel del mar.

Esta planta es conocido en gran parte del mundo con varios nombres segin el idioma y
paises, entre los nombres nativos se tiene: arbol del ben, ben, morango, moringa (espafol);
horseradish tree, radish tree, drumstick tree, mother's best friend, West Indian ben (inglés);
bén ailé, benzolive (francés); behenbaum (aleman); sandalo ceruleo (italiano);
moringuiero, acéacia branca (portugués); cedro (Brasil); la-banyu (Burkina Faso); paizlava
(Camerun); mlonge (Kenia); Sitachini (Nepal); Saijan, Sohanjna (Pakistan); angela
(Colombia); marango, marangon (Costa Rica); acacia, ben (Cuba); ceiba (El Salvador);
perla, perlas, paraiso blanco (Guatemala); marango, maranjo (Guatemala); ben, la

libertad (Republica Dominicana); entre otros (Arias, 2014).
2.1.2. Distribucion de la moringa

Esta planta es originaria del norte de la India con mas de 750 estudios relacionados a su
investigacion ha tenido una gran distribucion mundial siendo de gran ayuda para el
desarrollo econémico, en el &mbito nutricional y energético de animales y seres humanos
(Aragon & Herrera, 2016).

El area de distribucién natural de la Moringa oleifera es muy restringida. Lo que no
significa que sea una especie estenoica, pues posee una gran capacidad de adaptacion
ecologica. Es una especie originaria del sur del Himalaya, donde crece desde el noreste de
Pakistan (33 °N 73 °E), atravesando Nepal y norte de la India, hasta el noroeste de

Bangladesh asi como se observa en la figura 1 (Arias, 2014).
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Fuente: Parrota citado por Aragon & Herrera (2016)
Figura 1. Area de distribucion natural de la moringa.

Pérez citado por Arias (2014) manifiesta que la moringa en la actualidad se encuentra
diseminada en gran parte del planeta. En zonas de clima célido delimitadas entre el tropico
de Céncer y el de Capricornio. Como se observa en la figura 2, este cultivo se ha

establecido en diversas regiones del mundo.

. L ,.4\{“"__,\%? o B -

Fuente: Uquillas Almeida (2017)
Figura 2. Area de distribucion natural de la moringa
Como se puede evidenciar que, en Sud América, existe la presencia de esta especie. Se hizo
la reconstruccion con la siembra en Haiti. En Neiva, Colombia se entregaron miles de
plantas a la poblacion. En ICA-Perd, se sembraron alrededor de 500 hectareas para

combatir la desnutricion en la poblacion (Uquillas Almeida, 2017).
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2.1.3. Caracteristicas de la moringa
2.1.3.1.  Clasificacion taxonomica

Segin APG Il (Angiosperm Phylogeny Group) del afio 2005 (Balbir citado por Gomez

Gomez, 2013 y Uquillas Almeida, 2017), la clasificacién taxondémica de esta especie es la

siguiente:
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Subclase Dilleniidae
Clase Magnoliopsida
Orden Capparidales
Familia Moringaceae
Género Moringacea
Especie Moringa oleifera
Nombre Cientifico Moringa oleifera Lam.
M. Arbérea, M. Borziana, M. Concanensis, M.
Variedades Drouhardii, M. Hildebrandtii, M. Longituba, M.

Ovalifolia, M. Peregrina, M. Pygmaea, M.
Rivae, M. Ruspoliana y M. Stenopetala

2.1.3.2.  Descripcion botanica

La familia de Moringaceas tiene arboles que se caracterizan por tener una hoja caediza y un
tallo de corteza gomosa, ademas de ramas jovenes pelosas, con tricomas de hasta 0,3 mm,
erectos y crespos. El arbol tiene un crecimiento répido y alcanza hasta los 12 metros de

altura, con un promedio de vida de 20 afios (Arias, 2014).

Entre otra de las caracteristicas se tiene una capacidad de resistencia a la sequia y potencial
agronémico, por eso se puede cultivar en region aridas y semidaridas, esto es importante
debido a las condiciones climaticas actuales. (Garcia Fayos citado por Sanchez Pefa et al.

2013). Entre los parametros a evaluar para la identificacién de los mejores arboles se
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considera la abundancia de sus flores y el desarrollo que ha tenido (Uquillas Almeida,
2017).

Olson, Carlquist, Pérez citado por Arias (2014). Manifiesta que las especies de este género
se clasifica en tres grupos segun su forma de vida, caracteres morfoldgicos y area de

distribucion de la siguiente forma:

> Bootle tree (arbol botella): Proviene de Africa y Madagascar, son troncos gruesos
como el baobal y sus flores poseen una simetria radial, estd conformado por cuatro
especies:
= Moringa drouhardii jum
* Moringa hildebrandtii engl
* Moringa ovalifolia dinter ex benger
= Moringa stenopetala
» Slender trees (arboles esbeltos): Presentan fibras libriformes en las raices (mas
resistentes del género). Las flores presentan simetria bilateral, estdn formados por:
» Moringa oleifera
= Moringa concanensis Nimm
= Moringa peregrina forssk ex. fiori
» Sarcorhizal tree y los shrubs (arbustos tuberosos): Tienen similitud anatémica
entre ellas, estan formados por:
= Moringa borziana matt
» Moringa longituba engl
» Moringa pygmaea verd

» Moringa rivae chiov

De todas las especies de la familia Moringaceae, la especie Moringa Oleifera tiene la

mayor distribucion y naturalizada en mas paises (Anwar et al. citado por Arias, 2014).
2.1.3.3.  Caracteristicas morfoldgicas de la especie

La planta de moringa es un arbusto pequefio con una copa abierta (tipo paraguas), asi como
se observa en la figura 3, se caracteriza por tener una altura entre 5 a 10 metros y en la
madurez llega hasta los 12 metros, cuenta con un tronco poco torcido de 25 a 30

centimetros de diametro, crece rapido y resistente a la sequia (Gémez Gdémez, 2013) su
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temperatura ideal para un crecimiento 6ptimo del arbol es de 25 a 35%C, aunque puede
tolerar hasta 48*C (Doménech Asensi et al., 2017).

FuentquuiIIas Almeida (2017)

Figura 3. Plantas de Moringa
Su corteza es de color marrén claro, lisa o finamente rugosa con un sabor picante como la
del rabano. La corteza del tallo es gruesa, corchosa de color gris blanquecino (Estrada-
Hernandez et al., 2016).

Hojas

Presentan hojas del tipo compuestas y se agrupan en foliolos con 5 pares acomodados sobre
el peciolo principal y un folio en la parte terminal, como se ve en la figura 4, los foliolos
contienen laminas foliares ovaladas de un area de 200 mm? y tienen una longitud de 30 a 70
cm (Gomez Gomez, 2013), asimismo las hojas formadas doble o triplemente pinnadas, con

foliolos opuestos y sin estipulas (Arias, 2014).
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Fuente: Uquillas Almeida (2017)
Figura 4. Hojas de la Moringa
Como se puede observar en la figura 4 las hojas son pinnadas compuestas por foliolos
unidos al raquis; se caracterizan por el alto contenido de nutrientes, aminoacidos esenciales

y aceite. (Estrada-Hernandez et al., 2016).
Flores

Posee flores que estdn formadas por cinco sépalos desiguales, patentes, reflexos,
imbricados, y cinco pétalos blancos, con algin matiz rosa o rojo, desiguales, los dos
superiores mas pequefios; disco con margen entero; estambres insertados en el borde del
disco, con filamentos libres y anteras uniloculares, dorsifijas, dobladas hacia abajo, y
oblongas; ovario estipitado, lanceolado, unilocular con multitud de dvulos en dos series,

fijos en tres placentas parietales; estilo truncado en el apice (Pérez citado por Arias 2014).

Las flores son bisexuales de color blanco de 2.5 cm de diametro y 2 cm de largo con
estambres de color amarillo como se observa en la figura 5 (Falasca y Bernabé citado por
Estrada-Hernandez et al., 2016).

11



Fundamento tedrico

Fuente: Uquillas Almeida (2017)
Figura 5. Hojas de la Moringa
En regiones atemperadas florecen solo una vez al afio, pero existe casos de floracion de dos
veces por afio, diferenciado por la variacién de cambio en temperatura y precipitacion. En
el caso de mantenerse las caracteristicas climaticas florece una vez y si varia florece mas

veces (Estrada-Hernandez et al., 2016).
Fruto

El fruto es una capsula larga y dehiscente, lefiosa, tras abrirse, se separa en tres valvas
longitudinales con varias semillas con tres alas o no aladas (Arias, 2014). Cuando estan
frescas presentan textura fibrosa y humectada, ligeramente dulce pero irritante (Uquillas
Almeida, 2017).

Fuente: UuiIIas Almeida (2017)
Figura 6. Fruto de la Moringa

12
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Como se observa en la figura 6 el fruto tiene una forma lineal de grosor de 1 a 2 cm,
conformada por ligulas compuestas por 12 a 25 semillas de forma longitudinal por vaina en
frutos pequefios a medianos. Se encuentra en capsula, trivalvado, fusiforme, rostrado
(Arias, 2014). El fruto es una vaina lefiosa que puede medir de 20 a 45 cm de largo

compuesta por tres valvas (Ramos et al. citado por Estrada-Hernandez et al., 2016).
Semillas

Las semillas se caracterizan por ser aladas y carnosas, su tamafio oscila entre los 2,5a 3 cm
de largo, se cubren con una cascara color café (Figura 7), por dentro se observa el
endospermo blanco y muy oleaginoso asi lo mencionan Foild et al., Lamarck, citado por
Arias, (2014). Tiene una forma redonda y poseen tres crestas papiraceas. (Uquillas
Almeida, 2017).

TR R TV A b R BRI T AR AR AT IER T AT [6E
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Fuente: Estrada-Hernandez et al., 2016 y Uquillas Almeida, 2017

Figura 7. Semilla de la Moringa
La semilla de moringa tiene un 40% de aceite, y el perfil de acido graso del aceite indica un
73% de acido oleico, esto significa que el aceite de moringa tiene el mismo nivel de calidad
del aceite de oliva (Folkard, Sutherland citado por Enriquez Espinoza et al., 2013).

Una vez realizada la siembra los brotes salen a los 10 dias posteriores, con el riesgo del
ataque de plagas como hormigas, zompopos, orugas gedmetras y el gusano, quienes

ocasionan invasion en la planta (Uquillas Almeida, 2017).
Tallo

Segun lo reportado por Uquillas Almeida, (2017), los tallos en los primeros afios se
caracterizan por ser rectos, delgados y flexibles, pero tras el paso del tiempo se convierten

en lefiosos y fuertes.

13
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Fuente: Estrada-Hernandez et al., 2016

Figura 8. Tallo de la Moringa
La corteza es blanquecina (Figura 8), el tronco generalmente espeso e irregular en tamario y
forma; la corona es pequefia y es densa, muy pocas veces excede los 10 metros de altura
(Apaza Cora, 2016; Uquillas Almeida, 2017).

Raiz

Las plantulas desarrollan una tuberosa que es la raiz principal hinchada blanca la misma
tiene un olor acre caracteristico (Figura 9), escasa respecto a raices laterales. (Apaza Cora,
2016).

Fuente: Estrada—Hernéndez etal., 2016

Figura 9. Raiz tipica de la Moringa
La raiz principal es de tipo pivotante y globosa, su gran tamafio permite cierta resistencia a
la sequia, al realizar algin corte se produce una goma de color rojizo parduzco (Uquillas
Almeida, 2017).
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2.1.3.4. Fenologia

La fenologia varia por factores como la localizacion y variedad de la especie, es iniciado
entre los primeros meses hasta el primer afio tras su plantacién. La propagacion se puede
dar con facilidad por semilla y material vegetativo, siendo este Ultimo el mas optimo por
estacas. Las semillas carecen de periodo de latencia, estando maduras conservando la

capacidad germinativa hasta por un afio (Arias, 2014).

El porcentaje de germinacion esté en funcion de la temperatura, el sustrato, condiciones de
luz, el tiempo o las condiciones de almacenamiento, pero de forma general germina entre
cinco y quince dias, tambien existe métodos para elevar el rendimiento como sumergir en
agua 24 horas antes y otros. El sistema de reproduccién varia entre polinizaciéon cruzada
(74%) vy autopolinizacion (26%) (Arias, 2014). La misma autora menciona respecto al

crecimiento, que existe una variacion segun las condiciones de temperatura y humedad:

e Segln Odee (1998) existe algunos que miden 6 a 7 metros de altura, con una
precipitacion anual menor a 400mm.

e Parrota (1993) indica que las condiciones Optimas hacen que crezca de uno a dos
metros por afio durante los cuatro primeros afios.

e Mientras Medina et. Al. (2007) menciona un crecimiento de dos metros a sus ochos

meses

Una caracteristica fundamental de su riego es que puede ser regada con aguas de desechos,
convirtiéndola en una especie apta para el aprovechamiento de aguas sin depurar, hasta

casos de las aguas residuales (Uquillas Almeida, 2017).

La moringa es poco longeva, puede vivir 20 afios, ademas tiene un crecimiento rapido es
asi que a la vez hace un gran aporte al suelo, protegiendo de factores externos como la
erosion, la desecacion y las altas temperaturas. (Falasca & Bernabe, citado por Arias,
2014).

2.1.3.5.  Valor nutricional de las hojas de Moringa

El contenido de las hojas muestra una cantidad de nutrientes esenciales que evitan

enfermedades, ademas de todos los aminoacidos esenciales que se presenta en los cuadros
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1, 2y 3 (Gomez Gomez, 2013), estos contenidos estan sujetos a leves cambios que esta en

funcion de la variedad, estacion, clima y condicién de suelo que es cultivada la planta.

Cuadro 1. Contenido de vitaminas y minerales de la hoja de moringa

Contenido Hojas frescas (mg) Hojas secas (mg)
Caroteno (vitamina A) 6,78 18,90
Tiamina (B1) 0,06 2,64
Riboflavina (B2) 0,05 20,50
Niacina (B3) 0,80 8,20
Vitamina C 220,00 17,30
Calcio 440,00 2003,00
Carbohidratos 12500,00 38200,00
Cobre 0,07 0,57
Grasa 1700,00 2300,00
Fibra 900,00 19,20
Hierro 0,85 28,20
Magnesio 42,00 368,00
Fosforo 70,00 204,00
Potasio 259,00 1324,00
Proteina 6700,00 27100,00
Zinc 0,16 3,28

Fuente: Balbir, citado por Gémez Gomez, (2013)

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos en las hojas de moringa

Contenido Hojas frescas (mg) Hojas secas (mg)
Arginina 406,6 1325,0
Histidina 149,8 613,0
Isoleucina 299,6 825,0
Leucina 492,2 1950,0
Lisina 342,4 1325,0
Metionina 117,7 350,0
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Fenilalanina 310,3 1388,0
Treonina 117,7 1188,0
Tript6fano 107,0 425,0
Valina 374,5 1063,0

Fuente: Balbir, citado por Gémez Gomez, 2013; Mathur citado por Sanchez
Pefa et al., 2013

Cuadro 3. Comparacion con otros alimentos

Compuesto  Alimento Hojas de moringa

Vitamina A Zanahoria 10 veces mas
Vitamina C Naranja 0,5 veces mas
Calcio Leche 17 veces mas
Potasio Platano 15 veces mas
Hierro Espinaca 25 veces mas
Proteina Yogurt 9 veces mas

Comparacion con alimentos en gramos (g)
Fuente: Mathur citado por Sanchez Pefa et al., (2013)

2.1.3.6. Composicion quimica
La planta completa de la Moringa oleifera tiene propiedades aprovechadas por el ser
humano, por la presencia de compuestos reconocidos en cada parte del arbol. En el trabajo

realizado por Gémez Gomez, (2013), se registraron los componentes presentados en el

cuadro 4.

Cuadro 4. Componentes quimicos de las diferentes partes de la Moringa

Componente quimico Semilla  Tallo Hoja Flor Raiz  Corteza

4(a-L-ramnosil)

. X
bencilisotiocianato

Acidos grasos X

Afomina
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Alcaloide (moringenina)

Aminoacidos

Basorina

Dextrina

Enzimas (emulsina,
mirosina)

Espiraquina

Glicésidos (moringina)

Gomas

Pterigospemina

Quercetina

Trazas de alcaloides

Vitaminas y minerales

B-sitosterol

Fuente: Gomez Gomez, (2013)

Estudios realizados, respecto al valor nutricional y usos alimenticios de las hojas, vainas y

semillas indican valores de macro y micronutrientes que la caracterizan como una fuente

alimentaria de proteinas, grasa, calcio, potasio, hierro, caroteros, vitamina C, entre otros

(Cuadro 5). Los estudios confirman que la planta puede ser aprovechada con fines

nutricionales (Enriquez Espinoza et al., 2013).

Cuadro 5. Contenido nutricional de las hojas frescas, vainas maduras y semillas

Anélisis Proximal Hojas frescas Vainas Semillas
Humedad (%) 79,72 75,8 47,2
Proteinas (%) 5,52 7,1 17,5
Grasas (%) 1,46 1,8 15,1
Cenizas (%) 2,12 1,1 2,1
Carbohidratos (%) 11,14 14,3 18,1
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Energia (kcal/100g) 207,42 226
Calcio (mg/1009) 22,32 2,1
Potasio (mg/100g9) 11,84 12,8
Hierro (mg/100g) 24,26 1,6
Carotenos (ug/100g) 3911,52 3327,7
Vitamina C (mg/100g) 109,3 0,1

439
3,4
18,3
7,1
114,4
0,1

Fuente: Enriquez Espinoza et al. (2013)

En cuanto a las hojas secas su contenido se refleja a continuacion en porcentaje:

Cuadro 6. Contenido de hojas secas de Moringa oleifera

Contenido Porcentaje (%)
Humedad 8,4
Cenizas 12,5
Nitrégeno total 3,3
Proteinas 20,6
Fibra cruda 3,8
Extracto etéreo 9,0
Extracto no nitrogenado 45,6

Fuente: Céaceres citado por Gémez Gomez (2013)

2.1.3.7.  Propiedades bioldgicas estudiadas de la planta

Los altimos afios han aumentado los estudios referidos a las distintas actividades de los

compuestos presentes en diferentes partes de la Moringa oleifera. EI cuadro 7 presenta

resultados de estudios recientes que presentan las actividades bioldgicas de los compuestos

de esta planta en un organismo.

Cuadro 7. Propiedades descritas de Moringa en los diferentes estudios realizados

N° Parte del arbol Efecto descrito

Tipo de estudio

Inmunimodulador / antiinflamatorio

1 Corteza
vascular

Antimicrobiano bacterias

2 Hoja multiresistentes

In vitro (monocitos
humanos)

Cultivo (Gram -)
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o N o o1 b~

10

11
12

13

14

15

In vitro (hepatocitos

Hoja Antioxidante directo e indirecto .
raton)
Hoja Antioxidante en esteatosis hepatica In vivo (raton)
Hoja Antiséptico de manos (E. Coli) In vivo (humanos)
Hoja Control de la diabetes mellitus tipo 2 In vivo (humanos)
Hoja Disminuye la fatiga muscular In vivo (ratas)
Hoja Protector en intoxicacion por arsénico In vivo (raton)
Hoja, semilla,
tallo, vaina 'y Antimicrobiano (Vibrio spp. Y E. coli)  En agua contaminada
flores
Hojas Antiinflamatorio vascular In vitro (macrofagos
raton)
Semilla Antimicrobiano (E. Coli y B. subtilis)  En agua contaminada
Semilla Antimicrobiano en biofilms Biofilms
Semilla Antioxidante hepatico en dietas grasas In vivo (rat(_)n) € m,V'tm
(hepatocitos raton)
Semilla Control de la diabetes mellitus tipo 1 In vivo (rata)
Antimicrobiano bacterias Cultivo (Gram +y

Semillay vaina multiresistentes Gram -)

Fuente: Doménech Asensi et al. (2017)

2.1.3.8.  Usos de la Moringa oleifera

2.1.3.8.1. Usos industriales

Esta planta es utilizada para diversas actividades, respecto a la industria autores como
Folkard & Sutherland (2000); Madrigal & Avalos (2012), reportan en sus publicaciones los

siguientes usos:

Las hojas son utilizadas para la generacion de biogas y las hojas trituradas como
agente de limpieza.

De la corteza se extrae fibras para la elaboracion de cuerdas, esteras y felpudos,
ademas, es usado como taninos en el curtido de pieles.

La madera se extirpa un tinte azulado de uso industrial.

El tallo es usado como postes vivos para diferentes elementos de cerramiento como

alambres, vallas y otros.
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e La lefia es usada como un combustible aceptable para la cocina, presenta una
densidad media de 0,6 y poder calorifico de 4600 kcal/kg.

e Coagulante natural para el tratamiento con semilla, el consumo de agua de rios en
poblaciones del tropico, presenta turbiedad (principalmente en época lluviosa) que
deben sufrir un proceso de purificacion con la utilizacion de coagulante.

e Se ha investigado el potencial de la semilla triturada de Moringa Oleifera, como
alternativa viable para reemplazar al coagulante quimico Sulfato de Aluminio
(alumbre). El proceso es simple, las vainas se hacen secar en el arbol, la semilla se
desvaina y se tritura, posteriormente se debe tamizar, como si fuera harina.

e El polvo de la semilla al mezclarse con el agua produce proteinas solubles con carga

neta positiva en dosis de entre (1-3%) actda como polielectrolito canénico.

En la figura 10, se presenta un resumen de los usos que se le da a la planta de Moringa.

‘ Partes de Moringa y sus usos ‘

| Semiillas || Vastago || Raices || Corteza || Hojas II Tallos || Brotes |
Tintes,
taninos y uso Alimentacion Animal
[ semilas || Cascaras | medicinal
Factores de
Combustible crecimiento
Usos
Consumo humano medicinales
| Harina | I Aceite I Usos medicinales
Uso en cocina,
rpedmmae
animal Floculantes

Purificacion
de agua

Fuente: Foidl et al, citado por Canett-Romero et al. (2014)
Figura 10. Usos potenciales de la moringa

2.1.3.8.2. Usos medicinales

Ademas de los usos industriales la planta de la moringa también es usado para la medicina,

Gbmez Gomez (2013) reporta los siguientes usos mas sobresalientes:

R/

s Se usa de forma medicinal toda la planta como remedio para ascitis, asma,
catarro, colera, convulsiones, disenteria, dolor de oido, dolor dental, entre

otros.
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«» Los frutos son considerados afrodisiacos, asimismo se utiliza en el trastorno

de higado, la infusion de sus semillas es purgante y febrifuga.

X/
°

La raiz es usada para combatir la fiebre, pardlisis, reumatismo, ademéas de

laxante, diurético, la corteza fresca es un antidoto contra la picadura de

insectos,

% La corteza se comenta que es un estimulante, diurético y antiescorbdtica, su
jugo se toma contra el asma, reumatismo y otros.

% Las flores, hojas y raices tienen una propiedad abortiva, bactericida,
diurética y purgante.

% Mientras las hojas se usan para curar enfermedades leves, algunos estudios

clinicos sugieren que algunas de estas ideas son validas. Como su uso para

infecciones de la piel, llagas, espinillas, y dolores internos como bronquitis,

congestion del pecho, colera, diarrea, trastornos respiratorios, tuberculosis y

otros.

Diversos paises ya reportaron los usos realizados en la medicina con la planta de moringa,

en el cuadro 8 se presenta los usos dados a las hojas por paises.

Cuadro 8. Usos en los paises de las hojas de Moringa

Pais/ regién Malestares
Malasia
Puerto rico e Contra gusanos intestinales
Venezuela
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e Dolor de cabeza

Nicaragua . .
9 ¢ Infecciones de la piel (llagas)
Filipinas e Contra anemia
e Diabetes
Senegal . .
e Infecciones de piel (llagas)
Guatemala e Infecciones cutaneas y urticaria
China e Diuretico
e Anemia
e Ansiedad
e Colera
e Diarrea
¢ Dolor de articulaciones
) e Infertilidad
India

e Tuberculosis

e Irritacién de garganta
e Inflamacion

e Aborto

o Fiebre

e Congestion en el pecho

Fuente: Canett-Romero et al. 2014; Gémez Gomez 2013
2.1.3.9. Toxicidad de las hojas

Las hojas de Moringa no contienen taninos, pero si presencia de fitatos que puede ser
dafino para los vegetarianos por el bajo consumo de Zinc y Magnesio (Perelld, citado por
Canett-Romero et al., 2014).

Las hojas de esta planta representan bajo riesgo a la salud, segun Asare una dosis de
2000mg/Kg en ratas no existe mortalidad, pero a 3000mg/Kg se observo una disminucién
de los niveles de albumina. Algunos estudios del extracto acuoso inducen un aumento en el
conteo de globulos blancos, principalmente en células fagociticas. Esto explica de cierta
forma su capacidad para combatir infecciones, pero también puede relacionarse a la
hipertrofia de bazo y timo; la planta puede contener sustancias implicadas en la activacion o
amplificacion de la respuesta inmune, o ser un efecto secundario del aumento del conteo de
celulas fagociticas debido a los procesos de activacion en bazo y de proliferacion en timo
(Canett-Romero et al., 2014).
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2.2. Metabolitos

Los metabolitos son los productos intermedios o finales del metabolismo en una planta, se

clasifican en metabolitos primarios y metabolitos secundarios.
2.2.1. Metabolitos primarios

Avalos Garcia & Pérez-Urria (2009), menciona que el metabolismo es un conjunto de
reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos para sintetizar sustancias
complejas a partir de otras sustancias méas simples, o para degradar las complejas y
convertirlas a simples. Dentro de un organismo estan en mayor parte carbono, nitrégeno y
energia que terminan en moléculas comunes a todas las células que son necesarias para el

funcionamiento y el de los organismos.

Los metabolitos primarios son aquellos que estan directamente relacionados en el
crecimiento normal, el desarrollo y la reproduccion de la planta. Se caracterizan por tener

una funcién metabdlica directa, entre estos tenemos (Salamanca Maqueda, 2012):

e Acidos grasos
e Carbohidratos
e Lipidos

e Proteinas

Estos estan presentes en todas las plantas y desempefian las mismas funciones y se

denominan “metabolito primario” (Avalos Garcia & Pérez-Urria, 2009).
2.2.2. Metabolitos secundarios

Segun Valdés y Baldin citados por Lezcano et al. (2012), el metabolismo secundario es la
biosintesis, la transformacion y la degradacion de compuestos endégenos propios de las
especies vegetales, los cuales bajo determinadas circunstancias, pueden causar efectos

diversos.

Las plantas destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y de energia a la
sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de

solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, denominado “metabolito
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secundario”, “productos secundarios” o “productos naturales” (Avalos Garcia & Pérez-
Urria, 2009).

No todos los metabolitos secundarios se encuentran en todas las plantas, se sintetizan en
pequefias cantidades a partir del metabolismo primario, sin embargo, a pesar de una
produccién baja, algunos productos tienen funciones ecoldgicas especificas como
intervencion o en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente para la

proteccion de los depredadores herbivoros, virus, hongos y bacterias (Rojas A. et al., 2015).
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Figura 11. Elementos béasicos del metabolismo primario y en relacion con el metabolismo
secundario de plantas

Ademas, da a la planta un sabor amargo, otros proporcionan su pigmento a las flores y
frutos, y finalmente tienen un valor medicinal, econdmico, cosmética, alimentaria y

farmacéutica (Robles Garcia et al., 2016). Los metabolitos secundarios se pueden dividir en

tres clases principales:

e Terpenos o Terpenoides
e Alcaloides

e Compuestos fendlicos
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2.2.2.1.  Terpenos o terpenoides

Avalos Garcia & Pérez-Urria, (2009), menciona que los terpenos son el grupo mas
numeroso de metabolitos secundarios (més 40000 moléculas diferentes), ejemplos de
metabolitos primarios como: hormonas (giberelinas, acido abscisico y citoquininas),
carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y este rol
importante en la estructura de membranas. Suelen ser insolubles en agua, estos derivan de
las de unidades de isopreno (5C), estos se clasifican por el ndimero de unidades:
monoterpenos (10C contiene dos unidades C5), sesquiterpenos (15C tres unidades de
isopreno), diterpenos (20C), los triterpenos (30C), tetraterpenos (40C) y politerpenos (mas
de 8 unidades de isopreno) (Avalos Garcia & Pérez-Urria, 2009).

Algunas plantas producen mezclas de alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides llamada
“aceites esenciales”, estos son responsable de olores y sabores caracteristicos de las plantas,

son generalmente monoterpenos (Vélez-Terranova et al., 2014).
2.2.2.2.  Alcaloides

Estdn compuestos con méas de 15000 metabolitos secundarios, son solubles en agua, tiene al
menos un atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad biolégica, la mayoria son
heterociclicos y la menor parte son nitrogenados alifaticos (mescalina, colchicina) (Avalos
Garcia & Pérez-Urria, 2009). Las plantas los producen mediante un proceso metabdlico y
constituyen sustancias de reserva capaces de proveer nitrégeno (Rojas A. et al., 2015). Se

clasifican en:

= Alcaloides derivados de la ornitina y la lisina.

= Alcaloides derivados de la tirosina y la fenilalanina.
= Alcaloides derivados del tript6fano.

= Alcaloides derivados del &cido nicotinico.

= Alcaloides derivados de la histidina.
2.2.2.3.  Compuestos fenolicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de compuestos fendlicos, polifenoles o

fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromético con un grupo
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hidroxilo, en la figura 12 se observa la estructura quimica del compuesto aromatico base
(Avalos Garcia & Pérez-Urria, 2009).

OH

Figura 12. Estructura quimica del fenol

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: ruta del
acido siquimico y ruta del 4cido mal6nico (Avalos Garcia & Pérez-Urria, 2009).

Compuestos fenclicos

y
Acidos Compuestos Compuestos

/ \ Flavonoides Poliméricos
Fendlicos Cinamicos / \

Ligninas Taninos

Fuente: Langseth citado por Gastén Federico (2016)
Figura 13. Esquema de clasificacion de compuestos fenolicos

2.2.2.3.1. Flavonoides

Son compuestos polifendlicos, que contribuyen a dar el color a los frutos, flores y hojas.
(Delporte etal., 2014), caracterizado por quince atomos de carbono, con dos anillos
aromaticos bencénicos, unidos por un puente de tres atomos de carbono, de estructura
general C; — C; —Cs (Cartaya y Reynaldo citados por Avalos Garcia & Pérez-Urria,
2009), del mismo modo presentan al menos tres hidroxilos fenolicos y generalmente se
combinan con azucar en forma de glucésidos, aunque también se presentan como agliconas

libres.

27



Fundamento teorico

2

Fuente: Delporte et al. (2014)
Figura 14. Secuencia de flavonoides C, — C3 — Cq

0,
C
4

[a]

Son los compuestos fenolicos mas numerosos y estan presentes en altas concentraciones en
la epidermis de las hojas y cascaras de frutas. Estos compuestos juegan un papel importante

como metabolitos secundarios (Crozier et al. citados por Vélez-Terranova et al., 2014)
A. Caracteristicas de los flavonoides

Son sustancias solidas cristalizadas de color blanco amarillento, sus heterdsidos son
solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos polares, siendo asi insolubles en
los apolares, pero en estado libre son poco solubles en agua, pero aun solubles en
disolventes organicos oxigenados; son sustancias facilmente oxidables, por tanto, tienen

efecto antioxidante por la rapidez de oxidacidn respecto a otras sustancias (Lopez, 2002).
Las funciones de los flavonoides en plantas segin Neira (2009), menciona las siguientes:

e Capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta que los convierte en
filtros solares (protege los tejidos vegetales).

e Diferentes actividades bioldgicas.

e Variados colores y presencia en las flores, para la polinizacion.

e La capacidad inhibidora de hormonas vegetales, reguladores del crecimiento

vegetal.
B. Tipos de flavonoides

Los flavonoides se clasifican por la variacion estructural, la sustitucion del anillo C, que se

detalla en el cuadro 9 de la siguiente forma:
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Cuadro 9. Clasificacion de los flavonoides por variacion estructural

Nombre Caracteristicas Estructura Referencia
Flavonas y | Son estructuras bésicas compuestas por s (Cuesta
flavonoides derivados de la benzo-gama-pirona, poseen 8 1 | T etal.,, 2015;

. Y - 7 (_,f_,‘f;ﬂH 9/”&\2 - ,h'_-:;-f; .
un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo | 1 ; Martinez-
. : o 3 .
C y carecen del grupo hidroxilo en posicion AN ~oH Florez et al.,
4 .
C3. o i 2002; Rojas
Posee un grupo carbonilo en posicion 4 y etal., 2015)
_ _ o Flavonoles
un grupo hidroxilo en posicién C3 que
puede estar metilado o glicosilado de este
grupo
Flavanonas  y | Las flavanonas poseen un esqueleto base (Cuesta
flavanonoles del tipo 2-fenil cromanona, en esta el C2 es 1 | ”“j |/“-a_ etal.,, 2015;
L 8 g ] ] :
un centro asimétrico y por lo tanto hay dos | 7 _~~9 -0-2 N 7. 7902 N Rojas A
2 | 2
osibilidades enantiomeros L ,| X N 3L et al., 2015
P 6 ?10 7 6 ‘“‘5/10 2 OH )
Estan en pequefias cantidades, por su baja 0 o
concentracion y la caracteristica incolora, Flavanonas Flavanonoles
han sido poco estudiados.
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Nombre Caracteristicas Estructura Referencia
Los flavononoles corresponden con las 3-
hidroxiflavanonas, la sustitucion del C3 por
un grupo OH produce un desblindaje.

Antocianos Se encuentran como glucoésidos, después de (Rojas  A.
la clorofila, son el grupo méas importante de etal.,, 2015;
los pigmentos en las plantas, son visibles al Vélez-
0jo humano y proporcionan los colores: Terranova
malva (gama de violeta), rosa, violeta y etal., 2014)

azulado en varias flores y frutos, puede
Ilegar a ocupar hasta 30% de masa. Tiene
unido el grupo OH en la posicion 3 ademas
de poseer un doble enlace entre los
carbonos 3 y 4 del anillo C. Por ejemplo:
cianidina, delfinidina, elargonidina vy

peonidina.
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Nombre Caracteristicas Estructura Referencia

Isoflavonoides Caracterizado por tener el anillo B en la (T. Lopez,
posicién 3, a diferencia de los flavonoides 2002; Rojas
que los ubican en la posicion 2. et al., 2015)
También  algunos son  considerados
fitoestrogenos, pues demostraron tener un
efecto estrogénico débil.

isoflavonas Son coloreadas y estan menos distribuidas (Cuesta
en las plantas, casi restringidas en las etal., 2015;
leguminosas, pero se destacan por ser como Rojas A
fitoalexinas.  Esta constituido por un et al., 2015)
metino  oxiolefinico, un  carbono | 'Soflavonas (3-fenil cromonas)
cuaternario  olefinico 'y un carbono
carbonilico.
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Nombre Caracteristicas Estructura Referencia
Chalconas y | Son pocas, pues se convierten en (Cuesta
dihidrochalconas | flavanonas en medio acido (reaccion vista o etal.,, 2015;

en in vitro) por ser estas mas coloreadas Ef | Rojas A
que las flavanonas (en medio basico e E et al., 2015)
coloracion anaranjadas-rojizas) o

Las chalconas se caracterizan por la|  Chalconas (1,3-diarilprop-2 en-1-ona)

ausencia del anillo C comun en los

flavonoides y la presencia de un enlace

doble trans que se reconoce facilmente

desde el espectro RMN1H.

Biflavonoides Son dimeros de flavonoides, pocas veces (Cuesta
encontrados como glucésidos, aparecen etal., 2015;
predominantemente en  gimnospermas | ] Rojas A
(Martinez et al., 2002) et al., 2015)
La mayoria de los biflavonoides naturales '
contienen mondémeros enlazados a través |
de enlaces C-C.

Biflavonoides
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Fuente: Cuesta et al. (2015); Lopez (2002); Martinez-Florez et al. (2002); Rojas A. et al. (2015); Vélez-Terranova et al.,
(2014)
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C. Uso de los flavonoides en la actividad farmacologica

Los flavonoides han sido empleados de diferentes formas, Lock et al. (2006) mencionan las

siguientes:

e Antiguamente como colorantes de lana.

e Proteccidn contra insectos, hongos, virus y bacterias.

e Atrayentes de animales con finalidad de polinizacion.

e Antioxidantes.

e Control de la accion de las hormonas vegetales.

e Agentes alelopéticas.

e [nhibidora de las enzimas.

Los flavonoides se hallan presentes en todas las partes de la planta, algunas clases se

encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las flavonas y

flavonoles y mas restringidos las isoflavonas, las chalconas y auronas (Lock et al., 2006).

Cuadro 10. Efectos farmacoldgicos de algunos flavonoides

Efectos

Flavonoides

Antineopléasico

Cardiotonicos

Disminuyen la fragilidad capilar
Antitromboticas

Disminucion de colesterol
Proteccidn y regeneracion hepatica
Antiulcéricos

Antimicrobianos

Antibacterial

Antiviral

Antiflngica

Antiinflamatorio

Analgésico

Anticancerigeno

Quercetina, kaemferol, fisetina
3-metil-quercetina

Rutina, quercetina, naringenina
Tangeretina, hesperidina, rutina
Liquiritigenina

Silimarina, apigenina
Kaemferol, quercetina
Quercetina, baicalina

Crisina, rutina

Crisoeriol

Cloroflavonina, apigenina
Hesperidina, luteolina, quercetina
Hesperidina

Quercetina

Fuente: Estrada Reyes et al. (2012)
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Se destacan por su baja toxicidad, presentando en general actividad sobre el sistema
vascular con accion vitaminica P (efecto protector de la pared vascular, debido a la
disminucion de la permeabilidad y al aumento de resistencia de los capilares) asi lo
menciona Lopez (2002). En areas como la farmacologia los flavonoides tienen diversos

efectos, que se presentan en el cuadro 10 (Estrada Reyes et al., 2012).

Lock etal.,, (2006) menciona que se tienen efectos antioxidantes, pueden inhibir la
peroxidacion lipidica, poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir
diversas enzimas. La accién antioxidante de los flavonoides depende principalmente de su
capacidad de reducir radicales libre y quelar metales, impidiendo los catalizadores de los
radicales libres. También ejercen accion diurética, antiespasmodica, antiulcerosa gastrica y

antiinflamatoria.
2.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es también llamado “screening”, es una técnica preliminar para la
deteccion de metabolitos secundarios presentes en una muestra, se define como un analisis
cualitativo basado en reacciones quimicas a partir de reactivos especificos por el cambio de
coloracion o formacion de precipitacion, que da indicativo positivo de presencia de
metabolitos secundarios. Estos resultados son una herramienta orientadora y de preferencia,
que deben interpretarse en conjunto con los resultados del tamizaje farmacoldgico (Cuesta
etal., 2015).

Es un método rapido, simple con el minimo de equipamiento, pero no brinda informacion
cuantitativa, ni define la presencia o ausencia de miembros especificos del grupo que se
evalla, no tiene alta sensibilidad por eso los resultados negativos no deben tomarse como
definitivos, uno de los factores que afectan es la alta pigmentacion de los extractos a partir
de hojas, presencia de clorofila, el verde intenso podria enmascarar los cambios de
coloracion sobre todo las tonalidades similares al verde, por eso esta técnica solo ofrece una

vision general de la composicion de la planta (Cuesta et al., 2015; Olvera et al., 2017).
2.3.1. Reacciones de identificacion de compuestos fenolicos

Existen diversos ensayos para la identificacién de compuestos fendlicos (flavonoides), a

continuacion, se describen:
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2.3.1.1.  Ensayo de cloruro férrico

Reconoce la presencia de compuestos fendlicos en un extracto vegetal, si el analisis se
realiza en un extracto etanolico, el ensayo determina tanto fenoles como taninos, mientras
en extracto acuoso solo determina taninos, se interpreta como ensayo positivo en caso de
(Pérez Freire, 2011):

e Coloracion rojo-vino: compuestos fendlicos general.
e Coloracion verde intensa: taninos del tipo pirocatecélicos.

e Coloracion azul: taninos del tipo pirogalactonicos.
2.3.1.2. Ensayo de Shinoda

Delporte etal. (2014), menciona que este ensayo permite reconocer presencia de
flavonoides en extracto vegetal, también conocido como la reaccion de Shivata o reaccion
de la Cianidina esta permite reconocer los flavonoides (Figura 15), que se fundamenta a
partir del contacto del acido clorhidrico con magnesio metélico genera hidrogeno, este
ultimo reduce al flavonoide desarrollando coloraciones que van del rojo anaranjado al

violeta (para los flavonoles el color es rojo cereza) evidenciado en la fase organica.

CH OH

Flavonoide {rutina) aH

Cloruro de cianidina

M

HCL:EtOH

L b 2= T [T | ——HRamncglucosa

iiH

Fuente: Delporte et al. (2014)
Figura 15. Reaccion de Shinoda

De acuerdo a lo mencionado por Pérez Freire (2011), el ensayo se considera positivo
cuando la fase organica (alcohol amilico) se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo
intenso. En el caso de evidencia positiva se manifiesta de la siguiente manera segun la

investigacion de realizada por Bonilla Rios et al. (2014):

e Flavonas: amarillo, naranja o rojo.
¢ Flavonol o flavanonol: rojo a carmesi, rojo magenta.

e Flavanonas: carmesi a magenta, rojo, magenta, violeta, azul.
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e |soflavonas: amarillo.

e Isoflavanonas, chalconas y auronas: incoloras.
2.3.1.3.  Ensayo con élcalis

Los compuestos que tienen OH adyacentes tanto en el anillo A como en el anillo B se
descomponen dando un color amarillo a rojo (Farmacognosia, s.f.). Bonilla Rios et al.
(2014), recomiendan seguir el siguiente proceso para este ensayo: extraer una alicuota de
Iml de extracto alcoholico, se basifica con NaOH 5% y se observa los cambios de

coloracion, siendo positiva cuando presenta coloracion:

e Flavonas, flavanonol e isoflavonas: amarillo
e Flavanonas y flavonol: amarillo a naranja

e Chalconas: naranja o rojo

El mismo autor manifiesta que estos resultados no son exclusivos de los flavonoides, otros

metabolitos secundarios pueden originar similares resultados.
2.4. Cromatografia

Es una técnica de separacion de las especies quimicas (Corzo, 2019), que determina la
presencia de grupos o compuestos fitoquimicos (Pérez Freire, 2011), se basa en la retencion
selectiva de distintos componentes de una mezcla (Corzo, 2019) y se clasifican en:

e Cromatografia en papel.

e Cromatografia en capa fina.

e Cromatografia en columna.

e Cromatografia de permeacion en gel.

e Cromatografia de exclusion de iones.

e Cromatografia de intercambio ionico.
e Cromatografia de fluidos supercriticos.
e Cromatografia de afinidad.

e Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

De las cromatografias anteriores generalmente se inicia una separacion previa con la

cromatografia en capa fina, esta requiere de: un adsorbente (silicagel, alumina), eluyente
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(compuestos de diferente polaridad) y revelador (luz UV, vapores de yodo, acido sulfurico
y otros), las caracteristicas de estos componentes pueden variar segun el grupo que se desea
separar e identificar (Figura 16).

Frente del disolvente

da h

Y Inicio

00—

Inicial Final
Fuente: Corzo (2019)

Figura 16. Cromatografia de capa fina.

2.5.  Técnicas de analisis
2.5.1. Espectrofotometria UV-visible

Es una técnica analitica que identifica y cuantifica compuestos presentes en soluciones, se
basa en la absorcion de las radiaciones electromagnéticas y cantidad de luz absorbida
dependiendo de la concentracion, estos compuestos se presentan dependiendo de las
condiciones como: pH, temperatura, fuerza iénica y otros (Diaz et al., 2008).

La absorcion molecular en la regién UV-Visible depende de la estructura electrénica de una
molécula, esta absorcidn da por resultado la elevacion de los electrones desde orbitales en
el estado bésico a orbitales de mayor energia en un estado excitado, la diferencia de esta
energia entre el estado basico y el estado excitado; cuanto menor es la diferencia de energia
mayor la longitud de onda de la absorcion. El exceso de energia en el estado excitado puede
dar por resultado la ionizacion de la molécula o se puede volver a emitir en forma de calor
0 luz. El desprendimiento de energia en forma de luz da por resultado la fluorescencia o
fosforescencia (Diaz et al., 2008).
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Figura 2. Espectro electromagnético

energia (electron-volti

Fuente: Diaz et al. (2008)
Figura 17. Espectro electromagnético
En la region visible se observa el color de la solucion y corresponde esto a las longitudes de
onda de luz que transmite, no se absorbe; el color que absorbe es el complementario del
color que transmite. Por eso para su lectura se utiliza la longitud de onda en la que se
observa luz la solucion coloreada. Su ldampara usualmente es de tungsteno y la energia es
por debajo de 320nm (Diaz et al., 2008).

Cuadro 11. Longitudes de onda segun el color

Longitud de Color de luz Color de luz que
onda aprox. que se absorbe se refleja
390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435 — 490 Azul Amarillo
490 - 580 Verde Rojo
580 — 595 Amarillo Azul
595 - 650 Naranja Azul verdoso
650 — 780 Rojo Verde azulado

Fuente: Diaz et al. (2008)
2.6. Actividad antioxidante

Son moléculas con un electron desapareado que se convierten por la transferencia de
energia o reacciones de transferencia de electrones, se define como la capacidad de inhibir

el proceso de oxidacion (Alvarez citado por Bello & Camargo, 2018).
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Figura 18. Como los antioxidantes reducen a los radicales libres

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero si determinarse por los
efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacién controlado, esta medicién
es de una muestra oxidante, pueden usarse intermediarios o productos finales para valorar

la actividad antioxidante, pero esto no debe ser el Gnico ensayo de prueba (Orjuela, 2015).
Con base a las reacciones quimicas, se dividen en dos categorias.
1. Ensayo basado en la reaccion por transferencia de atomos de hidrogenos (HAT).
ROO™ + AH - ROOH + A~
At + ROO~ - R0O0OA

El ensayo basado en HAT monitorea una reaccion cinética competitiva, esta
compuesto generalmente del generador de radical libre sintético, una prueba

molecular oxidable y un antioxidante.

2. Ensayo basado por reaccion de transferencia de electrones (ET)

Oxidanteprueba + e;ntioxidante - Oxidantereducido + antioxidanteoxidado

Este ensayo involucra una reaccion redox con el oxidante como un indicador del

punto final de reaccion.

Ambos ensayos fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales libres, en

lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra.
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Los ensayos antioxidantes in vitro utilizan un captador de radicales libres, el método DPPH
es mas rapido, simple y menor costo; mientras el ensayo de decoloracion ABTS se puede
aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos (Orjuela, 2015).

Cuadro 12. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de reaccion ET
0 HAT

Ensayo Categoria

Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*)

1,1 —difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*)
Ensayos basados en la
Poder de reduccién antioxidante del hierro (FRAP) transferencia de

electrones (ET)
N, N-dimetil-fenilendiamina (DMPD)
Capacidad de reduccidén antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC)

Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) Ensayos basados en la
transferencia de

Inhibicién de la oxidacion del &cido linoleico atomos de hidrogeno
(HAT)

Inhibicion de la oxidacion de los lipidos de baja densidad
(LDL)

Fuente: Huang et al. citado por Orjuela (2015)
2.6.1. Ensayo de decoloracién del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*)

La molécula 1,1 —difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH*) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa,
por tanto, la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres,
esta deslocalizacion del electron intensifica el color violeta intenso tipico del radical, el cual
absorbe en metanol a 517nm de longitud de onda. Cuando la solucién de DPPH* reacciona
con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrégeno, el color violeta se
desvanece. El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para

la determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes (Orjuela, 2015).
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Fuente: Alam et al. citado por Orjuela (2015)
Figura 19. Estructura del DPPH* antes y después de la reaccion con el antioxidante

Los resultados se expresan con el valor de la concentracion maxima de la media inhibidora
(ICsp) definido como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracion
inicial del DPPH* al 50%, este es calculado con la gréfica de porcentaje de inhibicion
contra la concentracion del extracto. Para extractos de plantas ICs, cambia de acuerdo a la

concentracion final del DPPH* usado (Orjuela, 2015).

Este procedimiento se realiza en solucion metandlica a condiciones normales de color
violeta intenso y su coloracion va perdiendo intensidad a medida g el electrén se aparea con
el aumento de la concentracion del antioxidante y por ende de los electrones absorbidos por
el DPPH (Kedare y Singh citado por Bello & Camargo, 2018). La capacidad antioxidante
se calcula como el porcentaje de captacion:

Ainicial - Afinal

* 100%

% captacion DPPH =
Ainicial
2.6.2. Ensayo de decoloracién con el radical catiénico Acido 2,2'-azino-bis-3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS*+)

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS*+, debido por la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical cationico
ABTS*+ es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734nm y se genera por
una reaccion de oxidacion del ABTS*+ (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato de

amonio)) con persulfato de potasio (Bello & Camargo, 2018).
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Respecto a la generacion del radical ABTS*+ el mismo autor menciona que constituye la
base de uno de los métodos espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la
actividad antioxidante total de soluciones. Se basa en la activacion de la metilmioglobina
con perdxido de hidrogeno en presencia del ABTS para producir un radical cation, en
presencia 0 ausencia de antioxidantes, contribuye a la reduccion del radical
ferrilmioglobina, es una técnica de decoloracion, en la cual el radical es generado

directamente en una forma estable antes de la reaccién con los antioxidantes.
ABTS + K,S,03 — ABTS** ( Amax = 754nm)

ABTS** + ArOH (antioxidante) - ABTS + Ar0O = + H"

Se ha mejorado la técnica para la generacion del radical cation ABTS*+, implica la
produccion directa del cromo6foro ABTS*+ verde-azul por la reaccion de ABTS y
persulfato de potasio (K,S,05g), esto presenta tres maximos de absorcion a las longitudes de
onda de 645nm, 734nm y 815nm. La adicion de los antioxidantes al radical preformado lo
reduce a ABTS. De esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicién del
radical cation ABTS*+ esta determinado en funcion de la concentracion y el tiempo, asi
como el valor correspondiente usando un patron como estandar, bajo las mismas

condiciones (Bello & Camargo, 2018).

El radical ABTS*+ es indicado para los compuestos coloreados (antocianos), esto reduce

las posibles interferencias de compuestos coloreados.

e + Antioxidantes
— e
B —————
- s
Cz

Hs

2

+
ABTS (732nm)
Azul

et N

CoHg

O—Z

2Hs

ABTS® (732 nm)
Incoloro

Fuente: Zuleta et al. citado por Orjuela (2015)
Figura 20. Estructura del ABTS*+ antes y después de la reaccion con el antioxidante
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La capacidad antioxidante se calcula como el porcentaje de captacion:

Ainicial — Afinal

*100%

% captacion ABTS * +=

Ainicial
Donde:

o Ajnicia= absorbancia en tiempo Omin

e Afing = absorbancia del antioxidante (tiempos)

El % de captacion DPPH* es proporcional a la concentracion de antioxidantes y la
concentracion que provoca una disminucién en la concentracién inicial de DPPH* (Orjuela,
2015).

2.7. Determinacion de fenoles totales

Se utiliza como medida del contenido en compuestos fenolicos totales en productos
vegetales, se basa en la reaccion con el reactivo de Folin —Denis a un medio bésico de pH
(Figura 21), dando lugar a una coloracion azul determinada por espectrofotometro a 760nm.
este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sddico en &cido
fosforico y reacciona con los compuestos fenolicos presentes en la muestra (Garcia et al.,
2012).

El &cido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color
amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul
intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido de polifenoles

mencionado por el mismo autor.

OBl oA

o Sy Reactivo de Folin
[_ “ || I I:_\\ / (W', Mo™) color
oy ~ = A | amarillo

ﬂ Jl« / f.*" JI"'-.II Reactivo de Folin
H | | ” {\ / reducido (W',
e o *-JJ/ / Mo™®) color azul

Fuente: Garcia et al. (2012)
Figura 21. Mecanismo de accion del reactivo de Folin — Ciocalteu
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El mecanismo de reaccién es una reaccion redox, por lo que ademas puede considerarse

también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles, causa la aparicion de una coloracion azulada que presenta
un maximo de absorcion a 760nm que es cuantificada por espectrofotometria con un patrén
de &cido galico, puede variar de acuerdo a los volumenes utilizados, concentracion de

reactivos y tiempo de reaccién (Garcia et al., 2012).

Se usa este ensayo que se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes, esta reaccion se da con el reactivo que contiene molibdato y tungsteno sddico,
que en presencia de algin fenol se convierte en complejos de fosfomolibdico y
fosfotungstico (Bello & Camargo, 2018). Los fenoles reaccionan mediante la transferencia
de electrones a pH basico reduciendo los complejos formados en dxidos, resultando en una
coloracion azul intensa de tungsteno y molibdeno, este color es directamente proporcional

al nimero de hidroxilos presentes en la molécula (Bello & Camargo, 2018).
2.8. Determinacién de flavonoides totales

Los flavonoides se encuentran en gran cantidad de plantas, son importantes por su efecto
antiinflamatorio, antiviral y antioxidante, estos poseen grupos hidroxilos formando

glicosidos, son solubles en etanol, metanol y agua.

Para la determinacion de flavonoides se utiliza el cloruro de aluminio (AICI3), donde el
cation aluminio forma complejos estables que se producen en el analisis
espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes mayores y una intensificacion de
la absorcion, se mezcla cloruro aluminico (AICI3) y nitrato sodico (NaNO;) forma un

complejo flavonoide-aluminio en medio alcalino (Cartaya & Reynaldo, 2001).

p—Al

Yy

a2+
Fuente: Cartaya & Reynaldo (2001)
Figura 22. Complejo flavonoide-Aluminio
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2.9.  Producto aplicativo

Existen diversidad de presentaciones de productos de uso farmacéutico donde se puede
incorporar moléculas que benefician al ser humano, como: gel, pomada, crema, pasta o
unglento, estos tienen las ventajas por la sencilla aplicacion y rapida absorcion sobre la

piel.
29.1. Gel

Se define como una sustancia semisdlida, que se forman al tratar liquidos con gelificantes,
que al entrar en contacto con la piel disminuye la viscosidad y pierde rapidamente el agua
(Lépez et al., 2015). Son sistemas heterogéneos difasicos, donde la fase continua es sélida
y la dispersa es liquida, pueden ser olegeles o hidrogeles en funcion a la naturaleza del
liquido de la fase dispersa.

Cuadro 13. Ventajas y desventajas de los geles

Ventajas Desventajas

e Son bien tolerados, por estar ° Se rompen en presencia de electrolitos.
constituidos de agua. e Presentan problemas de estabilidad en
funcién del pH.

e Resecan la piel y para contrarrestar se
debe adicionar humectantes.

e Pueden presentar problemas de
homogeneidad (grumos) si no se
elaboran correctamente.

e Tienden a incorporar burbujas de aire
de dificil eliminacion.

e Son refrescantes y ligeros.

e Suelen ser transparentes.

e Son faciles de incorporarse a otras
sustancias 0 contener ingredientes
activos de forma selectiva para la piel.

Fuente: Lépez et al., 2015
Formulacion de gel

La formulacion de un gel esta basado en funcion del pH, cuando este es bajo se disocia una
pequefia proporcion de grupos carboxilicos del polimero, formando una espiral flexible, al
elevar el pH se produce la disociacion de grupos carboxilicos, ionizandose creando

repulsion electrostatica generando un sistema rigido gelificandolo (FarmUpibi, 2015).
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2.9.2. Control de calidad del producto terminado

Las pruebas realizadas a un producto terminado, no deben causar dafio al producto, ademés
deben ser rapidas y sencillas, como:

e pH

e Apariencia

e Untuosidad

e Pruebas organolépticas

¢ Masa constante

Estos son importantes para la toma de decision del cliente al momento de adquirir el

producto, pues garantizan la calidad del producto terminado.
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CAPITULO L.
PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiales
El presente trabajo requirio diversos materiales que son listados a continuacion:
3.1.1. Material vegetal

Se trabajo con las hojas de Moringa (Moringa oleifera Lam.) como se observa en la figura
23. Las cuales fueron adquiridas en la ciudad de El Alto, provincia Murillo del

departamento de La Paz.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 23. Muestra de hojas de moringa

La recoleccion se realizd de manera aleatoria de distintos puestos de distribucion de la
ciudad de La Paz. Posteriormente se realizO el respectivo pesado tal como se puede

evidenciar en la figura 24.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 24. Pesaje de las muestras de moringa
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3.1.2. Material de laboratorio

Para el trabajo realizado en laboratorio se utilizaron los siguientes equipos, materiales y

reactivos:

A. Equipos

B. Materiales

Equipo de destilacion fraccionada.
Equipo de rotaevaporador (DLAB RE100-Pro).

Espectrofotometro UV/VIS (T8DCS UV/VIS Spectrometer)
Balanza analitica capacidad max. 210g (AG-204 METTLER

TOLEDO).
pH-metro digital.

Frascos de vidrio
Frascos color ambar
Vasos de precipitado
Varilla de vidrio
Pipeta graduada
Propipeta
Micropipeta
Embudo analitico
Matraz Erlenmeyer
Matraz aforado
Probeta graduada
Tubos capilares
Columna cromatografica
Gotero

Tubos de ensayo
Espatula

Embudo Buchner

Bomba al vacio
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C. Reactivos

a. Inorgénico

Agua desionizada

Acido sulfurico (H,SO4)
Acido clorhidrico (HCI)
Magnesio (Mg)

Hidroxido de sodio (NaOH)
Cloruro férrico (FeClz)
Cloruro aluminico (AICI5)
Carbonato de sodio (Na,COs3)
Persulfato de potasio (K;S,0s)
Nitrito de sodio (NaNO,)

b. Orgénico

Eter de petréleo (20°C-60°C)

Acido acético

Etanol 96°GL

Acetato de etilo

Metanol

Patron de quercetina

Patrdn de Pirogalol

Reactivo de Folin-Denis

Reactivo de DPPH (1,1-fenil-2-picrilhidrazilo)

Acido ascorbico

Reactivo de ABTS (Acido 2,2- Azino- bis-3- etilbenzotiazolin- 6-

sulfonico)
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3.2.

Metodologia

El trabajo fue desarrollado bajo el siguiente diagrama (Figura 25):

Hojas de Moringa oleifera

v

Recoleccion

v

Seleccidn de hojas

v

Secado de hojas

v

Extraccion (so6lido-liquido) con

éter de petroleo (20-60°C)

+ Filtrar

r

Extraccion etérea
(éter de petroleo)

+

Hojas secas

v

v

v

Extraccién
con metanol durante 7 dias

(sélido-liquido)

Extraccién

(sélido-liquido)
con etanol durante 7 dias

Extraccion

acetato de etilo durante 7 dias

(sélido-liquido) con

]

lConcentrado en rotaevaporador
v v
Cromatografia en capa fina Pruebas fitoquimicas para
para flavonoides totales flavonoides
v v
*
Extracto etandlico
Separacion de
flavonoides totales Cromatografia
T en capa fina y
Purificacion de columna
flavonoides totales
1
Identificacion de
flavonoides totales
¢ ¢ j e Polifenoles
Pruebas  fitoquimicas Cuantificacion  de Determinacion de |, totales
para flavonoides flavonoides totales actividad antioxidante e DPPH
e ABTS

v

y

!

Formulacion del producto

Fuente: Elaboracion propia

Figura 25. Diagrama del procedimiento seguido
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3.2.1. Tratamiento de la muestra

Se realizd la seleccion de la muestra, inicialmente se separ6 solo las hojas de Moringa,
descartando impurezas y tallos gruesos. A continuacién, se extendieron las muestras en
papel sabana para el respectivo secado sin luz solar. Las hojas secadas fueron reducidas de

tamafo de manera manual, para posteriormente ser almacenadas en recipientes de vidrio
con tapa.

3.2.2. Obtencion de extractos
3.2.2.1.  Extraccion no polar

Para el inicio de la extraccion se utilizd un solvente no polar (Eter de Petrleo 20°C a

60°C), el cual fue obtenido a partir de la destilacion fraccionada desde la gasolina, proceso
que se muestra en la figura 26.

ylid

Fuente: Elaboracion propia
Figura 26. Destilacion fraccionada del éter de petroleo a partir de gasolina

Se utilizo éter de petréleo con el propdsito de extraer las sustancias no polares de las hojas
de moringa como grasas, terpenos y otros compuestos.

Como se conoce que la extraccion solido-liquido es una operacién unitaria, en este proceso
se obtuvo uno o varios componentes solubles de un sélido mediante el disolvente

apropiado. Para esto se pes6 500g de hojas de Moringa seca, puestos en un recipiente de
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vidrio, se agregd éter de petréleo (20°C a 60°C) hasta cubrir toda la masa de la muestra,
como se observa en la figura 27. Posteriormente el recipiente fue cerrado verificando que
no exista algun tipo de fuga, seguidamente fue almacenado en un espacio libre de la luz

solar durante tres dias con agitacion frecuente.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 27. Extraccion no polar

2

Pasado el tiempo de extraccion con éter de petroleo, se procedio a realizar la separacién con
papel filtro estandar, el filtrado se llevo al rotaevaporador donde se obtuvo un extracto libre
de solvente, este proceso se llevo a cabo en volumenes reducidos y proporcionados (Figura
28).
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 28. Concentracion del extracto en el rotaevaporador

El extracto etéreo sin solvente se caracterizd por un color verde, que fue depositado en un
frasco ambar libre de la luz solar. Las hojas fueron puestas en papel sabana para la
evaporacion del solvente sobrante en un espacio libre de luz solar aproximadamente por un

lapso de 2 horas (Figura 29).

Fuente: Elaboracién propia
Figura 29. Evaporacion del solvente de la muestra vegetal

3.2.2.2.  Extraccion por solventes

Se realiz6 por la extraccion sélido-liquido con solventes de distinta polaridad como
metanol, etanol 96°GL y acetato de etilo, para esto se peso las hojas libre del solvente
anterior dividiendo en tres partes, se puso en tres frascos de vidrio la masa de hojas en
recipientes de vidrio, posteriormente se adiciond cada solvente en una relacion 1:3
masa:volumen aproximadamente, el tiempo de extraccion fue de 7 dias con agitacion y

proteccion de la luz solar.

Pasado el tiempo se realizd la separacién a través de la filtracion simple de cada solvente,

dividido en dos etapas (Figura 30):

a) Separacion de hojas (particulas grandes) con gasa.
b) Decantacién de las particulas pequefias para posteriormente ser filtradas con

la ayuda del papel filtro estandar en un matraz Erlenmeyer.
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a) Filtracion de particulas b) Separacion de particulas

grandes con gasa con papel filtro

Fuente: Elaboracion propia
Figura 30. Filtracion de los extractos

El filtrado de cada solvente se guard6 en frascos ambar para la proteccién de la luz solar,
luego se concentr6 en el rotaevaporador en volumenes reducidos proceso mostrado en la

figura 31.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 31. Proceso de concentracion de extractos

Se guard6 cada extracto a una temperatura baja y protegida de la luz solar durante 10 dias.
Se realiz6 el respectivo célculo del rendimiento de todos los extractos concentrados,

aplicando las siguientes formulas:

mas aextructo metanolico

% Rendimiento.y. metanolico = masa *100%
hoja seca inicial
.. masQcyracto etanolico
% Rendimiento.y; ctanolico = sa *100%
hoja seca inicial
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.. MAasQeytracto ac.de etilo
% Rendlmlentoext. acetato de etilo = *100%

masQpgjq seca inicial

3.2.2.2.1. Comparacion de extractos

Con los 3 extractos concentrados se realizé la cromatografia en capa fina con fase movil
Acetato de etilo: Metanol: Acido acético: Agua (17,6:1:1:1) donde se observa los
compuestos separados (Figura 32), utilizando como revelador una solucion de H,SO,4 30%
(P/P).

Extracto con acetato :
de etilo Extracto con etanol Extracto con metanol

Fuente: Elaboracion propia
Figura 32. Muestras de los extractos con diferentes solventes

T ;
m Datos de la placa:
j e Fase movil: Acetato de etilo: Metanol:

2 Acido acético: Agua (17,6:1:1:1)
l

e Fase estacionaria: Placa Silica gel 60
(Merck)
e Revelador: Acido sulftrico 30% (P/P)

e Orden de muestras: 1(ex. metanolico),

2 (ex. etandlico), 3 (ex. Acetato de etilo)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 33. Cromatografia de los diferentes extractos
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3.2.2.2.2. Andlisis fitoquimico (flujograma)

El andlisis fitoquimico se realiz6 a cada extracto rico en compuestos fenolicos, con
diferentes ensayos para identificar los flavonoides (Figura 35), basados en el diagrama
presentado en la figura 34:

ANALISIS CUALITATIVO DE LOS
EXTRACTOS DE HOJAS DE MORINGA

e A 1ml del extracto afiadir Iml de HClonc.

e Agregar un trozo de viruta de Magnesio.

e Dejar en reposo 5 minutos hasta la aparicion
de coloracion.

—» Flavonoides- SHINODA >

e A 1ml del extracto, basificar con NaOH al

Prueba de alcalis (con [ 5% (P/P).
NaOH) e Observar el cambio de coloracion.

e A 1ml del extracto afiadir 3 gotas de solucién
de FeCl3 al 10% (P/P)

e Si existe el cambio de coloracion a verde o
azul da positivo de compuestos fenolicos.

Ensayo de cloruro férrico
—» (compuestos fendlicos) —>

Fuente: Elaboracién propia
Figura 34. Diagrama de andlisis fitoquimico

Se realizaron las pruebas correspondientes a los diferentes solventes en volimenes

reducidos como como observa en la figura 35:

Prueba de Prueba de Prueba con
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Shinoda alcalis FeCl;

i
%‘ 'a'
-

Extracto: Metanélico

s o

Extracto: Acetato de etilo

Fuente: Elaboracion propia
Figura 35. Pruebas fitoquimicas de los diferentes extractos
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A partir de las pruebas fitoquimicas y cromatografia en capa fina presentadas se eligié el

extracto etandlico por presentar mayor cantidad de componentes (flavonoides).
3.2.3. Separacion de flavonoides totales
3.2.3.1.  Separacion de compuestos del extracto etandlico

Dentro de la separacion de compuestos mayoritarios se inicié con el aislamiento de
azucares, posteriormente se aplico la cromatografia en columna para el resto de los

compuestos.
3.2.3.1.1. Aislamiento de azUicares

Pasado el tiempo de reposo se evidencié la formacion de cristales, mismos que fueron
separando por filtracion al vacio (Figura 36), a continuacion, se realizd pruebas de
solubilidad del precipitado de color verde y los cristales, para utilizarlos en la separacion de

los mismos.

Filtracion al vacio Cristales presentes en el extracto

Fuente: Elaboracion propia
Figura 36. Proceso de separacion de cristales
Se inicio6 con lavados en porciones pequefias con etanol para la eliminacién del precipitado
verde y finalmente con acetato de etilo, después se evapor6 el solvente evitando la luz
solar, obteniendo una masa de cristales (Figura 37).
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Lavado de cristales Filtracion de cristales

Cristales obtenidos Pesado de los cristales

Fuente: Elaboracién propia
Figura 37. Proceso de separacion de cristales
El proceso realizado a los cristales inicio con el andlisis de solubilidad en diferentes
solventes con el proposito de separar el precipitado, luego se realizd una cromatografia de
capa fina en diferentes fases moviles, asi evidenciar la presencia de un compuesto aislado,
finalmente se realiz6 la comparacién en cromatografia con sacarosa (Figura 38) utilizando
como fase movil Etanol y revelador de H,S0, 30% (P/P) para una mejor visualizacion

del color de la mancha se utiliz6 vapores de HCI.

Datos de la placa:

e Fase movil: Etanol

e [Fase estacionaria: Placa

Silica gel 60 (Merck)

e Revelador: Acido sulfdrico
. : 30% (P/P)
. “ e Orden de muestras:

. IR 1(cristales), 2(sacarosa)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 38. Cromatografia comparativa de azlcares
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3.2.3.1.2. Separacion y purificacion de flavonoides totales por cromatografia

Una vez realizadas las pruebas al extracto etandlico, se disolvid una porcion del extracto en
acetato de etilo, posteriormente a este se agregd agua destilada, formando un precipitado

blanco que fue separado como se observa en la figura 39.

q ‘
&

L]

’

Fuente: Elaboracion propia
Figura 39. Separacion por precipitacion de la muestra

Una vez obtenido el extracto libre del precipitado se concentré a sequedad, se disolvié con
etanol y se llevo a cromatografia en capa fina. Se realizd varias pruebas de distintas fases
moviles para la mejor separacién de componentes, teniendo como prioridad en primera
instancia la eliminacion de clorofila utilizando como fase movil Acetato de etilo: &cido
acético: metanol: agua (17.6:1:1.7:1) ademas se us6é como revelador H,S0, 30% (P/P)

como se observa en la figura 40.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 40. Cromatografia en columna del extracto etandlico

61



Parte experimental

Una vez realizado la placa se llevo a cromatografia en columna obteniendo 4 fracciones, se
realiz6 un monitoreo para cada fraccion utilizando la cromatografia en capa fina,

verificando la separacion de las fracciones (Figura 41).

Fuente: Elaboracion propia
Figura 41. Fracciones del extracto separado

Con un capilar de vidrio se tomé una cantidad reducida de muestra, que fue depositada en
la placa cromatogréfica, una vez realizado el sembrado de muestras se coloco esta placa en
el frasco que contenia la fase movil, evitando que las muestras toquen la misma, la fase fue
ascendiendo mientras se separaban los componentes, una vez concluido el recorrido se
evaporO el eluyente de la placa cromatogréfica y se observo las manchas separadas,
posteriormente se reveld la placa con acido sulfurico 30% (P/P) y se llevé al calor para la

identificacion de flavonoides presentes segun las manchas obtenidas (Figura 42).

=.

B “\
"

Fuente: Elaboracion propia
Figura 42. Placa de las fracciones obtenidas del extracto etandlico
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Se tomo la fraccion 2 por el contenido de flavonoides totales, asi se concentro esta fraccion,
luego se purifico con una fase movil de acetato de etilo, se concentrd y se guardé disuelto
en etanol (Figura 43).

Fuente: Elaboracién propia
Figura 43. Purificacion de la fraccion extraida

A la fraccion 2 se realizé las pruebas cualitativas nuevamente, para verificar la presencia de
flavonoides. (Figura 44).

d .

S ———

Prueba de Shinoda Prueba de alcalis Prueba con FeCl;
Fuente: Elaboracion propia

Figura 44. Pruebas cualitativas de la fraccién purificada
3.2.4. Cuantificacién del extracto purificado

3.24.1.  Espectroscopia UV — visible del extracto purificado

Se determind el grado de absorbancia UV de la fraccion 2. Este proceso fue realizado con
un barrido en UV entre 225-450nm como longitud de onda, de estos espectros se observé
las regiones correspondientes para determinar la presencia de flavonoides. (Figura 45).
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 45. Espectro de la fraccion purificada 1:10000

3.2.4.2. Determinacién de actividad antioxidante

Se realizaron los siguientes métodos para la terminacién de actividad antioxidante en la
extraccion purificada:
A. Método de DPPH: Segin Mesa-Vanegas et al. (2015)

e Se colocd en un tubo 2970 uL de la solucién preparada de DPPH y se
mezcld con 30 uL de la solucion del extracto (diferentes concentraciones).
Se prepard el blanco colocando 2970 uL de la solucion de DPPH con 30 uL
de alcohol etilico.

e Se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos bajo oscuridad,
posteriormente se midio la absorbancia a 517nm. Se repiti6 el procedimiento
por triplicado de cada dilucion. Se repitio el procedimiento con la solucién
patrén de &cido ascorbico preparado.

e Se calculd el porcentaje de captacion de la actividad antioxidante con la
siguiente ecuacion:

AbSiniciat — AbSfinal

% captaciéon de DPPH = * 100%

Absinicial
B. Método de ABTS
e Enun tubo de ensayo se coloc6 1800 uL del radical ABTS ajustado.

e Posteriormente se adicionaron 600 uL del extracto diluido.

64



Parte experimental

e Se realiz6 la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 754nm en
diferentes tiempos de 10 y 30 minutos; se calculd el porcentaje de captacion
con la siguiente ecuacion (Mamani, 2019):

AbSiniciar — AbSfinal

* 100%
Absiniciul

% captacion de ABTS =

El porcentaje de captacion representa la perdida de color azul-verde al inicio cuando
se agreg6 el compuesto antioxidante se disminuyo la absorbancia que se leyé a los
10 y 30 minutos después de la reaccion.
C. Método de Folin-Denis (fenoles solubles totales): De acuerdo a Palomino et al.
(2009):
e En tubos de ensayo se coloco 150uL de cada patrén de pirogalol disuelto en
etanol con diferentes concentraciones.
e Posteriormente se afiadio 2400 uL agua destilada y 300 uL del reactivo de
Folin, se agitaron y se dej6 en reposo durante 8 minutos.
e Inmediatamente se adiciond 150 uL de la solucion de Na,C05 al 20% (P/P),
se guardaron durante 1 hora en la oscuridad.
e Para finalmente leer la absorbancia a 760nm contra su respectivo blanco,

formando la curva de calibracion.

Para la muestra se realizé el procedimiento anterior se colocé en un tubo de ensayo

150uL del extracto purificado reemplazando el patrén. (Figura 46).

Fuente: Elaboracion propia
Figura 46. Método de Folin-Denis
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3.2.4.3. Determinacion de flavonoides totales por el método de AIClI3

Se realizo de acuerdo a lo descrito por Dini y Col (2010), mencionado por Nattes & Quispe
(2018):

El contenido de flavonoides se determind con el método de cloruro aluminico (AICI5),
utilizando como patrén Quercetina, por tanto, los resultados fueron expresados en mg de

quercetina sobre gramo de muestra.

De cada patron se tomé 500 uL , se mezclo con 3200 uL de agua destilada y 150 uL de
NaNO, (5% p/p), se reposé durante 5 minutos, luego se agregdé 150 uL de solucidn de
AICI; (10% p/p), se agitd y se guardo por 6 minutos. Finalmente se adicion6 1000 uL de
solucion de NaOH (1M). Posteriormente se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos, inmediatamente se hizo la lectura a una absorbancia de 510nm. Para el blanco se

sustituyd con agua destilada.

Del extracto se tom6 500 uL en la dilucion adecuada, se mezclé con 3200 uL de agua
destilada y 150 uL de NaNO; (5% p/p), se reposé durante 5 minutos, luego se agregd 150
uL de solucion de AICI; (10% p/p), se agitd y se guardé por 6 minutos. Finalmente se
adicioné 1000 uL de solucion de NaOH (1M). Posteriormente se incubé a temperatura
ambiente durante 30 minutos, inmediatamente se hizo la lectura a una absorbancia de

510nm, se realizé por triplicado cada dilucion.
3.2.5. Formulacion del producto
3.25.1.  Formulacion del gel

Se inici6 tamizando el Carbopol, utilizando una malla de 0.8mm, posteriormente se
incorpor6 una parte del total de agua destilada, se hizo una agitacion constante y blanda
hasta que se obtuvo una apariencia homogénea, luego se agregd el restante de agua
destilada con el extracto, alcohol isopropilico, glicerina y fragancia, incorporando con
agitacion constante, por ultimo, se agreg6 la dietanolamina, mostrando una viscosidad

mayor a la anterior, manteniendo el color inicial, homogenizando el producto final..
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3.2.5.2.  Control de calidad del producto formulado
3.2.5.2.1. Determinacion organoléptica del gel

Se procedié al analisis de cuatro parametros del producto terminado: aspecto, color, olor y

textura, se reconocio los parametros con los sentidos de tacto, vista y olfato.
3.2.5.2.2. Determinacion del pH

Se realiz6 la determinacion de pH para el aseguramiento que este dentro del rango
permitido para el uso del producto en la piel.

Se pes6 1g del producto terminado y se disolvié con 10ml de agua destilada,
posteriormente se coloc6 un pHmetro digital en la solucion para medir el pH, este

procedimiento se realiz6 por triplicado.
3.2.5.2.3. Determinacion de extensibilidad

Extension o extensibilidad de un gel se entiende como la capacidad para ser aplicado y
distribuido uniformemente en la piel.

Se utiliz6 una placa larga, en donde se coloco papel milimétrico y se pesé 0.5g del producto
terminado, se registro el radio inicial, se dejé 5 minutos y se registro el radio final, con

estos datos se calculo el area de extensibilidad segun la formula:

— 2
Acxtensibilidad = TT* T

3.2.5.2.4. Determinacion de untuosidad

Se pesd 0.5g de gel que se aplicé sobre la piel y se cronometré el tiempo que se tardd en
absorberse en la mano, se realizd el procedimiento por triplicado (Perez, Rodriguez &
Morales, 2011).
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CAPITULO IV.
RESULTADOS
4.1. Rendimiento de extractos obtenidos

A partir de 500g de material vegetal (hojas de moringa) recolectado en el departamento de
La Paz, que se desengrasaron con éter de petroleo (fraccion 40/60) durante 3 dias, se
elimind el solvente para posteriormente realizar las extracciones sélido-liquido con
solventes de diferentes polaridades durante 7 dias para finalmente concentrar en el

rotaevaporador hasta casi sequedad.
Los rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion de cada solvente son:

e Masa inicial de hojas de Moringa: 5009

Cuadro 14. Porcentaje de rendimiento de las extracciones (% P/P)

Porcentaje de
Extracto (solvente) )

rendimiento
Metanol 10.87%
Etanol 12.09%
Acetato de etilo 9.56%

Fuente: Elaboracién propia

El cuadro 14 presenta los porcentajes de rendimiento de cada solvente utilizado, se observa
como el porcentaje menor pertenecié al extracto con solvente acetato de etilo y el

mayoritario es el extracto etandlico.
4.2. Comparacion de extractos

Con los 3 extractos se realizo la cromatografia de capa fina, obteniendo los resultados
presentados en la figura 47, donde se observa que el extracto etandlico poseia mayor

cantidad de compuestos (manchas).
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Datos de la placa:

e Fase movil: Acetato de
etilo: Metanol: Acido
acético: Agua
(17,6:1:1:1).

e Fase estacionaria:
Placa Silica gel 60
(Merck).

e Revelador: Acido
sulfarico 30% (P/P) -Luz
UV 256nm.

e Orden de muestras:
1(ex. metanolico), 2 (ex.
etanolico), 3 (ex. Acetato
de etilo)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 47. Placa cromatografica de los diferentes extractos con luz UV

En la figura anterior se puede observar que la muestra 2 (extracto etanolico), posee
similares manchas (compuestos) que el extracto metandlico, pero el tamafio de compuestos
es ligeramente mayor (cantidad), mientras que el extracto con acetato de etilo es muy poco

en cantidad los compuestos presentes casi todo el extracto ascendié en la placa.

4.3. Pruebas cualitativas de los diferentes extractos

Se realizaron las pruebas a los extractos en diluciones entre 1:100 a 1:10000 para observar

mejor el cambio de coloracion:
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Cuadro 15. Pruebas fitoquimicas del extracto metandlico

Pruebas fitoquimicas Extracto metanolico

Presentd una coloracion
amarillenta suave, con
un leve cambio de
coloracion respecto del
inicial.

Flavonoides (reaccion de
Shinoda)

Bl R IS
L
Present6 una coloracion = ‘ (++)

Ensayo de alcalis . .
amarillenta intensa.

Compuestos fenolicos Presentd un \ ++
(reactivo de cloruro oscurecimiento de la
férrico) muestra color verde.

(-) no hay presencia; (+) poca presencia; (++) presencia confirmada.
Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro 16. Pruebas fitoquimicas del extracto etanolico

Pruebas fitoquimicas Extracto etandlico

(++)

Presentd una coloracion
rojiza a rosado en la
parte superior.

Flavonoides (reaccién de
Shinoda)

Presenté una coloracion

Ensayo de alcalis : .
naranja-amarillenta.

Presento
oscurecimiento de la
muestra a coloracion
verde azulado.

Compuestos fenolicos
(reactivo de cloruro
férrico)

(-) no hay presencia; (+) poca presencia; (++) presencia confirmada.
Fuente: Elaboraciéon propia
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Cuadro 17. Pruebas fitoquimicas del extracto acetato de etilo

Pruebas fitoquimicas Extracto de acetato de etilo

No hubo cambio de
coloracion respecto del
color inicial, pero generd
una cantidad de espuma
reducida.

Flavonoides (reaccion de
Shinoda)

Present6 una leve ‘
aclaracion del color [ S (-)
inicial, pero no dentro de

la gama amarillo-rojo.

Ensayo de &lcalis

! i o ey
Compuestos fendlicos Presento un +
(reactivo de cloruro oscurecimiento de color a
férrico) verde azulado.

(-) no hay presencia; (+) poca presencia; (++) presencia confirmada.

Fuente: Elaboraciéon propia
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Los cuadros 15, 16 y 17 muestran los resultados obtenidos en cada prueba fitoquimica
realizada en los diferentes extractos, evidenciando que en el extracto metandlico las
pruebas fueron positivas, pero la prueba de Shinoda expreso poca presencia de flavonoides.
En el extracto etandlico todas las pruebas fueron positivas por el cambio de coloracion
intenso observado, finalmente el extracto con acetato de etilo mostré resultados negativos o

poca presencia en cada prueba.

A partir de los resultados de la cromatografia en capa fina y las pruebas fitoquimicas, se
decidié trabajar con el extracto etanolico por la presencia evidente en mayor cantidad de

flavonoides.
4.4.  Separacion de flavonoides totales
4.4.1. Separacion de azucares presentes

Se realizd la separacion de los cristales aplicando el principio de solubilidad,

posteriormente se comparé por cromatografia en capa fina estos cristales con sacarosa.

¢ Rendimiento de cristales: 4.74% (Respecto del extracto etandlico)

r. : Datos de la placa:

' & 4 " e Fase movil: Etanol
@ Q e Fase estacionaria: Placa Silica
- gel 60 (Merck).
Y e Revelador: Acido sulfdrico 30%

. (PIP).

e Orden de muestras: 1 (cristales),

£ 2% 2 (sacarosa)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 48. Cromatografia en capa fina de los azlcares separados
En la figura 48, se observa que los cristales tienen una forma cubica de color blanco
amarillento suave, la placa cromatografica muestra similares manchas (distancia) que la
sacarosa que fue usada como referencia, teniendo como conclusion que los cristales

aislados pertenecen al grupo de las azlcares.
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4.4.2. Separaciony purificacion de flavonoides totales

4.421. Pruebas de solubilidad

Una vez separado los cristales se procedio a realizar nuevamente las pruebas de solubilidad

al extracto etanolico, la figura 49, muestra las pruebas realizadas al extracto con solventes

de diferente polaridad, donde se evidencia, que al ser mezclado con acetato de etilo formo

un precipitado blanco alrededor del tubo de ensayo, mismo que se separd del liquido y

presento el color blanco observado en la figura 50.

Una vez separado el precipitado se volvio a realizar una placa cromatogréafica al extracto,

donde se observd que el compuesto (mancha) que se quedd en la parte inferior de la placa

anterior ya no esta presente, por tanto, se separé uno de los compuestos.

Extracto etanélico Solventes

|

® -

lechoso. (poco soluble)

ol o N T (1) Agua destilada: turbidez, verde
TEIN]

(2) Etanol: dilucion del extracto.
(soluble)

(3) Acetato de etilo: formacion de
precipitado blanco. (poco soluble)

(4) Eter de petrdleo: aclaracion del

color. (poco soluble)

Figura 50.

Fuente: Elaboracién propia
Figura 49. Pruebas de solubilidad al extracto etandlico.

Fuente: Elaboracion propia
Precipitado formado por la mezcla de acetato de etilo y extracto etandlico
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4.4.2.2. Separacion de los compuestos por cromatografia

Se realiz6 la separacion por cromatografia en columna y placa para visualizar las machas de

los compuestos de flavonoides.

La figura 51, muestra la cromatografia de las 4 fracciones separadas, a partir de la placa se
eligio las fracciones 2 y 3 que presentaron similares manchas. El trabajo fue desarrollado
con ambas fracciones, volviendo a realizar la cromatografia en columna para realizar una
separacion en columna de las manchas, por presentar la coloracion amarillenta, que
evidencia la presencia de flavonoides. Finalmente se purifico la mancha obtenida, con

acetato de etilo como fase movil, que se observo en la figura 52.

Datos de la placa:

‘% ] “—1’ e Fase mévil: Acetato de etilo: Metanol: Acido
2 acético: Agua (17,6:1:1:1).

e Fase estacionaria: Placa Silica gel 60 (Merck).
e Revelador: Acido sulftrico 30% (P/P)
3 e Fracciones: 1,2,3y4.

e Distancia recorrida por el solvente: 50mm
o Ry, =0.083
} o Rp_,=0222
o Rp_3=0.333
o R, =0.528

o Rp_s=0.861
1 2 3 4

o Rp_¢=0.944
Placa cromatogréfica

Fuente: Elaboracion propia
Figura 51. Placa cromatogréafica de las fracciones obtenidas en columna.
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Datos de la columna

e Fase movil: Acetato de etilo

e [Fase estacionaria: Placa Silica gel 60
(Merck).

e Revelador: Acido sulfirico 30% (P/P)

e Solvente: etanol

Fuente: Elaboracién propia
Figura 52. Purificacion de los flavonoides totales

Una vez que se purifico la mancha, esta se concentr6 en rotaevaporador para disolverlo en

etanol en una proporcion 1:10, para su posterior anélisis.
4.5.  Analisis del compuesto purificado
4.5.1. Espectroscopia UV-Visble del extracto purificado

El andlisis se realiz6 con el equipo espectrofotdmetro, donde se verifico la presencia de
flavonoides (Figura 53), el espectrograma muestra la actividad de la fraccion separada del
extractro etanolico en concentracion 1:10000 formando dos puntos en el gréafico, entre las
longitudes de onda de 190nm y 450nm, evidenciando la presencia de flavonoides ya que los
valores de absorcion para las dos bandas estan entre 200 a 560nm segun Lock (1988), pero

la banda | present6 poca absorcion por la dilucion realizada.
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| | |

> | | |
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| | |

0750} | t {
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190,00 300,00 400,00 500,00
Wavelergthinem)

Fuente: Elaboracion propia
Figura 53. Espectro del extracto purificado
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45.2. Determinacién de actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante con el método DPPH y ABTS, ademéas de la

cuantificacion por el método Folin-Denis.
45.2.1. Determinacion por el método DPPH

Se evalud la actividad antioxidante por el método DPPH, de la fraccion purificada, a

diferentes diluciones por triplicado.

Cuadro 18. Porcentaje de inhibicion a diferentes diluciones por método DPPH.

% de inhibicién Desviacién

Dilucion (promedio) estandar %C.V. Resultado
1:10 88,311% 0.18 0.002 88.311+ 0.18
1:100 15,437 % 0.30 0.020 15.437+0.30
1:1000 0.846 % 0.21 0.247 0.846+0.21

Fuente: Elaboracién propia
En el cuadro 18, se observa los porcentajes de inhibicién de la muestra, el promedio de la
muestra 1:10 es de 88,311% que muestra el mayor porcentaje de inhibicion de las

diluciones, evidenciando la actividad antioxidante de la fraccién purificada.
45.2.2. Determinacion por el método ABTS
Se realiz6 a diferentes lecturas de diluciones y tiempos por triplicado el método.

Cuadro 19. Porcentaje de inhibicion a diferentes diluciones para método ABTS

Dilucién zi%';?i‘:]‘; %C.V. zisslé)lrﬁi(; %C.V.
1:10 99.864% 0.000 99.864% 0.000
1:100 34.692% 0.063 35,145% 0.059

1:1000 0.498% 0.417 1.585% 0.099

Fuente: Elaboracion propia
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El cuadro 19, muestra el promedio de cada dilucién, se observé que maximo porcentaje de
inhibicion esta en un tiempo de 10 y 30 minutos; diluido a 1:10, lo que significa que la

capacidad inhibidora es mayor en en extracto concentrado.
45.2.3. Determinacion por el método Follin Denis

El contenido de fenoles totales se expresd en mg del fenol en litro de extracto purificado,
para ello se realizo la curva de calibracion que se observa en la figura 54, posteriormente se

realizaron las lecturas a diferentes concentraciones como se observa en el cuadro 19:

01 y =0,0097x - 0,0027
R?=0,9927

0,08

0,06

Absorbancia

0,04

0,02

0 2 4 6 8 10 12

-0,02 -
Concentracion (ppm)

Fuente: Elaboracién propia
Figura 54. Curva de calibracion para fenoles totales con pirogalol

A partir de la curva de calibracion se realizé la determinacion de fenoles totales a diferentes

concentraciones del extracto purificado:

Cuadro 20. Absorbancias promedio a diferentes diluciones para fenoles totales

Dilucion Absorbancia  Desviacion Concentracion
estandar (ppm)
1:100 0.199 0.002 20.84
1:1000 0.013 0.001 1.60

Fuente: Elaboracion propia
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El cuadro 20 muestra los resultados a dos diluciones, evidenciando que concentracion
mayor es de 20,84 mg de Pirogalol en 1 litro de extracto, a dilucion 1:100, por tanto, la

presencia de fenoles totales es considerable en el extracto etandlico.
4.5.3. Determinacion de flavonoides totales

Se realizo la curva de calibracion para calcular los flavonoides totales expresados en mg de

quercetina por litro de muestra.

0,25
0,2 y = 0,0019x - 0,0006
R2=0,9857
0,15
©
o
c
©
2 01
o
wv
0
<
0,05
0
0 20 40 60 80 100 120
-0,05
ppm

Fuente: Elaboracién propia

Figura 55. Curva de calibracion para flavonoides totales con quercetina
La figura 55, muestra la curva de calibracion realizada con el patron quercetina que se
utilizé para la lectura de la muestra a diferentes diluciones, el cuadro 21 muestra que el
mayor contenido fue de 216,37mg de Quercetina en un litro de extracto a dilucion 1:10,

evidenciando la presencia en cantidad de flavonoides en el extracto purificado.

Cuadro 21. Absorbancias a diferentes diluciones para flavonoides totales

Absorbancia Desviacion Concentracion

ST promedio estandar (ppm)

1:10 0.411 1.861 216.37
1:100 0.050 1.053 26.63
1:1000 0.004 2.596 2.60

Fuente: Elaboracion propia
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4.6. Formulacion del producto
4.6.1. Formulacion del gel

Se realizo la formulacion del gel base del producto, considerando 3 formulaciones con la

variacion del porcentaje de carbopol:

Cuadro 22. Propuestas de formulaciones a diferentes porcentajes

Formulacion Formulacion B Formulacion C

Reactivos A (%) (%) (%)
Agua destilada 71.89 71.89 71.89
Alcohol isopropilico 23.00 23.00 23.00
Carbopol 0.91 1.36 1.81
Trietanolamina 0.12 0.16 0.23
Glicerina 1.80 3.60 5.40

Fuente: Elaboracién propia

A partir del cuadro 23, se realizd la seleccion del producto final, tomando en cuenta las

caracteristicas fisicas comparadas con un gel comercial.

Cuadro 23. Descripcion de las diferentes formulaciones

Formulacion Descripcion del resultado

Formulacion A Gel homogéneo, una viscosidad baja, aplicacion poco
dificultosa por su consistencia presentada con una
extensibilidad alta.

Formulacion B Gel homogeéneo, una viscosidad promedio y aceptable,
aplicacion facil como un gel comercial, con una
extensiblidad aceptable.

Formulacién C Gel homegeneo, con una viscosidad alta, gomosa, aplicacion
poco dificultosa y aceptable.

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracién propia
Figura 56. Formulaciones propuestas para el gel

De las 3 formulaciones se descart6 A y C por las caracteristicas no satisfactorias
presentadas en el cuadro 23, por tanto, se trabajo con la formulacion B para la mezcla con

el extracto, pues la homogeneidad, consistencia y untuosidad era similar al gel del mercado.
o Formulacion del gel con el extracto purificado

A partir de la formulacion aceptada, se realizd la formulacion completa del gel con la
fraccion purificada ademas de otros reactivos que completan la formulacion del gel, como

se observa en el cuadro 24:

Cuadro 24. Formulacion del gel

Reactivos Composicion (%)
Agua destilada 69.86
Alcohol isopropilico 21.00
Carbopol 1.36
Trietanolamina 0.75
Glicerina 3.60
Extracto 2.40
Fragancia 0.03
Conservante 1.00

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracién propia
Figura 57. Formulacion final con el extracto purificado.

La formulacion final presentd un aspecto aceptable y una consistencia adecuada sobre la

piel.
4.6.2. Control de calidad del producto terminado

Al producto propuesto se le realizaron pruebas de control de calidad béasicos para la

verificacion de la calidad presentada.
4.6.2.1.  Analisis organoleptico

El cuadro 25, muestra las sensaciones evaluadas por los sentidos, mismos que se comparan

al gel comercial.

Cuadro 25. Resultados del analisis organoléptico al producto

Parametro Descripcion del gel
Aspecto Agradable, brilloso similar a los geles.
Color Amarillo suave.

Olor Similar a etanol diluido y dulce.
Textura Suave y ligera al contacto

Fuente: Elaboracion propia
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4.6.2.2.  Determinacion de pH

Se pudo observar en el cuadro 26, el pH registrado con el pHmetro digital que se encuentra
en un promedio de 5.4, si el rango adecuado para la piel (5.0-5,7), estos valores muestran
que el gel son ligeramente acidos, que es adecuado para la establidad de los compuestos

fenolicos e impidiendo el crecimiento de bacterias.

Cuadro 26. Resultados del pH al producto

pH Criterio

5.3 Aceptado
55 Aceptado

55 Aceptado

Fuente: Elaboracion propia

4.6.2.3. Determinacion de extensibilidad

El cuadro 27, muestra las areas iniciales y finales del producto, teniendo una diferencia
promedio de 906.85mm? de extension a partir de una masa de 0.55g demostrando que tiene

una facil extensiblidad.

Cuadro 27. Resultados de la extensibilidad del producto.

Promedio de area Promedio de area final %C.V.
inicial (Ai mm?) (As mm?)
78.54 1017.85
78.54 1134.08 0.184
78.54 804.22

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 58. Extensibilidad del producto.

4.6.2.4. Determinacion de untuosidad

Cuadro 28. Resultados de untuosidad del producto

mtﬂezi?; ?g) a-tl)-slgrrr::?gnd(es) %C.V.
0.50 65
0.50 67 0.023
0.51 68

Fuente: Elaboracion propia

Fuente: Elaboracion propia
Figura 59. Untuosidad del producto

El cuadro 28 muestra la absorcion en la piel que tuvo el gel, a partir de una masa de 0.50 g

en un tiempo promedio de 67 segundos siendo este aceptable para un gel con el tipo de
composicion.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES

Se realizd las extracciones a partir de las hojas de Moringa oleifera desengrasadas
con solventes de diferentes polaridades por el método de extraccion sélido- liquido
obteniendo rendimientos de: 10.87% con metanol, 12.09% con etanol y 9.56% con
acetato de etilo, de estos extractos el que presenta mayor rendimiento es con etanol.
Se realizaron pruebas fitoquimicas y cromatogréficas a los extractos, evidenciando
la presencia de flavonoides por las pruebas cualitativas positivas y la cromatografia
en capa fina principalmente el extracto etandlico que mostré presencia de mayor
cantidad de manchas (compuestos) entre los demas extractos.

Al extracto etandlico que tuvo mayor presencia de compuestos, se realizd la
separacién y purificacion de flavonoides presentes por cromatografia en columna
logrando una fraccion purificada, que se le realizo las pruebas fitoquimicas dando
positivas, asi se demostré la presencia de flavonoides totales.

Se hizo el barrido espectral a la fraccion purificada, mismo que justificé la presencia
de los flavonoides en la muestra, por la formacion de dos bandas generadas dentro
del rango de las longitudes de onda.

Se evalu6 la actividad antioxidante de la fraccion purificada por 3 métodos
presentando los mayores resultados de: el método de DPPH con un porcentaje de
inhibicion 88.311+ 0.18 % en una dilucion 1:10, método ABTS con un porcentaje
de inhibicion de 99.864% en dilucién 1:10 y fenoles totales con el método Folin-
Denis dando como resultado de 20.84 ppm en una dilucién 1:100.

Se cuantifico los flavonoides totales de la fraccion purificada con el método del
AICI; por espectrofotometria UV-Visible, dando un resultado de 216.37 mg
quercetina/L, en la dilucion 1:10.

Se elabord una formulacion para un producto a partir de la fraccion purificada en
forma de gel con uso analgésico, que se obtuvo a partir de las hojas de Moringa
oleifera, a este se le realizaron pruebas de control de calidad como producto

terminado.
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CAPITULO VI.
RECOMENDACIONES

Realizar un andlisis completo al extracto etandlico para la obtencion de un producto
apto para el mercado, debido a su alto rendimiento.

Realizar pruebas farmacologicas “in vivo” del extracto y producto terminado.
Realizar pruebas de estabilidad al extracto purificado y producto terminado, para
que se pueda comercializar en el mercado.

Realizar las pruebas microbiologicas al extracto y producto terminado como la
actividad antibacteriana, para su uso en la poblacion.

Ejecutar pruebas con técnicas instrumentales mas sensibles como cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas e infrarroja, para la determinacion de las

moléculas presentes.
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CAPITULO VIII.

ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de los reactivos y curva del método DPPH

Preparacion del reactivo de DPPH: Se prepard la solucion madre de DPPH
pesando 20mg de este reactivo que se disolvio en 10ml de metanol al 80%,
posteriormente se realiz6 una dilucién 1:10, tomando una alicuota de 250uL aforado
a 25ml de metanol.

Preparacion de la curva de calibracion: se pesé 20mg del referente acido ascérbico
disuelto en 10ml, posteriormente a este se realizé una dilucion 1:10, a partir de esta
dilucion se prepar6 la curva de calibracion tomando distintas cantidades de

solucioén.

Anexo 2. Preparacion de los reactivos y curva del método ABTS

Preparacion del reactivo ABTS: Se pes6 50mg del reactivo ABTS y se disolvid en
50ml de agua desionizada, posteriormente se adiciond 2.45mg de K,S,0g4
(persulfato de potasio), la solucion se dejé en reposo durante 48 horas en la
oscuridad. A continuacion, se diluyé con etanol hasta llegar a una absorbancia entre
0.750 + 0.050 a 754nm (ajustado experimentalmente).

Preparacion de la curva de calibracion: Se prepard una solucion con 25mg de
acido ascdrbico en 50mL de metanol, de esta solucion madre se realizé diluciones

para la curva de calibracion.

Anexo 3. Preparacion de los reactivos y curva del método Folin-Denis

Preparacion de la curva de calibracion: Se prepard el referente pirogalol pesando
10mg de este, para aforarlo con etanol en un matraz de 25ml, posteriormente se
realizo una dilucion 1:10 a partir de una alicuota de 10ml que se aforo a 100ml con
etanol, a partir de esta dilucion se preparo la curva de calibracion tomando distintas

cantidades de solucion.
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e Preparacion de Na,C05 al 20% (P/P): se pesd 2g del reactivo y se aford en un

matraz de 10ml con agua destilada.

Anexo 4. Preparacion de los reactivos y curva del método AICI3

e Preparacion de la curva de calibracion: Se pes6 25mg de Quercetina que se diluyé
en etanol, posteriormente se aford a 25ml, de esta solucion se realizé una dilucién
1/20 que se afor6 a 10ml, a partir de esta solucion se realizé diluciones a diferentes
concentraciones.

e Preparacion de NaNO, (5% P/P): Se pes6 0.5g de la sal que se diluy6é con agua
destilada, posteriormente se aford a 10ml.

e Preparacion de AICI; (10% P/P): Se pes6 1.81g de cloruro de aluminio
hexahidratado, fue disuelto en agua destilada, luego se aforé en un matraz de 10ml.

e Preparacion de NaOH (1M): Se pes6 1g de hidroxido de sodio que se disolvio con

precaucion con agua destilada, posteriormente se aforé a 25ml.

Anexo 5. Datos experimentales para la determinacion de rendimiento en extractos

El rendimiento de cada extracto se obtuvo por la siguiente expresion:

. masQconcentrado
%rendimiento = * 100%
masamuestra

Datos experimentales:

Disolvente usado  Masa inicial (g)  Masa del extracto ()

Metanol 158.3578 17.2133
Etanol 159.0103 19.2246
Acetato de etilo 155.2842 14.8452
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Anexo 6. Datos experimentales para la determinacion de actividad antioxidante por el
método de DPPH

Blanco (abs) 0,827 Promedio pesyiacion

Dilucion % . _de_%_) de S %C.V.
Absorbancia inhibicion inhibicion

1:10 0,097 88,271

1:10 0,095 88,513 88,311 0,185 0,002

1:10 0,098 88,150

1:100 0,697 15,719

1:100 0,702 15,115 15,437 0,304 0,020
1:100 0,699 15,478
1:1000 0,819 0,967
1:1000 0,819 0,967 0,846 0,209 0,247
1:1000 0,822 0,605

Anexo 7. Datos experimentales para la determinacion de actividad antioxidante por el
método de DPPH

Para un tiempo de 10 minutos, absorbancia del blanco es 0.736

% de Promedio de %  Desviacion

. ., - (0)
DUNENOT  AOSOEERIE oo o e msneEr e
110 0,001 99,864
99,864 0,000 0,000
110 0,001 99,864
1100 0,489 33.560
1100 0,491 33,288 34,692 2201 0,063
1100 0,462 37,228
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11000 0,731 0,679
11000 0,734 0,272 0,498 0,208 0,417
11000 0,732 0,543
Para un tiempo de 30 min, absorbancia del blanco es 0.736
0) 1 0] 132C16
Diluciébn  Absorbancia . (0 de Pmme‘j.'o. de & Des’V|aC|on %C.V.
inhibicion de inhibiciébn  estandar
110 0,001 99.864
99.864 0,000 0,000
110 0,001 99,864
1100 0,484 34,239
1100 0,488 33,696 35,145 2,058 0,059
1100 0,460 37,500
11000 0,725 1,495
11000 0,725 1,495 1,585 0,157 0,099
11000 0,723 1,766

Anexo 8. Datos experimentales para la curva de calibracion de fenoles totales con pirogalol

Concentracion del
patréon (ppm)

Absorbancia

0
2
4
6
8

10

0,017
0,034
0,053
0,072
0,099
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Anexo 9. Datos experimentales de la muestra en la determinacion de fenoles totales

Concentracion PO EE Desviacion
Dilucion Absorbancia concentracion , %C.V.
(ppm) estandar
(ppm)
1100 0,201 21,044
1100 0,197 20,640 20.854 0,002 0,010
1100 0,199 20,879
1 1000 0,012 1,549
1 1000 0,013 1,650 1.599 0,001 0,048
1 1000 0,012 1,598

Anexo 10. Datos experimentales para la curva de calibracion para flavonoides totales con

Quercetina

Concentracion del

i Absorbancia
patrén (ppm)

0 0,011
20 0,031
50 0,085
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80 0,156
100 0,201

Anexo 11. Datos experimentales de la muestra en la determinacion de flavonoides totales.

Concentracion FIEIEL(D ElE Desviacion
Dilucién  Absorbancia concentracion i %C.V.
(ppm) estandar
(ppm)
110 0,408 215,05
216,36 1,861 0,009
110 0,413 217,68
1100 0,05 26,63
1100 0,048 25,58 26,63 1,053 0,040
1100 0,052 27,68
11000 0,004 2,42
11000 0,005 2,95 2,60 0,304 0,117
11000 0,004 2,42
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