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RESUMEN

Moringa oleifera Lam (moringa) es una planta tropical usada con propdésitos medicinales y
alimenticios. El interés de esta planta como alimento funcional y como fuente de
nutracéuticos, estd ampliamente difundido a escala mundial, siendo las hojas y semillas las
de mayor utilizacion por el contenido de compuestos bioactivos. Tomando en
consideracién los beneficios que la misma reporta, el objetivo de la investigacion fue
disefiar una infusion combinando las hojas de M. oleifera (moringa) con los calices de H.
sabdariffa (Jamaica), aprovechando el contenido de nutrientes y bioactivos de estas
materias primas vegetales. Para ello se realizé un andlisis fisico-quimico de las drogas
crudas, obteniéndose el 5,11% de humedad residual en M. oleifera y 6,92 % para H.
sabdariffa. Se determinaron las cenizas totales en ambas materias primas, encontrandose
9,46% vy 4,92% de materia inorganica, respectivamente. Al ser tratadas las cenizas totales
con HCI al 10%, dichos valores se redujeron a 3,39% y 1,12% para la moringa y Jamaica,
respectivamente. El contenido de proteinas solo fue determinado para la moringa, a través
del método de Bradford, siendo de 27,67 mg/100g de droga seca. El analisis del contenido
de minerales determino la presencia de los macrominerales N, P, K y Ca, resultando ser
superiores los porcentajes obtenidos para la moringa, en todos los casos. Respecto a los
microminerales cuantificados (Mg, Zn, Cu, Fe, Mn, Na y B), destaca la presencia de Fe
(114,9 ppm) en la moringa, resultado referido por otros autores para dicha biomasa. La
determinacion de As y Pb en ambas drogas, arrojo valores inferiores a 0,005 y 0,09,
respectivamente, de igual manera se realizo el anlisis microbioldgico; ambos parametros

cumplen con los limites establecidos para avalar el consumo de ambas drogas.

El tamizaje fitoquimico realizado en el extracto acuoso de las drogas vegetales, sugirio la
presencia en ambos casos de: azucares reductores, compuestos fendlicos, aminoacidos y
flavonoides. Para el extracto de moringa se pudo ademas identificar saponinas y alcaloides.
Para complementar el estudio anterior, en ambos extractos acuosos de las muestras en
estudio, se realizd la cromatografia en capa delgada (CCD), sugiriendo la presencia de
compuestos con grupos cromoforos conjugados (estructuras fendlicas simples,
flavonoides) y saponinas para ambos extractos, sin embargo, los aminoacidos no fueron

identificados en el extracto de jamaica.

Para la cuantificacion de fenoles se empled el método de Folin-Ciocalteu, demostrandose

que los calices de H. sabdariffa poseen mayor contenido de tales metabolitos (5138,83 mg



EAG/100g de droga cruda) en comparacion con la moringa cuyo contenido fue de 2748,26
mg EAG/100g de droga cruda. El ensayo de la capacidad secuestradora de radicales libres
por el método de DPPH evidencio que el extracto acuoso de los calices de H. sabdariffa
presenta una mayor capacidad antioxidante con un Clso= 0,0503 mg/mL, siendo de 0,0866
mg/mL para el extracto de moringa, lo cual guarda relacién directa con el contenido de

polifenoles.

Paralelamente, se realizd un analisis mediante CLAE-EM en ambos extractos acuosos,
utilizando como fase estacionaria una columna Accucore RP-MS C18, como fase movil
acetonitrilo y agua acida (acido férmico al 0,1 % en agua). La elucion fue en gradiente y
como detector se utilizd un espectrometro de masas, realizando el andlisis en modo
positivo y negativo y optimizando las condiciones, en base a una infusion de una solucién
de quercetina (15 ppm). Para la M. oleifera se identificaron metabolitos de naturaleza
fendlica, tales como flavonoides glicosilados, fundamentalmente, derivados de quercetina,
apigenina 'y kaempferol; &cidos fendlicos (3,4-di-O-caffeoilquinico, acido 3-O-
caffeoilquinico, &cido  4-O-caffeoilquinico) 'y un lignano  (isolariciresinol
glicosido/lariceresinol glicésido). Ademas de acidos organicos (acido glucénico y acido
citrico) y el aminoécido fenilalanina. En la muestra de H. sabdariffa se identificaron
antocianinas (delfinidina-3-sambubidsido, cianidina 3-sambubidsido, delfinidina-3-
galactosido), flavonoides glicosidados (quercetina 3-rutindsido, quercetina 3-glucosido,
kaempferol 3-(p-coumarilglucésido) y acidos organicos (&cido hidroxicitrico, acido

hibiscus).

La formulacion se determind a través de un disefio experimental completamente al azar,
realizando mezclas de M. oleifera y H. sabdariffa en proporciones de 50:50, 70:30 y 80:20,
respectivamente. Se evalué la respuesta sensorial de preferencia de 46 jueces
consumidores, siendo la mezcla 50:50 la mejor puntuada por ellos. La formulacion de
mayor aceptacion se envasd en bolsas de papel filtro sellable, en una envasadora
automatica para bolsas de té sin sobre. En el control de calidad de la infusion se
determinaron: indice de refraccion (1,33), grados Brix (0,84%), fructosa (0,86%), glucosa
(0,85%), azlcar invertida (0,86%), pH (3,16) y densidad relativa (1,001 g/cm?). Ademas,
se cuantifico el por ciento de fenoles totales (42,89 mg) por cada 200 mL de la infusion,
lograndose en dicha preparacion, una capacidad inhibitoria del DPPH con un ICsg de 0,06

mg/mL. Se concluye que la infusion disefiada posee las caracteristicas necesarias para ser



considerada como una bebida funcional, Gtil en la prevencion de trastornos inherentes a la

salud humana.

Palabras claves: Moringa oleifera, Hibiscus sabdariffa, Té de hierbas, compuestos
fenolicos, actividad antioxidante, CLAR-EM.



ABSTRACT

Moringa oleifera Lam (moringa) is a tropical plant used with medicinal and food purposes.
The interest of this plant as a functional food and as a source of nutraceuticals is widely
disseminated worldwide, with leaves and seeds being the most widely used due to the
content of bioactive compounds. Taking into consideration the benefits that it reports, the
objective of the research was to design an infusion combining the leaves of M. oleifera
(moringa) with the chalices of H. sabdariffa (Jamaica), taking advantage of the nutrient
and bioactive content of these materials vegetable bonuses. To do this, a physical-chemical
analysis of crude drugs was performed, obtaining 5.11% residual moisture in M. oleifera
and 6.92% for H. sabdariffa. The total ashes were determined in both raw materials,
finding 9.46% and 4.92% of inorganic matter. When total ash was treated with 10% HCI,
these values were reduced to 3.39% and 1.12% for moringa and Jamaica, respectively. The
protein content was only determined for moringa, through the Bradford method, being
27.67 mg/100g of dry drug. The analysis of the mineral content determined the presence of
the macronutrients N, P, K and Ca, resulting in higher percentages obtained for moringa, in
all cases. With regard to quantified micronutrients (Mg, Zn, Cu, Fe, Mn, Na and B), the
presence of Fe (114.9 ppm) in moringa stands out, a result referred by other authors for
said biomass. The determination of As and Pb in both drugs yielded values lower than
0.005 and 0.09, respectively, in the same way the microbiological analysis was performed;
both parameters comply with the limits established to guarantee the consumption of both
drugs.

The phytochemical screening performed on the aqueous extract of plant drugs, suggested
the presence in both cases of: reducing sugars, phenolic compounds, amino acids and
flavonoids. For moringa extract it was also possible to identify saponins and alkaloids. To
complement the previous study, in both aqueous extracts of the samples under study, thin
layer chromatography (CCD) was performed, suggesting the presence of compounds with
conjugated chromophore groups (simple phenolic structures, flavonoids) and saponins for
both extracts, without. However, the amino acids were not identified in the Jamaica

extract.

For the quantification of phenols, the Folin-Ciocalteu method was used, demonstrating that
the chalices of H. sabdariffa have a higher content of such metabolites (5138.83 mg

EAG/100g of crude drug) compared to moringa whose content was 2748.26 mg EAG/100g



of raw drug. The assay of the free radical scavenger capacity by the DPPH method showed
that the aqueous extract of the chalices of H. sabdariffa has a higher antioxidant capacity
with an ICso= 0.0503 mg/mL, being 0.0866 mg/mL for moringa extract, which is directly

related to the polyphenol content.

In parallel, a CLAE-EM analysis was carried out in both aqueous extracts, using as an
stationary phase an Accucore RP-MS C18 column, as a mobile phase acetonitrile and acid
water (0.1% formic acid in water). The elution was in gradient and as detector a mass
spectrometer was used, performing the analysis in positive and negative mode and
optimizing the conditions, based on an infusion of a solution of quercetin (15 ppm). For M.
oleifera metabolites of phenolic nature were identified, such as glycosylated flavonoids,
mainly derived from quercetin, apigenin and kaempferol; phenolic acids (3,4-di-O-
caffeoylquinic, 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid) and a lignan
(isolariciresinol glycoside / lariceresinol glycoside). In addition to organic acids (gluconic
acid and citric acid) and the amino acid phenylalanine. In the H. sabdariffa sample,
anthocyanins (delphinidin-3-sambubioside, cyanidin 3-sambubioside, delphinidin-3-
galactoside), glycosidated flavonoids (quercetin 3-rutinoside, quercetin 3-glucoside,
kaempferol 3-(p-coumarylglucoside) were identified and organic acids (hydroxycitric acid,
hibiscus acid).

The formulation was determined through a completely randomized experimental design,
performing mixtures of M. oleifera and H. sabdariffa in proportions of 50:50, 70:30 and
80:20, respectively. The sensory response of 46 consumer judges was evaluated, with the
50:50 mixture being the best one rated by them. The most accepted formulation was
packed in sealable filter paper bags, in an automatic bag packer without sachet. In the
quality control of the infusion were determined: refractive index (1.33), Brix degrees
(0.84%), fructose (0.86%), glucose (0.85%), invert sugar (0, 86%), pH (3.16) and relative
density (1.001 g/cm3). In addition, the percentage of total phenols (42.89 mg) was
quantified for each 200 ml of the infusion, attaining in this preparation, an inhibitory
capacity of DPPH with an ICso of 0.06 mg/mL. It is concluded that the designed infusion
has the necessary characteristics to be considered as a functional drink, useful in the

prevention of disorders inherent in human health.

Key words: Moringa oleifera, Hibiscus sabdariffa, Herbal tea, phenolic compounds,
antioxidant activity, CLAR-EM.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se han investigado las plantas medicinales, los compuestos
quimicos que presentan y las propiedades medicinales asociadas a ellos. En la actualidad,
las investigaciones en plantas medicinales vuelven a ser el centro de atencion, debido a las
evidencias que existen de los compuestos bioactivos presentes en muchas de ellas,
incrementandose el interés en la busqueda de nuevos productos naturales. Se han realizado
bioensayos en los que se evidencia la capacidad de prevenir el desarrollo de enfermedades,
la toxicidad y los efectos adversos, factor importante para la demanda en el aumento de
fabricantes de medicamentos a base de hierbas, provocando una reduccién en el uso de

drogas quimicas (Jamshidi-Kia et al., 2018; Raclariu et al., 2018).

El impacto de las plantas medicinales con gran potencial terapéutico, incrementé el uso de
los productos naturales a nivel mundial en un 64%. Se ha creado conciencia en evaluar su
seguridad en los efectos farmacoldgicos y eficacia, lo cual requiere de un enfoque
cientifico completo. El tratamiento fitoterapéutico se puede utilizar en todos los campos de
la medicina, pero es necesario una disciplina cientifica. La organizacion mundial de la
salud reconoce a las plantas medicinales como sustancias con propiedades para la
prevencion y cura de enfermedades. Las industrias farmacéuticas tienen la responsabilidad
de conservar las especies de las plantas medicinales ya que son quienes las explotan como

negocio (Vermay Singh, 2008).

La moringa (Moringa oleifera L.) es un arbol nativo de la India, pertenece a la familia de
las moringaceae, se ha naturalizado en todas las regiones tropicales, subtropicales y
semiaridas del mundo. Se la conoce por diferentes nombres, entre ellos, “arbol de la vida”,
“arbol de los milagros” debido a su gran contenido de nutrientes (Martin et al., 2013).
Todas las partes del arbol se utilizan con diferentes propdsitos, como alimento,

medicamento, produccion de biodisel (Guaycha et al., 2017; Leone et al., 2015).

Las hojas frescas de moringa poseen minerales, hierro, aminoacidos esenciales, vitaminas,
calcio, entre otros, los cuales le garantizan sus cualidades nutricionales. Adicionalmente, se
refieren metabolitos bioactivos tales como compuestos fendlicos, flavonoides,
glucosinolatos, isotiocianatos, saponinas y alcaloides, los que le otorgan las propiedades

terapéuticas (Leone et al., 2015). Como fitoterapéutico las hojas se emplean como
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antiinflamatorio,  antihipertensivo, antioxidante, hepatoprotector, neuroprotector,

hipoglucemiante y antimicrobiano (Abdallah, 2016).

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es originaria de la India y Malasia, pertenece a
la familia Malvaceae, es muy popular en paises del medio oriente. La parte que mas se
utiliza de la Jamaica es el caliz o flor debido a su potencial farmacéutico y alimenticio (Cid
y Guerrero, 2012). Los extractos de los calices se emplean como colorante natural para
alimentos, en emulsiones para bebidas, mermeladas, licores, harinas, etc. (Sayago y Gofii,
2010).

Los calices son ricos en vitaminas, minerales, antocianinas, &cidos carboxilicos, acidos
fendlicos y flavonoides (Salinas et al., 2012). Los efectos bioldgicos que se le refieren son
antiescorbutico, diurético, colerético, antihipertensivo, antianémico, para tratar problemas

cardiacos y nerviosos, laxante suave, etc. (Onyenekwe et al., 1999; Salinas et al., 2012).

En la actualidad, se buscan alimentos naturales que proporcionan propiedades nutricionales
y funcionales de facil introduccion a la dieta de las personas. Las bebidas funcionales son
aquellas que brindan beneficios para la salud humana. Dentro de estas bebidas se incluyen
las infusiones o té, donde su consumo ha aumentado, ya que ademas de aportar agua,
también aportan fitoquimicos y nutrientes. Las infusiones son bebidas que se obtienen ya
sea de las raices, cortezas, hojas, flores y frutos, con agua caliente (a punto de hervir), que
aportan beneficios a la salud gracias a efectos tales como su actividad antioxidante
(Gamboa, 2014).

En los dltimos afos ha existido avance de la biologia molecular, en un afan de conocer
cada vez mejor la causa de las enfermedades. Entre los estudios realizados se destacan los
referidos al oxigeno, una molécula imprescindible para la vida, pero también es un
elemento nocivo. Para contrarrestar tales efectos la naturaleza posee sistemas de control,
los sistemas antioxidantes, que neutralizan los cambios producidos por el oxigeno y otras

sustancias a escala celular (Viada et al., 2017).

El grupo de trabajo se ha propuesto como objetivo del proyecto que desarrolla, disefiar
varias opciones de infusiones, donde se utilicen las hojas secas y molidas de la M. oleifera,
como ingrediente comun. Dadas las deficientes caracteristicas organolépticas que presenta
dicha materia prima, se busca combinarlas con otras plantas que, ademas de enmascarar,
fundamentalmente, sabor y olor, contribuyan en el aporte de metabolitos bioactivos

favorables para el adecuado mantenimiento de la salud humana.



Por todo lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue disefiar un té de hojas secas de moringa
(M. oleifera) y calices de flor de Jamaica deshidratados (H. sabdariffa), que aporte
componentes nutricionales y bioactivos, que ayuden a mejorar la calidad de vida y la salud

humana.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La necesidad de disefiar una mezcla de hojas de M. oleifera (moringa), con los céalices de
H. sabdariffa (flor de Jamaica), para preparar en forma de infusion, obteniéndose una

bebida agradable que ayude a prevenir enfermedades.

HIPOTESIS

Es posible el disefio de una formulacion para elaborar como infusién (té de hierbas)
empleando las hojas de moringa y flor de Jamaica, aprovechando el contenido en macro y
micronutrientes, asi como sus metabolitos secundarios hidrosolubles, con posibles

beneficios para la salud humana.
OBJETIVOS
Objetivo general

Disefiar una formulacion para preparar en forma de infusion, mediante la combinacion de
hojas de M. oleifera (moringa), con los calices de H. sabdariffa (flor de Jamaica),
aprovechando los componentes nutricionales y bioactivos de las materias primas vegetales,
para lograr un alimento funcional de calidad y con beneficios para la salud humana.

Objetivos especificos

e Determinar los requisitos de calidad y eficacia de las materias primas vegetales.

e Disefiar la formulacion a base de hojas de moringa y flor de Jamaica para consumir

en forma de infusion.

e Evaluar la calidad fisica, quimica y biologica de la formulacion.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Productos naturales y su aceptacién en la actualidad

Desde tiempos histéricos los productos naturales han sido aceptados por los seres
humanos como remedios medicinales para aliviar y tratar enfermedades. Antiguamente,
como no existian medicamentos, nuestros ancestros fueron descubriendo los tipos de
plantas vegetales que eran beneficiosas, asi como aquellas que por los efectos adversos que
poseian, resultaban venenosas. Con el avance de la tecnologia y las investigaciones, las
plantas han ido pasando a ser procesadas a nivel industrial, con evidentes estudio desde el
punto de vista quimico y farmacoldgico. En la actualidad hasta un 25% de los farmacos
prescritos, contienen al menos un principio activo derivado de una planta, siendo el
resultado de un proceso de investigacion, a través del cual se ha demostrado su eficacia
(Baquero, 2007).

En diferentes paises del mundo como Europa, Sudamerica, entre otros, el consumo de
productos naturales se ha incrementado en la actualidad siendo consumido,
aproximadamente, por el 50% de sus habitantes. Son considerados como medicamentos,
dietéticos, suplementos alimenticios, entre otros. El nivel de aceptacién se ha elevado
debido a que las investigaciones que avalan su calidad, efectividad y seguridad, asi como
las exigencias de los organismos regulatorios a nivel internacional, también se han

incrementado (Cariigueral y Dellacassa, 2003).

1.2 Moringa oleifera Lam (moringa)

1.2.1 Generalidades de la especie

La moringa (M. oleifera) es originario de la regién del Himalaya y el noreste de la India y
se ha naturalizado en todos los paises tropicales y subtropicales, fue introducido en
América Latina como arbol ornamental y cercas vivas en 1920 (Padilla et al., 2014). Es un
arbol de crecimiento rapido, con pocas exigencias del suelo ya que puede soportar largos
periodos de sequia, le aporta nutrientes al suelo y lo protege de factores como la erosion,
desecacion y altas temperaturas. En la actualidad se cultiva en las regiones tropicales,
subtropicales y semiaridas en todo el mundo. Se le atribuyen muchos usos beneficiosos

para el bienestar y la salud, entre ellos sus hojas para la alimentacion humana y animal por
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su alto contenido de vitaminas A y C, calcio, hierro, aminoacidos y proteinas, como
medicina y en relacion a las semillas se emplean en tratamiento de aguas. Ademas, se
utilizan como insumos en la agricultura e industria para la elaboracion de biocombustibles
ya sea como bioetanol, biodiesel o biogas (Godino et al., 2012; Doménech et al.,
2017; Hernandez et al., 2017).

Es considerada como alimento funcional en paises de la India y Africa, ha sido utilizada
por muchas culturas a nivel mundial como medicina tradicional durante siglos. EXxisten
pruebas que demuestran que las hojas y frutos de la moringa complementaban la dieta de
los reyes y reinas, para mantener una mente alerta y una piel sana. Las propiedades que le
otorgaban de combatir el asma, bronquitis, infecciones de la piel, prevencion de anemia y
diabetes (Mahmood et al, 2010).

Esta planta ofrece una gran versatilidad para la elaboracion de productos alimenticios,
debido a que todas las partes anatdmicas son comestibles. En Asia y Africa su principal
uso es como complemento alimenticio, es considerada un recurso de primer orden debido a
su bajo costo en la produccién para la prevencion de la desnutricion y patologias asociadas
a la carencia de vitaminas y aminoacidos esenciales (Magafia, 2012). En Nigeria consumen
las hojas en sopas, infusiones, ensaladas y como especia. Se dice que las hojas de moringa
poseen mas vitamina A que las zanahorias, mucho mas calcio que la leche, mas vitamina C
que las naranjas, mas cantidad de hierro que la espinaca y mas potasio que un banano
(Doménech et al., 2017).

1.2.2 Descripcion botanica
La moringa es conocida también como marango, resedd, arbol de rabano, arbol de las
perlas, rabano picante, palito de tambor, arbol de baqueta, arbol de los esparragos, angela,

entre otros (Villareal y Ortega, 2014).

Es una planta perenne, de crecimiento rapido, en un afio puede llegar a crecer de 6 a 7
metros, su altura méxima de crecimiento es de 10 a 12 metros, su tronco posee un didmetro
de 20 a 40 cm, tiene una vida promedio de 20 afios, tiene una copa ancha poco densa tipo
paraguas, ramas extendidas de unos 20 cm de largo y hojas compuestas dispuestas en
grupos con foliolos oblongos delgados de 1 a 2 cm de largo y de color verde claro. Las
flores son bisexuales con pétalos de color blanco y estambres amarillentos, perfumados y
numerosos, miden de 1 a 1,5 cm de largo. Los frutos encapsulados trilobulados de hasta 45

cm de largo y 2 cm de ancho, contienen entre 12 a 25 semillas por fruto. Las semillas son
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de color castafio oscuro, de forma redonda con tres alas blanquecinas (ver figura 1). Un
arbol puede llegar a producir de 15.000 a 25.000 semillas cada afio (Pérez et al., 2010).
Desarrollan una raiz pivotante tuberosa de aspecto hinchado, color blanco y olor picante
caracteristico, su reproduccion se puede dar ya sea por estacas o semillas (Lifian, 2010;
Vinoth et al., 2012).

Figura 1. A, semillas; B, vainas; C, hojas; D, flores de M. oleifera Lam.

El clima influye en el crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas. La moringa
crece en climas semiaridos, himedos y semihumedos, crecen en alturas desde el nivel del
mar hasta 1200 m de altitud, en temperaturas entre 24 y 32 °C. Necesita al menos 700 mm
anuales de humedad para su crecimiento y desarrollo. Crecen en casi todo tipo de suelos,
desde &cidos hasta alcalinos (pH 4.5-8), pero el mejor desarrollo y productividad se da en
suelos neutros o ligeramente alcalinos, tolera suelos ligeramente arcillosos (Reyes y
Mendieta, 2017).

Taxondmicamente se clasifica como se muestra en la tabla 1.



Tabla 1. Clasificacién taxonémica de la especie M. oleifera

Reino Plantae

Subreino Viridiplantae

Superdivision Embryophyta

Division Tracheophyta

Subdivision Spermatophya

Clase Magnoliopsida

Superorden  Rosanae

Orden Brassicales

Familia Moringaceae

Género Moringa

Especie Moringa oleifera Lam.

Fuente: (ITIS, 2018)

La moringa pertenece al género Moringa, existen 13 especies, las cuales se relacionan a
continuacion, siendo la oleifera la mas conocida y utilizada por sus grandes bondades
(Lifian, 2010; Sarwar, 2017).

e M. arbdrea
M. concanensis
e M. drouhardii
M

. hildebrandtii

°
<

. pygmaea
e M. peregrina
e M. ovalifolia

e M. ruspoliana



e M. stenopetala
e M.rivae

e M. oleifera

e M. longituba

e M. borziana

1.2.3 Composicion quimica

La moringa ha sido considerada por muchos como el “arbol milagroso”, ya que de ella se
aprovecha casi todo: raiz, corteza, tallo, hojas, flores, vainas, semillas y goma. Es un
recurso natural con un gran valor nutritivo ya que es rico en vitaminas, antioxidantes,
aceites, proteinas y microelementos (Matos et al., 2016). En el anexo 1 se muestra el valor

nutritivo de las hojas frescas y secas de moringa por cada 100 g de droga vegetal.

La moringa posee altos niveles de vitamina A (beta-caroteno), como también vitamina B,
B2, Bs, C, E y K. Entre los minerales mas importantes esta el calcio, potasio, hierro, cobre,
zinc, magnesio, ademas de aminoacidos esenciales y antioxidantes como el &cido
ascorbico, fenoles, flavonoides (quercetina, kampferol, miricetina, isoramnetina),
carotenoides, etc. (Marquez et al., 2017). También se han identificado otros metabolitos
secundarios como taninos, isocianatos, esteroles y glucoesteroles, glicosidos fenolicos y
cardiacos, acidos grasos, malonilglicésidos, ramnosa (azucar simple), glucosinolatos e
isotiocianatos (Bonal et al., 2012; Velasquez et al., 2016). Canett et al. (2014) refirieron la
presencia de alcaloides (moringina, moringinina, spirochin y bencil isotiocianato) en la

raiz, semilla y corteza de la planta.

Las hojas poseen {3-caroteno, proteinas, calcio, potasio y compuestos antioxidantes como

acido ascorbico, flavonoides, compuestos fenolicos (Anwar et al., 2007).



Tabla 2. Compuestos quimicos presentes en las hojas de M. oleifera

Compuesto quimico

Referencias

Vitaminas

Retinol, tiamina, riboflavina, niacina, acido ascorbico, tocoferol

(Mahmood et al., 2010)
(Promkum et al., 2010)
(Leone et al., 2015)

Acidos Fendlicos

Acido cafeico, acido clorogénico, &cido cumarico, acido elagico,
acido gdlico, &cido ferdlico, acido gentilico, &cido siringico, acido
sinapico.

(Vongsak et al., 2013)
(Leone et al., 2015)

Flavonoides

Miricetina, quercetina, quercetina hidroxi-metilglutaroil hexosa,
quercetina acetil hexosa, quercetina malonil hexosa, rutina,
isoramnetina, isoramnetina hexosa, epicatequina, genisteina,

(Amaglo et al., 2010)
(Leone et al., 2015)

luteolin, daidzeina, apigenina 6,8 C-dihexosa, kaempferol, )

kaempferol acetil dihexosa, kaempferol malonil hexosa. (Makita et al., 2016)
Alcaloides

N,a-L-ramnopiranosil vincosamida

4-(a-L-ramnopiranosiloxi) fenilacetonitrilo

pirrolemarumina  4”-O-a-L-ramnopirandsido  metilo  4-(a-L- (Leone et al., 2015)

ramnopiranosiloxi)- benzicarbamato
4’-hidroxifeniletanamida-a-L-ramnopiran6sido (marumosido A)

3-O-B-p-glucopiranosil-derivado (marumosido B)

Glucosinolatos

Bencilglucosinolato

4-hidroxibencil glucosinolato
4-O-(a-L-ramnopiranosiloxi)-bencilglucosinolato

4-0-(a-L-acetil-ramnopiranosiloxi)- bencilglucosinolato isémeros
1,2y3

(Bennett et al., 2003)
(Amaglo et al., 2010)
(Leone et al., 2015)
(Padilla et al., 2016)

Aminoacidos esenciales

Histidina, Treonina, Arginina, Valina,
Fenilalanina, Triptéfano, Lisina.

Metionina, Isoleucina,

(Padilla et al., 2016)




Tabla 2. (Continuacion)

Compuesto quimico Referencias

Isotiocianatos
4-(a-L-ramnosiloxi) bencilisotiocianato (R1, R2, R3 = H)

4-(4’-0-acetil- a- ramnosiloxi) bencil isotiocianato

(R1, R2 =H, R3=Ac.) (Promkum et al., 2010)
4-(4’-O-acetil- a- ramnosiloxi) bencil isotiocianato (Martin et al., 2013)
(R1, R3=H, R2= Ac.) (Waterman et al., 2014)

4-(4’-0-acetil- o- ramnosiloxi) bencil isotiocianato

(R3, R2 =H, R1= Ac))

1.2.4 Actividad biolégica

1.2.4.1 Usos tradicionales

Como se ha mencionado anteriormente, todas las partes de la planta se utilizan
tradicionalmente para muchos propdsitos, para la alimentacién humana, animal y como
medicina tradicional, gracias a sus cualidades nutritivas y a sus compuestos bioactivos
(Martin et al., 2013).

En la medicina tradicional, las hojas se utilizan como purgante, contra el dolor de cabeza
(frotando en la cien), para tratar hemorroides, tifoidea, fiebre, escorbuto, catarro, dolor de
garganta, infeccion del oido, cortes, estimulacion del sistema inmune (relacionado con el
VIH), problemas genito-urinario, anemia, entre otras afecciones. También le han dado
otros usos medicinales como antiespasmodico, hipoglucemiante, antihipertensiva, para
tratar hiperlipidemias, osteoartritis, ademas es gastroprotectora, hepatoprotectora,
antiinflamatoria y antioxidante (Villarreal et al., 2014; Marrero et al., 2014; Leone et al.,
2015).

1.2.4.2 Estudios biologicos
La M. oleifera ha demostrado una variedad de efectos farmacolégicos como lo muestra la
tabla 3.



Tabla 3. Estudios biologicos realizados en hojas de M. oleifera

ACTIVIDAD TIPO DE ESTUDIO
BIOLOGICA
In vivo (rata Wistar) (Pari y Ashok, 2004)
In vivo (rata Sprague - Dawley) (Fakurazi et al., 2012)
Hepatoprotector

In vivo (rata Wistar albino) (Singh et al., 2014)

Anticancerigeno

In vitro (linea de células tumorales KB) (Sreelatha et al., 2011)

In vitro (carcinoma hepatocelular humano, adenocarcinoma
colorrectal y mama) (Charoensin, 2014)

In vitro (células cancerosas, linea celular de rifion de mono verde
africano) (Jung, 2014)

In vitro (células cancerosas) (Madi et al., 2016)

Hipolipidémico

In vivo (rata albino) (Ara et al., 2008)
In vivo e in vitro (conejos) (Chumark et al., 2008)

In vivo (rata Wistar) (Atsukwei et al., 2014)

Antihiperglucémico

In vivo (rata Wistar) (Ghashi et al., 2000)

In vivo (rata albino) (Ara et al., 2008)

In vivo (rata Wistar albino) (Jaiswal et al., 2009)
In vivo (rata Wistar) (Omodanisi et al., 2017)

In vivo (ratén) (Paula et al., 2017)

Antiparasitario

In vitro (huevos de estrongilidos) (Puerto et al., 2014)

Antihipertensivo

In vitro (conejillo de indias) (Dangi et al., 2002)

Protector de toxicidad por

cadmio

In vivo (rata Wistar albino) (Mallya et al., 2017)

Protector de toxicidad por

arsénico

In vivo (raton suizo albino) (Sheikh et al., 2014)
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Tabla 3. (continuacion)

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

TIPO DE ESTUDIO

Antiepiléptico

In vivo (rat6n suizo albino) (Bakre et al., 2013)

Antioxidante y anti-fatiga

In vitro (Sreelatha y Padma, 2009)
In vitro e in vivo (ratones) (Lugman et al., 2011)

In vivo (rata Wistar albino) (Lamou et al., 2015)

Propiedad antibacteriana

In vitro (E. coli y Enterobacter aerogene) (Thilza et al., 2010)

In vitro (bacterias gram + y gram -) (Vinoth et al., 2012;
Abdallah, 2015)

Potencial cardioprotector

In vivo (ratas wistar) e in vitro (miocardio) (Panda et al., 2013)

Anti-inflamatorio

In vivo (ratones Balb/C y ratas Sprague-Dawley) (Sulaiman et
al., 2008)

In vivo (rata Wistar) (Omodanisi et al., 2017)

Anti-aterosclerotica

In vivo e in vitro (conejos) (Chumark et al., 2008)

Actividad analgésica

In vivo (rata Wistar) (Manaheji et al., 2011)

In vivo (rata Wistar albina) (Bhattacharya et al., 2014)

Cicatrizante

In vivo (rata Wistar) (Hukkeri et al., 2006)

Anti-fungico

In vitro (Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis)
(Patel et al., 2014)

Actividad
inmunomoduladora

In vivo (rata Wistar y rata albino suizo) (Sudha et al., 2010)

Protector contra Glceras

In vivo (ratas albinas blancas) (Dahiru et al., 2006)

In vivo (rata albina, cepa Holtzman) (Debnath y Guha, 2007)
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1.3 Hibiscus sabdariffa Lam

1.3.1 Generalidades de la especie

H. sabdariffa, conocida como flor de Jamaica, es originaria de la India y Malasia, en la
actualidad es cultivada en las regiones tropicales y subtropicales de todos los continentes,
desde donde se amplié su distribucion por todo el mundo como un ingrediente importante.
E es de gran aplicacion como alimento y en la medicina, debido a las propiedades
antioxidantes y minerales que se encuentran en sus calices. La Jamaica es una planta que

puede crecer en suelos muy pobres (Da-Costa et al., 2014).

Es considerada como alimento funcional, el consumo de té como bebida de H. sabdariffa
L. puede tener algunos efectos positivos en la prevencion de enfermedades crénicas;
estudios han demostrado efectos positivos en algunos parametros bioquimicos, como un
aumento en la hemoglobina y disminucion de los niveles de colesterol total (Tazoho et al.,
2016).

1.3.2 Descripcion botanica
La flor de Jamaica (H. sabdariffa L.) pertenece a la familia de las malvaceas; es conocida
como: flor de Jamaica, vifia, vifiuela (Bobadilla et al., 2016). La descripcion taxonémica de

la planta se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion taxonémica de la especie H. sabdariffa

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Superdivision Embryophta
Divisién Tracheopyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Rosanae
Orden Malvales
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Familia Malvacea

Género Hibiscus L

Especie Hibiscus sabdariffa Lam

Fuente: (ITIS, 2018)

Es un arbusto de base lefiosa, crece de 2 a 2,5 metros de alto, se sostiene de una raiz
principal penetrante y profunda, el tallo es rojo o verde oscuro, las hojas son alternas de
12,5 cm de largo, las flores son axilares nacidas por separado de color blanco con un
centro rojizo en su parte interna, después de un corto tiempo la corola se marchita
quedando solo los calices los cuales se alargan, se forman carnosos de color rojo oscuro y
con sabor acido. Consisten en 5 sépalos grandes con un collar (epicalyx) de 8-12 bracteas
delgadas y puntiagudas alrededor de la base, al final del dia se agrandan de 3,2 a 5,7 cm de
largo y completamente encierran la fruta. El fruto es una capsula aterciopelada, de 1,25 a 2
cm de largo, cuando es inmaduro es verde, con 5 valvulas las cuales contienen entre 3-4
semillas (ver figura 2). La capsula se vuelve marron, se abre cuando madura y se seca, la
semilla tiene forma de rifion de color marrén claro, 3 a 5 cm de largo cubierto con pelos
diminutos. La planta toma alrededor de 3 a 4 meses para llegar a su etapa de madurez,
cuando las flores son cosechadas. Requiere de poco cuidado durante el crecimiento
pudiendo tolerar suelos muy pobres (Hidalgo et al. 2008; Alarcén et al.; 2013; Da-Costa et
al., 2014).

Figura 2. A, semillas; B, céliz; C, flor; D, hojas de la H. sabdariffa
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El clima es de gran importancia en el proceso de desarrollo crece en climas tropicales,
tolera un clima mas calido y hiumedo con temperatura nocturna de 21°C qué es la més
susceptible, con precipitaciones de 1500-2000 mm al afio, desde el nivel del mar hasta
cerca de 600 m de latitud (Da-Costa et al., 2014).

1.3.3 Composicion quimica

Diversas partes de la planta han sido identificadas por su contenido de hierro, proteinas,
compuestos fendlicos, fibra, minerales. En los calices carnosos de la flor de jamaica,
encontramos compuestos fendlicos como las antocianinas, vitaminas, acido citrico, acido
ascorbico, acidos tartaricos, acido clorogénico, acido protocatéquico y galico, entre otros
(Ali et al; 2005).

En la tabla 5, se evidencian los principales compuestos biolégicamente activos que se han

identificado en los calices de la especie.

Tabla 5. Composicion quimica identificada en célices de H. sabdariffa

COMPUESTOS QUIMICOS REFERENCIAS

Flavonoides

Hibiscitrin-3-glucosido,  7-glucdsido, quercetina, luteolina, (Da-Costa et al., 2014)
hidroxiflavona, sabdaretina, quercetina3-glucosido, quercetina-
3-rutinésido, kaempferol, delfinidina-3-sambubiésido, cianidina-
3-sambubiosido, delfinidina-3-glucosido, cianidina-3-glucésido,  (Rodriguez et al., 2009)
cianidina-3,5diglucosido

(Al et al., 2005)

(Formagio et al., 2015)

Acidos fendlicos

Acido clorogeénico, 4cido protocatéquico y gélico, acido cafeico, (Riaz y Chopra., 2018)
acido elégico, &cido malico, acido tartarico, acido oxalico, acido
fumérico. (Reyes et al., 2015)

1.3.4 Actividad bioldgica
1.3.4.1 Uso tradicional

H. sabdariffa es una planta rica en compuestos bioactivos. En sus calices rojos

encontramos una serie de compuestos nutricionales, que son los responsables de la
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prevencion y tratamiento de ciertas patologias como la, hipertension, enfermedades
cardiovasculares, hepatoprotectora, antihiperlipidémico, antimicrobiano, anemia,
antiinflamatorio y céncer. La coloracion natural rojo intenso de sus célices son utilizados
como colorante en la industria alimenticia y farmacéutica (Jabeur et al., 2017; Riaz y
Chopra, 2018).

1.3.4.2 Estudios biol6gicos
Segun estudios, clinicos y preclinicos realizados en calices de jamaica, evidencian que
contienen compuestos bioactivos capaces de prevenir y curar diversas enfermedades como

lo demuestra la tabla 6.

Tabla 6. Estudios bioldgicos realizados con los célices de H. sabdariffa

EFECTO TERAPEUTICO TIPO DE ESTUDIO REFERENCIAS

Antimicrobiano

Anti-fangico In vitro (Ali et al., 2005)
antiparasitario
Diurético In vivo ( rata Wistar) (Marquez et al., 2007)

Adenocarcinoma

In vitro (animal) (Khaghani et al., 2011)

de mama humano

Hipertension (McKay et al., 2010)  (Seck

In vivo (humano) etal,, 2017)

Anemia

In vivo (thumano)

(Tazoho et al., 2016)

Antimicrobiano

In vitro

(Jabeur et al., 2017)
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Tabla 6. (continuacion)

EFECTO TERAPEUTICO TIPO DE ESTUDIO REFERENCIAS

In vitro
Antihiperlipidémico
In vivo (raton)
Antihipertensivo
In vivo ( humano)
Antianémico
In vivo ( rata Wistar)
Antimicrobiano (Riaz y Chopra,
In vitro Cepas C. albicans 2018)
Antiinflamatorio
In vivo (ratas diabéticas)
Diurético
In vivo ( ratas)
Anticancerigeno
In vivo ( ratas F344)

1.3.5 Infusiones

Una infusion es una bebida en la cual se pueden extraer los compuestos hidrosolubles de
las diversas partes de las plantas (raices, cortezas, tallos, hojas, flores y frutos) utilizando
agua caliente a la temperatura de ebullicion. Las infusiones pueden ser empleadas no sélo
como bebida de consumo ocasional, sino buscando un beneficio para la salud humana,

como por ejemplo actividad antioxidante, desintoxicantes, analgésica, diuréticas, etc.

Mufioz et al., (2012), compararon el contenido fendlico y la actividad antioxidante de
infusiones herbales comerciales, demostrando su valor nutricional. El estudio sugirié la
inclusién de dichas preparaciones en la dieta, aludiendo sus efectos medicinales y

preventivos de posibles patologias.

Las hojas de moringa ricas en compuestos fenolicos y con actividad antioxidante, se
utilizan como infusiones, a las que se les ha demostrado su actividad biologica

como antiinflamatoria e hipoglucemiante (Coz-Bolafos et al., 2018).

Los calices de H. sabdariffa rojo intenso, con aroma y sabor &cido utilizados en infusiones
como bebidas calientes tipo té, contiene propiedades antioxidantes, ademas, se ha
demostrado su actividad como antihipertensivo. Se realiz6 el estudio clinico, donde se
evidencié que en pacientes con hipertension disminuye la presion arterial y un efecto

hipocolesterolémico, segin (McKay et al., 2010).
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Otro estudio clinico sefial6 que el consumo del té de jamaica por dos semanas demuestra
efectos positivos en algunos parametros bioguimicos, como aumento en la hemoglobina, y

disminucidn del colesterol total (Tazoho et al., 2016).

En el ensayo in vivo realizado en ratas que consumieron el té de jamaica durante 15 dias, se
evidenci6 un efecto diurético, podria usarse para el tratamiento de enfermedades como la

hiperuricemia (Riaz y Chopra, 2018).

1.3.6 Requisitos de hierbas arométicas

Segun los requisitos establecidos en la Norma Técnica Ecuatoriana para hierbas aromaticas
o té de hierbas, estos deben cumplir con las siguientes especificaciones que se muestran en
la tabla 7.

Tabla 7. Requisitos establecidos en la Norma INEN 2392:2013

Fisicos-quimicos Microbioldgicos Contaminantes
Enterobacteriaceae Max. 1x103 ufc/g
Humedad 1205 | Escherichia coli Max. 1x10 ufc/g | Arsénico | 1,0
- . (As) mg/kg
Clostridium Ausencia ufc/g
Cenizas Salmonella Ausencia en 1g
en HCl al m/m (Pb) mg/kg
10% Mohos y levaduras | Max. 1x10* upc/g

Las especies vegetales deben ser procesadas bajo las condiciones establecidas en el Codigo
de la Salud y sus Reglamentos, para reducir la contaminacion. Estas pueden expenderse ya
sea entera 0 molida, sola o mezclada, con frutas, miel o azlcar sin exceder el 20% en estos
Gltimos aditivos. La adicion de saborizantes naturales y artificiales deben ser los
permitidos en la norma INEN 2074. En las hierbas aromaéticas para infusiones no se

permite colorantes.

Para el envasado, la bolsita filtrante tiene que ser resistente e inactiva al producto
destinado, sin alterar sus caracteristicas y cumplir con los requerimientos establecidos por
la legislacién nacional, FDA, Codex Alimentarius, entre otros organismos afines. El
material de embalaje debe mantener las caracteristicas del producto durante su

almacenamiento, transporte y expendio.
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En cuanto al rotulado debe cumplir con los requisitos que establece el cédigo de la salud,
en la ley organica de proteccion al consumidor, en este se debe incluir de manera
obligatoria la indicacion de modo de preparacién del producto, el peso declarado debe ser
el contenido neto de los envases, no se debe incluir leyendas de efectos ni indicaciones

terapéuticas o descripcidn de caracteristicas que no puedan ser comprobados en el producto

(INEN, 2007).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1.1 Material vegetal

Moringa.- La cosecha de las hojas se realizd6 en la unidad académica de Ciencias
Agropecuarias (UACA) de la Universidad Técnica de Machala. Se hicieron dos cosechas
en la fechas comprendidas entre el 4 y 10 de mayo (15 meses de crecimiento), la hora de
recoleccion fue de 07:30 hasta las 09:00 am.

Flor de Jamaica.- Se cosechd las flores en la UACA, haciéndose 5 colectas seguidas
desde el 17 de abril hasta el 2 de mayo del 2018, las horas de recoleccion fueron entre las
08:00 y las 10:30 am.

11.2 Tratamiento poscosecha
11.2.1 Lavado, desinfeccion y secado

Las hojas de moringa fueron lavadas y desinfectadas con agua potable y cloro (15 mL de
hipoclorito de sodio en 20 L de agua) durante 2 minutos, procurando que no se
desprendieran de los raquis. Se realiz6 un primer secado durante 3 dias a temperatura
ambiente en secadores artificiales, ubicando las ramas en pequefios ramilletes. Luego se
desprendieron las hojas de los raquis manualmente, eliminando las que estuvieran
amarillentas o dafiadas. Posteriormente, se colocaron en bandejas de acero inoxidable y se
llevaron a una estufa (MEMMERT UF 55, Alemania) a una temperatura de 40 = 2 °C con
circulacion de aire (100 %) y trampilla abierta (100%) durante 20 h.

El lavado y desinfeccion de los calices de Jamaica tuvo un procedimiento similar al de las
hojas de moringa. La droga vegetal, luego de lavada, se la dejo escurrir por unos minutos y
a continuacion se procedio a quitar la semilla. Por Gltimo se realizé el secado en una estufa
(MEMMERT UF 55, Alemania) a una temperatura de 45 + 2 °C y bajos las mismas

condiciones de circulacion de aire.

Ambas drogas secas se embalaron enteras en fundas de nylon herméticas, y se almacenaron

en un lugar seco, oscuro y a temperatura ambiente.
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11.2.2 Molienda

La molienda de la droga cruda se realizé en un molino artesanal (MAGRICO, Ecuador),
utilizando una criba de 1 mm de grosor. La molienda se realizé previo al momento en que
se iniciaron los andlisis correspondientes. El polvo se almacené en fundas herméticas, en

condiciones similares a las antes descritas para la droga cruda entera.

11.3 Analisis fisico-quimicos a las drogas vegetales crudas

11.3.1 Determinacion de la humedad residual

Se trabajo en una balanza (Ohaus, modelo MB90, USA) con una fuente de calentamiento
haldgeno. Se pesaron aproximadamente 2 g de droga vegetal seca en el equipo y de manera
automatica se procede a la determinacion, hasta alcanzar masa constante a una temperatura
de 105 °C. El equipo trabaj6é en el modo de apagado automatico, (donde se finaliza el
proceso cuando la pérdida de masa sea de menos de 1 mg durante 60 segundos). Se

realizaron tres réplicas, reportandose la media y la desviacion estandar.

11.3.2 Determinacion de cenizas totales

Para la determinacién de cenizas totales se tar6 los crisoles de porcelana, se peso 2 g de la
muestra por triplicado, con una variacion permisible de 0.5 g, se llevo al horno mufla a
temperatura de 700 a 750 °C durante 2 horas, se dejo enfriar los crisoles en una desecadora
y posteriormente se peso, repitiendo el proceso hasta que las dos pesadas subsiguientes no
difieran en mas de 0.5 mg por gramos (masa constante). Se determind con los célculos el
valor obtenido con la siguiente férmula, reportandose el valor promedio correspondiente a

las tres replicas.
M, -M
C, =—%——x100
M,-M

Donde:

Ct= porcentaje de ceniza totales en base hidratada
M= Masa del crisol con las cenizas ()

M1= Masa del crisol con la porcion del ensayo (Q)

M= Masa del crisol vacio (g)
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100= Factor matematico

11.3.3 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales que se obtuvo anteriormente, se le afiadio de 2 a 3 mL de HCI al 10%.
Se tapo el crisol con vidrio de reloj y se sometid a calentamiento sobre bafio maria durante
10 min, luego se lavo el vidrio de reloj con 5 mL de agua destilada caliente, uniéndose al
contenido del crisol. La solucidn se filtré a través de papel filtro y se lavo repetidas veces
hasta que el filtrado no muestre presencia de cloruros, para esto se le afiadid 1 o 2 gotas de
AgNO:s (0,1 mol/L). Se transfirié el papel filtro con el residuo al crisol inicial y se incinero
en un horno mufla (MAGRICO, Ecuador) a una temperatura de 700 a 750 °C durante 2
horas. Posteriormente, se coloc6 en una desecadora y se esper6 a que alcanzara la
temperatura ambiente para luego pesar. Se repitidé el procedimiento hasta obtener peso
constante. Se realizd el calculo a través de la siguiente formula, reportandose el valor

promedio correspondiente a tres réplicas.

H:MKIG[}

Ly
Donde:
B = porcentaje de cenizas insolubles en HCI en base hidratada.
M = masa del crisol vacio.
M1 = masa de crisol con la porcion de ensayos (g).
M2 = masa de crisol con la ceniza (g).
100 = factor matematico.
11.3.4 Determinacion de proteina
11.3.4.1 Método de Bradford

La determinacion de proteinas por este método consiste en la cuantificacion de la union del
colorante azul de coomassie G-250, a la proteina, comparando esta unién con la de
diferentes cantidades de una proteina estdndar (Albimina de suero Bovino, BSA)
(Bradford, 1976).
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Preparacién de la muestra

Para la preparacion de la muestra se pesaron 2 g de droga seca Yy se realizd la extraccién
con 50 mL de agua destilada en un bafio ultrasénico (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer

Scientific) por 30 minutos, luego se filtrd con papel de filtracién rapida.

Para elaborar la curva de calibracion se partio de un estandar de albimina de suero bovino
(Bradford Reagent (BSA) marca SIGMA 0,5 mg/mL). En tubos de ensayos de 10 mL, se
colocaron 10, 20, 30, 40, 50 y 60 uL, respectivamente, del patrén BSA, luego se afiadid a
cada tubo agua destilada hasta completar 200 pL, para el blanco se colocaron 200 uL de
agua destilada y para la muestra se tomaron 50 pL de extracto recién preparado.
Seguidamente, se afiadieron 2 mL del reactivo Bradford (Sigma Aldrich), se agitd con
ayuda de un vortex (Fisher Scientific) y luego de 2 minutos se realizé la lectura en un
espectrofotdbmetro  (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo
Scientific, USA) a 590 nm, utilizando microceldas de 2 mL. Las diluciones y las muestras

se analizaron por triplicado.

Con la curva de calibracion obtenida a partir del estandar de proteina, se realizé el analisis
de regresion lineal, obteniendo la siguiente ecuacion: absorbancia= 0,00901172 +
0,0282687*concentracion. El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,99424.

11.3.5 Determinacién de minerales

Se realizo en el laboratorio NEMALAB S.A donde utilizaron el método de digestion
himeda para determinar los porcentajes de minerales presentes en las hojas de M. oleifera
Lam e H. sabdariffa Lam.

11.3.6 Determinacion de arsenico (As) y plomo (Pb)

Servicio solicitado al laboratorio AVVE, siguiendo la metodologia MMQ-AAS-04 para
determinar As, mientras para el Pb la metodologia MMQ-AAS-28; tomando como
referencia la Norma NTE INEN 2392:2017 — 04 Segunda Revision para hierbas

aromaticas.

11.3.7 Control microbiolégico

El control microbioldgico se realizd segin las normas de la FDA-BAM: Norma Food,
drogs and cosmetics- Bacteriological analytical manual, determinando la presencia de

gérmenes aerobios totales, mohos y levaduras, coliformes totales y enterobacterias.
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11.4 Tamizaje fitoquimico

El extracto que fue sometido al estudio cualitativo preliminar se elabor6 mediante
maceracion ultrasénica. Se pesaron 15 g de droga cruda, se adicionaron 150 ml de agua
destilada y se sonic6 durante 30 minutos en el bafio ultrasénico (ULTRASONIC BATH
5.7 L, Fischer Scientific). Luego se filtro para separar el liquido del residuo o marco. Se
tomaron las correspondientes alicuotas del extracto y se colocaron en cada uno de los tubos
de ensayo, segun lo descrito por Miranda y Cuellar, 2000. En la figura 1. se muestran los

ensayos realizados.

Figura 3. Ensayos realizados en el tamizaje fitoquimico

TAMIZAJE FITOQUIMICO
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1.5 Cromatografia en capa delgada

Se emplearon placas de Silica gel GFzs4 (0,20 mm; Macherey-Nagel) sobre soporte de

vidrio para los analisis cualitativos.

Se utiliz6 una cdmara de vidrio y se trabajo dentro de una campana extractora de vapores a

una temperatura ambiente 21 — 24 °C.

Se realiz6 una aplicacion por punteo con el uso de microcapilares y se desarrollo una
corrida ascendente utilizando como fase mdvil la mezcla butanol:icido acético:agua
(65:25:10), la que fue preparada a través de un simple proceso de mezclado. La aplicacién
se realiz6 a 1 cm del borde inferior y la corrida fue, aproximadamente, de 7 cm. La

distancia entre cada punteo fue de 1 cm.
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Después de la corrida el secado de la placa se efectu6 a temperatura ambiente bajo la

corriente de aire de la campana.

Se realizaron dos tipos de revelado, fisico y mixto. El revelado fisico se realiz6 a través de

la luz ultravioleta, a una longitud de onda de 254 nmy 365 nm.
Para el revelado mixto se utilizaron los siguientes reactivos cromogénicos

e Solucion de FeCls al 5 % en solucion salina.
e Acido sulfurico al 50% en metanol y calor hasta aparicion de color.

e Acido sulfurico al 50% en metanol y calor hasta aparicion de color, posteriormente,
vainillina al 1 % en metanol y calor hasta cambio de color.

e Ninhidrina al 0,2% en acetona con unas gotas de acido acético glacial y calor (100
°C por 5-10 min.).

11.6 Determinacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

Preparacién de la muestra: Se pesaron, aproximadamente, 1 g de droga cruda de
moringa y 0,6 g de los célices de Jamaica, se trasvasaron de manera independiente a un
erlenmeyer de 100 mL, y se agregaron 50 mL de agua destilada, sometiéndose a sonicacion
durante 30 minutos en un bafio ultrasénico (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer

Scientific), posteriormente, se filtro.

Ensayo: para la determinacion de polifenoles en los extractos de moringa y Jamaica por el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich), se siguié la metodologia descrita por
Singleton et al, 1999, con algunas modificaciones. Se colocaron 0,05 mL de muestra o
patron (acido galico) y en el caso del blanco, agua destilada, en tubos de ensayo de,
aproximadamente, 10 ml de capacidad. Se le adicionaron 2,5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (10% diluido en agua destilada) y 450 puL de agua destilada, se agit6 en un
vortex (Thermo Scientific, USA) y se esperd 5 minutos. Se adicionaron 2 mL de Na,COzal
7,5%, se agitd otra vez y se dejo en reposo por 2 h. Se realizd la lectura a 765 nm en un
espectrofotometro  (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo
Scientific, USA), empleando microceldas de 2 mL.

Se realiz6 la cuantificacion mediante una curva de calibracion con &cido galico (Sigma
Aldrich) en concentraciones 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 y 0,7 mg/mL. Cada una de las diluciones

y las muestras se analizaron por triplicado.
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La determinacion de fenoles totales de los extractos acuosos de M. oleifera y H. sabdariffa,
fue calculada a partir de la curva de calibracion obtenida para acido galico, se hizo un
andlisis de regresion lineal dando como resultado la siguiente ecuacion: absorbancia=

0,0116667 + 1,12071*concentracion, con un coeficiente de correlacion de 0,99933.

11.7 Elaboracion del extracto acuoso seco

Se pesaron 20 g de droga cruda de ambas muestras, se le afiadié 50 mL de agua destilada y
se dejo reposar por unos minutos para su humectacion, luego fueron agregados 100 mL
mas de agua destilada y se sometieron a sonicacién en un bafio ultrasonico
(ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific) durante 30 minutos. Se filtrd el extracto
y se agregaron otros 100 mL al residuo de la droga vegetal, se sonico nuevamente durante

30 minutos y se filtro.

El extracto obtenido se trasvasé a un balén de 500 mL y se llevé a un rotoevaporador
(HEIDOLPH LABOROTA 4001 efficient) acoplado a un criostato (LAUDA/ALPHA RA-
8) y a una bomba de vacio (VACUUBRAND PC 600, Germania), hasta sequedad total.
Finalmente, se pesd el baldn con el extracto seco y se realizaron los céalculos respectivos

para obtener el porcentaje de rendimiento.

11.8 Determinacion de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

11.8.1 Andlisis cualitativo mediante CCD

La determinacidn cualitativa se realizd bajo las mismas condiciones cromatogréaficas antes

descritas para el estudios quimico cualitativos por CCD (epigrafe I11.5).

En esta ocasion el revelado se realizé con una solucién etandlica al 0,2 % de 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH).

11.8.2 Andlisis cuantitativo por espectrofotometria

Preparacion de la muestra: Se pes6 0,01 g de extracto seco y se trasvasd con agua
destilada a un balén volumétrico de 10 mL, se sonicé en un bafio ultrasonico
(ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific) y luego de solubilizarse totalmente, se

enrazo.

Ensayo: El andlisis se realizd6 por el método del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidracilo) descrito por (Barron-Yanez et al, 2011). La capacidad antioxidante de la
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muestra se midi6 a 516 nm por el cambio de coloracion gradual del DPPH (pUrpura) a
DPPH-reducido (amarillo) en un espectrofotometro. Se prepar6 una disolucién metanolica
de DPPH a una concentracion 0,1 mM, la que se puso a reaccionar con diferentes
concentraciones de los extractos acuosos de las hojas de M. oleifera e H. sabdariffa. Se
partio, en cada caso, de una solucién madre de concentracién 1 mg/mL, a partir de las

cuales se obtuvieron diluciones acuosas de concentracion 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4.

A cada dilucién por separado (0,5 mL) se le adicion6 1,5 mL de la disolucion de DPPH
(0,2 mM). Las mezclas se dejaron a temperatura ambiente y oscuridad durante 30 min para,
posteriormente, medir su absorbancia a 516 nm en un espectrofotémetro (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA), empleando
microceldas de 2 mL (Barro-Yanez & et al., 2011).

El porciento de inhibicion se determiné mediante la formula:
% DPPH = (AblanCO' Amuestra) X 100/Abianco

Doénde: Avblanco: Absorbancia del DPPH (0,1 mM); Amuestra: Absorbancia de la muestra

luego de reaccionar con la solucién de DPPH por 30 min.

La actividad antioxidante de cada muestra se determind a través de la concentracion
inhibitoria media (Clso), que es la concentracion requerida por la muestra para disminuir la
absorbancia del DPPH al 50%. Para esta determinacion se grafico por ciento de inhibicion
versus concentracion, y la Clsg se calculdé mediante la regresion lineal. La curva de
calibracion obtenida para la cuantificacion mostrd un coeficiente de correlacion de 0,9773

para la moringa y de 0,9721 para la Jamaica.

11.8.3 Determinacion de la cinética de reaccion con el DPPH

Para la determinacion de la cinética se elabor6 una curva de calibracion con DPPH
partiendo de una concentracion de 0,1 mM. De esta solucion madre se prepararon
diluciones metandlicas de concentraciones: 0,01; 0,02; 0,04; 0,06 y 0,08 mM, las cuales,
incluyendo a la disolucion madre (0,1 mM), les fue medida su absorbancia en un
espectrofotdbmetro  (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo
Scientific, USA) a 516 nm, empleando microceldas de 2 mL. Las lecturas se realizaron por

triplicado, utilizando como blanco metanol.
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El andlisis de regresion lineal de la curva de calibracién para la determinacion del DPPH
remanente dio como resultado la siguiente ecuacion: absorbancia = -0,01939 +

11,4344*Concentracion, con un coeficiente de correlacién de 0,99913.

Para evaluar la cinética de ambos extractos se siguié el método propuesto por Barron-
Yénez et al., (2011) con algunas modificaciones. De cada muestra se prepararon diluciones
acuosas de concentraciones: 1; 1,5 y 2 mg/mL; se tomaron 0,05 mL de cada una y se
pusieron a reaccionar con 1,9 mL de DPPH (0,1 mM). Adicionalmente, se prepar6 la
disolucion del estandar quercetina (Sigma Aldrich) en una concentracion de 0,08 mg/mL.
A continuacion, se midieron las absorbancias de cada muestra con intervalos de 60
segundos, desde tiempo cero (DPPHi=0) hasta concluir 30 minutos (DPPHrem), en un
espectrofotdbmetro  (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo

Scientific, USA) a 516 nm, usando microceldas de 2 mL.

Las absorbancias obtenidas permitieron calcular el DPPH remanente (DPPHrm) en el
medio de reaccion, con ayuda de la curva de calibracion antes elaborada. Cada lectura se
hizo por triplicado y como blanco se usé metanol. La concentracion de DPPHem a los

diferentes tiempos se calculé a través de la ecuacién:

% DPPHem=100*DPPH:em /DPPH t=0

1.9 Estudio quimico mediante cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas (CLAE-EM) de los extractos acuosos de M. oleifera e H.
sabdariffa

Para el analisis se emple6 un sistema UHPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000),
compuesto por una bomba cuaternaria DIONEX UltiMate 3000 RS, un automuestreador
DIONEX UltiMate 3000 RS, un compartimento de columna DIONEX UltiMate 3000 RS,
un sistema DAD (Detectores de diodos) DIONEX UltiMate 3000 RS, acoplado a un
espectrometro de masas Thermo Scientific LTQ XL. Se utiliz6 un software computarizado
“Thermo Xcalibur” para la elaboracion del método y observacion de los respectivos

cromatogramas.

Los analisis se realizaron utilizando una columna Accucore RP-MS C18 de fase reversa de
proporciones (100 x 2,1 mm; tp de 2,6 um), utilizando como base patron de quercetina
para el acondicionamiento adecuado del sistema. Se establecid para la columna un flujo de

0,400 mL/min, temperatura de 35 °C y rangos de presion de 50 -5000 psi; ademas de un
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volumen de inyeccion de la muestra de 2 pL. La fase movil utilizada se constituyé de
acetonitrilo (B) y agua acida (D) (&cido formico al 0,1% en Agua) aplicando el método de
elucion en gradiente que partié con 20% (B) y 98% (D). Las condiciones utilizadas en el
espectrometro de masa fueron: voltaje de Spray: 5,00 kV, voltaje capilar: -50,00 V,
temperatura del capilar: 225,00 °C. El flujo empleado en el proceso de atomizacién estuvo
conformado por un gas principal: 34; gas auxiliar: 5 y un gas de barrido: 3 Unidades

arbitrarias.

Se analizaron las fracciones de la muestra en modo negativo, mediante modo Full Scan en
rangos entre 100-1000 DA, modo dependiente MS/MS y finalmente se aplic6 el modo SIM

para escaneo de iones especificos de las fracciones de la muestra en estudio.

Para la preparacion de las muestras se pesaron alrededor de 3 mg en una balanza analitica,
las cuales fueron diluidas en 1 mL de metanol para CLAR en viales pequefios de plastico.
Posteriormente, se realizo el filtrado de estas diluciones con filtros de 2 um de didametro y
se trasvasO en viales pequefios de vidrio, los cuales fueron colocados en el equipo de
CLAR.

11.10 Disefio de la formulacién

La formulacion se determind a través de un disefio experimental completamente al azar,
considerando como variables independientes el porcentaje de inclusion en la formula tanto
de M. oleifera como de H. sabdariffa, tal como puede observarse en la tabla 8. Como
variable independiente se utilizd la respuesta sensorial de un panel de 46 jueces

consumidores, aplicando una prueba afectiva de ordenamiento (anexo 2).

Tabla 8. Disefio experimental completamente al azar

Variantes M. oleifera (%) H. sabdariffa (%)

240 80 20
140 70 30
310 50 50
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El procesamiento estadistico de los datos para la seleccion de la mejor formulacién se hizo
con el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVII, en el que se aplicd un analisis de

varianza y una prueba de rangos maltiples.

La formulacion de mayor aceptacion fue envasada en bolsas de papel filtro sellable, en una
envasadora automatica para bolsas de té sin sobre, marca ECUAPACK, modelo DXDC-
125. La maéquina realiza todo el proceso automatico de: dosificacion (volumétrica),

formado de bolsita, enhebrado del cordon, sellado de 3 lados y cortado.

11.11 Control de calidad de la infusion

11.11.1 Determinacion del peso promedio
Se realiz6 en balanza analitica de la firma (Rice Lake TA Series), con una sensibilidad de

0,0001 g, posteriormente se calculé el promedio para 20 fundas.

Se tomo el contenido de un sobre y se agregd en un vaso de precipitacion con 200 mL de
agua a punto de ebullicion (100 °C), se dejé reposar durante 10 minutos. La infusion
obtenida fue evaluada por diferentes pruebas que se describen a continuacion.

11.11.2 Determinacion de grados Brix, indice de refraccion, fructosa, glucosa y
azucar invertida

Se realizé en un refractometro (ANTON PAAR), se colocd una gota de muestra en la

camara de lectura del equipo, la determinacion se realizo por triplicado.

11.11.3 Determinacion de pH
Se realiz6 el andlisis por triplicado en un pH-metro digital (Fisher Scientific accumet
AE150).

11.11.4 Determinacion de la densidad relativa

Se peso el picnometro vacio y seco en una balanza (Rice Lake TA series), se llend el
picnémetro con la muestra y se mantuvo a temperatura de 25 °C (1 °C) mediante 15
minutos, se quit6 el exceso con papel de filtro y se seco el picndmetro por fuera. Se peso
el picnémetro con la muestra cuidadosamente y se repitio el procedimiento con agua

destilada. La determinacion se realizo por triplicado.

El resultado se calculé mediante la siguiente férmula:



Donde:

D2s= densidad relativa a 25 °C

M= peso del picnémetro vacio (g)

M= peso del picndmetro con la muestra (g)
M= peso del picnémetro con agua destilada (g)

11.11.5 Determinacion de fenoles por Folin-Ciocalteu
Se prepard la muestra, realizando una infusidén con una bolsita de té (1,5183 g) en 200 mL

de agua caliente y se realiz6 el mismo procedimiento descrito en el epigrafe 11.6.

11.11.6 Determinacidén de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Se realiz6 con la infusion del té, siguiendo el procedimiento ya descrito en el epigrafe
11.8.2.

11.12 Andlisis Estadistico

El analisis de la media y desviacion estandar se realiz6 mediante Excel 2013. El
procesamiento estadistico de los datos del analisis de regresion lineal se hizo con el

paquete estadistico Statgraphics Plus version 5.0.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

I11.1 Analisis fisico-quimico a las drogas vegetales crudas

Las drogas vegetales M. oleifera e H. sabdariffa fueron recolectadas en los terrenos de la
Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias (UACA). El estudio se inicié con el proceso
de seleccidn que consistio en eliminar las hojas amarillentas o dafiadas por insectos. Una
vez recolectadas las muestras, se procedio a su tratamiento (lavado y desinfeccion) para
eliminar materias extrafias como polvo, tierra, insectos; de esta manera se puede evitar el

deterioro y pérdida innecesaria de los metabolitos bioactivos de la droga vegetal.

El secado de las hojas de M. oleifera se realiz6 primero a la sombra y a temperatura
ambiente durante 3 dias, luego en la estufa por 20 horas. De esta manera se logro, primero,
escurrir el exceso de agua producto del lavado y, finalmente, eliminar el exceso de
humedad en la droga cruda. Con este procedimiento se busca la conservacion de la
composicion quimica y de las caracteristicas organolépticas de la materia prima vegetal,

como el color verde.

Los célices de jamaica se colocaron en una superficie, debidamente desinfectada, durante
algunos minutos para lograr la eliminacion del exceso de agua, posteriormente se llevaron
a la estufa. Esta droga presenta un mayor contenido de agua en sus tejidos, por lo que se
precisa someterla rapidamente al secado, evitdndose procesos de hidrdlisis o degradacion
enzimatica. En ambos casos al efectuar el secado en una estufa con recirculacion de aire
forzado, favoreci6 la velocidad en el proceso de deshidratacion, lo cual contribuye a la
preservacion de las caracteristicas fisico-quimicas de la droga cruda. Una vez seca se molié
la droga vegetal y se almacené en fundas de nylon herméticas en un lugar fresco y seco,

para una mejor conservacion.

Luego de todo este proceso realizado para la preservacion de los metabolitos bioactivos, se
procedi6 a evaluar la calidad de las drogas crudas. Los resultados del analisis

farmacognostico se pueden observar en la tabla 9.
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Tabla 9. Analisis farmacogndstico de las drogas crudas de hojas de M. oleifera y
célices de H. sabdariffa.

M. oleifera H. sabdariffa

Parametros (%
(%) media / DS media / DS

Humedad residual 5,11/0,45 6,92/0,50
Cenizas totales 9,46/0,03 4,92/0,01
Cenizas insolubles en HCL al 10% 3,39/0,09 1,12/0,07
Determinacion de proteina (mg/100 g de droga seca)  27,67/0,27 nd

nd: No determinado

El exceso de humedad en la materia prima vegetal podria causar deterioro de la muestra
por la accion de microorganismos (bacterias y hongos), ademéas de la hidrolisis de sus
compuestos (Enriquez et al., 2008). EI contenido de humedad residual de las hojas de
moringa y calices de jamaica (tabla 9) fue inferior en ambos casos, a lo referido por la
norma NTE INEN 2392:2013 para hierbas aromaticas, la que establece que no debe
sobrepasar del 12%. La cuantificacion de cenizas totales ayuda a determinar la pureza de la
droga vegetal, ya que demuestra los residuos inorganicos que posee la planta después de
incineracion a 700 °C. Una alta concentracion de estos residuos puede indicar la presencia
de materia inorganica que pudo ser facilmente absorbida por la planta, desde el suelo.
Guaycha et al., (2017) refieren valores de cenizas totales de 9,79% en hojas de M. oleifera,
valor cercano al que se muestra en la tabla 9. En la H. sabdariffa el valor obtenido es
menor a la reportado por Abou-Arab et al., (2011), con 11,24%.

En cuanto a las cenizas insolubles en acido clorhidrico los valores que se obtuvieron fueron
inferiores al 2% establecido en la norma, lo que indica que hay baja concentracion de

residuos de arena o tierra silicea.

El contenido proteico es uno de los aspectos que le da mayor aceptacion y popularidad al
consumo de las hojas de moringa, como fuente de nutrientes. En el presente estudio el
valor obtenido para dicha droga cruda fue de 27,67 mg por cada 100 g. En el caso de la
Jamaica, el ensayo fue realizado pero los valores resultaron practicamente nulos, segin la

técnica desarrollada.
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Generalmente, los datos de proteinas que se refieren en la literatura, corresponden al
método de Kjeldahl, el que se basa en la determinacién del nitrogeno orgéanico. El
resultado del andlisis es una aproximacién del contenido de proteina cruda del alimento ya

que el nitr6geno también proviene de componentes no proteicos.

En un estudio, Tesfay et al. (2011) determinaron proteinas totales en hojas de Moringa
oleifera cultivadas en semilleros mediante el método de Bradford, obteniendo un valor de

76,1 mg/g, lo que resulta bastante elevado. Sin embargo,

Okiki et al., (2015) determinaron proteinas totales mediante el método de Kjeldahl,
obteniendo un resultado de 28,0 % en hojas de M. oleifera.

Segun Moyo et al., (2011), la M. oleifera posee todos los aminoacidos esenciales:
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina y cisteina, treonina, fenilalanina y tirosina,
valina, triptéfano, y los no esenciales como la serina, arginina, &cido aspartico, &cido
glutdmico, glicina, alanina, prolina. La falta de alguno de los aminoéacidos esenciales
dificulta la sintesis de la proteina en la que se requiere dicho aminoéacido, lo que puede
causar algun tipo de desnutricion. Las proteinas cumplen muchas funciones, son parte de la
estructura basica de los tejidos (reparan y mantienen los tejidos corporales en todo el
proceso de crecimiento y desarrollo), realizan funciones metabodlicas ya que actian como
hormonas, enzimas o anticuerpos, eliminan sustancias tdxicas, transportan oxigeno y

grasas en la sangre, entre otras funciones (Gonzalez et al., 2007).

111.1.1 Determinacion de minerales

La cuantificacion de minerales (macro y micronutrientes) para ambas especies se aprecia
en la tabla 10.

Tabla 10. Minerales presentes en hojas de M. oleifera y célices de H. sabdariffa

% ppm (Mg/Kg)

MUESTRA
N P K Ca Mg Zn Cu Fe Mn Na B

M. oleifera 3,82 045 258 243 026 |186 122 1149 394 921 -

H.sabdariffa 0,86 028 197 137 021 (275 74 548 204 584 30
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Como se puede apreciar la especie H. sabdariffa, muestra valores inferiores de macro y
micronutrientes, al compararse con la moringa; a excepcién del micronutriente Zn. Estos
resultados guardan relacion con lo obtenido para cenizas totales, siendo estas superiores

para la moringa.

Realizando una comparacion de los resultados obtenidos para las hojas de moringa con los
referidos por Bastidas y Sojos, 2017 y Howard et al., 2017, cosechadas en la UACA y en

Arenillas, respectivamente, se pueden apreciar algunas diferencias (tabla 11).

Tabla 11. Minerales presentes en hojas de M. oleifera referidos por otros autores

% Materia seca p.p.m (mg /kg)
Minerales
N P K Ca Mg Zn Cu Fe Mn Na
M. oleifera
(Bastidas y Sojos 320 033 267 092 023 (1860 9,10 7850 49,00 26,10
2017)
M. oleifera
(Howard e 428 040 194 091 0,22 |1850 950 7530 3,80 27,80
lllescas, 2017)

Relacionando las dos especies de moringas cosechadas en la plantacion que se ubica en la
UACA, se observa una apreciable diferencia en los valores de Ca, Cu, Fe y Na, siendo

superiores en la droga actual.

Moyo et al., (2011) refieren valores en hojas de M. oleifera de 3,65 % para el Ca y para el
Na, Cu y Fe, cantidades de 1,64, 8,25 y 490 mg/kg, respectivamente. Nweze y Nwafor
(2014) reportaron niveles de 2,09%, 10 mg/kg y 30 mg/kg, para Ca, Cu y Fe,

respectivamente.

El consumo de Ca es de gran importancia pues es un mineral indispensable para el
crecimiento y mantenimiento de huesos y dientes sanos. El 99% de calcio se almacena en
el tejido 6seo como hidroxiapatita calcica y el 1% en forma libre o unida a la albumina, la
que participa en la sefializacion celular, secrecion glandular, coagulacién sanguinea, etc.
(Ferré, 2015).
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El mineral de mayor cantidad en el estudio resulto ser el Fe. Este elemento participa como
cofactor en muchos procesos bioldgicos que son indispensables para la vida, algunos de
ellos, el transporte de oxigeno, metabolismo de neurotransmisores, fosforilacion oxidativa,
sintesis de ADN, etc. (Olivares y Walter, 2003). Este micronutriente esta presente en el
organismo dividido en dos categorias: funcional, donde la mayor parte se encuentra en
hematies circulantes, en forma de hemoglobina y en menor porcentaje en las enzimas y
mioglobinas; y de almacenamiento, en este caso estd en forma de ferritina y hemosiderina
(Cardero et al., 2009).

La deficiencia de hierro es la alteracion mas comudn a nivel mundial, especialmente en
paises subdesarrollados, siendo mas susceptibles nifios menores de 5 afios y mujeres
embarazadas o en lactancia (Chua, 2014). El hierro se presenta como Fe hemo, que
provienen del consumo de proteina animal (carnes de res, aves, pescados), su absorcién es
muy alta (15 — 35%) y Fe no hemo, que se obtiene de cereales, frutos, legumbres y
vegetales, su absorcion es menor (2 — 20%) pero su contribucion a la nutricion es mucho
mayor que el Fe hemo. La deficiencia de hierro puede causar anemia y afectacion del
neurodesarrollo (Forrellat, 2016). La anemia desencadena otros problemas, tales como,
inmunidad celular, insensibilidad ante la capacidad bactericida de los neutrofilos e
incapacidad de realizar esfuerzo fisico (cansancio extremo). Ademas, esta enfermedad
puede producir mayor susceptibilidad a infecciones (en especial del tracto respiratorio),
fallo de la movilizacion de la vitamina A hepética, problemas en el crecimiento,
alteraciones en el desarrollo motor y mental, poca transferencia de Fe al feto, riesgo de

partos prematuros, entre otros (Otegui, 2010).

Estudios de la composicion inorganica también se han reportado para la especie H.
sabdariffa (tabla 12).

Tabla 12. Minerales analizados en la H. sabdariffa segun las literaturas reportadas

Minerales (Tazoho et al., 2016) (Nnamy Onyeke, 2003)

P 0,04 0,022
K 0,05 ND
Ca 0,74 0,003
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Tabla 12. (continuacién)

Minerales (Tazoho et al., 2016) (Nnamy Onyeke, 2003)

Mg 0,08 0,001
Zn 5,60 11,70
Cu ND 7,00
Fe 32,50 8330,00
Na 11,00 153,30

ND: No determinado

Analizando los valores referidos en la tabla 12, se aprecian diferencias entre los estudios
realizados. Hay elementos que tienen valores mas elevados y otros inferiores a la droga en
estudio. Lo que si coincide es que en los tres casos el mineral que se encuentra en mayor

cantidad, respecto al resto, es el Fe.

La biodisponibilidad de estos elementos, depende de los constituyentes del suelo, ya que
las plantas lo asimilan a través de las raices pero también, de otras fuentes adicionales
como los polvos atmosféricos, los productos fitosanitarios, fertilizantes y contaminantes
del medio ambiente, los que podrian ser absorbidos por via foliar (Bahadur et al., 2011;
Tokalioglu, 2012; Saraf y Samant, 2013; Apéez et al., 2018).

Ademas, del efecto nutracéutico o terapéutico que pudieran tener las infusiones, las plantas
con las que se elaboran también aportan minerales a la dieta habitual. Elementos tales
como calcio, magnesio y zinc, se han determinado como esenciales para la salud humana,
sin embargo, otros como plomo, cadmio y aluminio o el arsénico resultan ser toxicos
(Kirmani et al., 2011; Vermani et al., 2010).

En la tabla 13. se puede observar que, si bien los niveles de materia inorgénica en las
drogas crudas son elevados, sobre todo en la moringa, estos no corresponden a la presencia

de metales pesados.
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Tabla 13. Resultado del anélisis de metales pesados en M. oleifera e H. sabdariffa

Analisis quimico

Parametros Unidad Resultados **Requisitos
Arsénico mg/kg < 0,005 Méx. 1,0
Plomo mg/kg <0,09 Méx. 0,5

** Requisitos Quimicos establecidos segin Norma NTE INEN 2392:2017-04 Segunda
Revisidn para Hierbas Aromaticas

Los resultados obtenidos fueron iguales para ambas drogas, por lo que se puede concluir
que las muestras analizadas cumplen con los requisitos establecidos por la norma NTE

INEN 2392:2017-04, ambas drogas vegetales estan aptas para el consumo humano.

Los metales pesados se pueden encontrar en forma de minerales, sales u otros compuestos.
No se degradan o destruyen facilmente de forma natural o bioldgica por no tener funciones
metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino et al., 2002). Estos elementos son
peligrosos por la tendencia que tienen de acumularse en los cultivos, de ahi la necesidad de
cuantificar los niveles en los que pudieran encontrarse. La absorcion de metales pesados
por las plantas es, generalmente, la primera puerta entrada de éstos en la cadena
alimentaria, lo cual pudiera representar un riesgo para la salud, sobre todo, si su nivel de
acumulacion en el cuerpo es elevado y si el tiempo de exposicién del organismo a dicha

contaminacion es prolongado (Prieto et al, 2009).

111.1.2 Control microbiologico

Se realizé el control microbiolégico de las materias vegetales por separado, para asegurar
asi, una materia prima libre de microorganismo que pueda resultar perjudicial para la salud
humana. Los resultados que se obtuvieron se encuentran dentro de limites permisibles
establecidos en la norma NTE INEN 2392:2013.

I11.2 Tamizaje fitoquimico

El analisis quimico cualitativo preliminar del extracto acuoso de moringa, sugirié la

presencia de los metabolitos secundarios que se muestran en la tabla 14. Los compuestos
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quimicos que mostraron un resultado positivo con mayor intensidad fueron: alcaloides,
aminoacidos y flavonoides. Estudios fitoquimicos realizados por otros autores en extractos
acuosos también han evidenciado la presencia de flavonoides, alcaloides, saponinas,
ademas de antraquinonas, esteroides, terpenoides, glucosidos cardiacos, antocianinas,

taninos y carotenoides (Nweze et al., 2014).

Segun el ensayo de espuma se sugiere la presencia de saponinas, resultado coincidente con
lo referido por Nweze et al. (2014) y Okiki et al. (2015). Sin embargo, el tamizaje
realizado a la moringa cosechada en la misma parcela de tierra, pero siendo la planta mas
joven, no dio positivo para tal metabolito (Bastidas y Sojos, 2017). Este resultado, aunque
es cualitativo y de caracter preliminar, puede sugerir la necesidad de realizar estudios del
material vegetal a diferentes grados de maduracion de la planta, pues este es un factor que

puede influir en la variabilidad quimica de la droga vegetal.

En los ensayos realizados al extracto acuoso de la H. sabdariffa resalta la presencia de
flavonoides. Hay que sefialar que los principales constituyentes de H. sabdariffa son acidos

organicos, antocianinas, polisacaridos y flavonoides (Da-Costa et al, 2014).

Ensayos fitoquimicos realizados por otros autores refieren la presencia de saponinas, solo
extraibles en agua, alcaloides y flavonoides, estos Gltimos presentes en todas las partes de
la planta (Mungole et al; 2011). Kenneth et al; (2015) informa la existencia de alcaloides,

flavonoides, fenoles y saponinas en el extracto acuoso de la droga vegetal.

En relacion al extracto acuoso de los calices de Jamaica, este presenta una alta
pigmentacion roja, atribuible, precisamente a la presencia de antocianinas. Esta alta
pigmentacion resulta un inconveniente para poder visualizar con certeza los resultados del
tamizaje que se determinen por cambios de color (Da-Costa et al, 2014). Esta es la razén

por la que el resultado para el ensayo de ninhidrina se muestra como dudoso.

Cabe mencionar que los ensayos realizados no reflejan resultados especificos, ya que
pueden estar sometidos a falsos positivos 0 negativos en dependencia de distintas causas,
entre ellas, la naturaleza de la materia vegetal en estudio. Sin embargo, se sugiere la

aplicacion de otros métodos de andlisis méas especificos.
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Tabla 14. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos de M. oleifera
e H. sabdariffa

Resultado
Ensayo Metabolitos
Hojas Caélices de
. jamaica
de moringa

Dragendorff Alcaloides +++ -
Mayer Alcaloides ++ -
Wagner Alcaloides +++ -
Espuma Saponinas + -
Fehling Azcares reductores + +
Cloruro férrico Compuestos fendlicos + +
Ninhidrina Aminoé&cidos +++ Dudoso
Shinoda Flavonoides +++ ++
Mucilagos Mucilagos - -

111.3 Cromatografia en capa delgada (CCD)

En el campo de la fitoquimica la CCD tiene gran aplicacion. Es un método de separacién
cromatografico que, aunque puede ser utilizado para cuantificar, su mayor utilidad es de
tipo cualitativa. Dentro de sus usos pudieran citarse: la identificacion de metabolitos
secundarios mediante estdndares de referencia; el monitoreo de separaciones
cromatograficas obtenidas a través de técnicas cromatograficas preparativas en columna y
estudios quimicos cualitativos haciendo uso de algunos de los reactivos utilizados en el

tamizaje fitoquimico.

En esta Gltima aplicacion radica el objetivo del estudio cromatografico planar realizado, el
que se desarrollé utilizando una fase movil de elevada polaridad (butanol:acido

acetico:agua) para lograr la corrida y separacion de los metabolitos hidrosolubles extraidos.
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La identificacion se llevd a cabo con el uso de diversos reveladores, resultados que se
muestran en la figura 4. En todas las placas la primera aplicacion (4) corresponde al

extracto acuoso de la moringa y la segunda (5) al extracto acuoso de la flor de jamaica.

Al observar la primera y segunda placa se puede apreciar que en ambas muestras revelan
un gran nimero de manchas a la luz UV, tanto a 254 nm (imagen A), como a 365 nm
(imagen B). El resultado evidencia que ambos extractos poseen compuestos con grupos
cromoforos conjugados. A simple vista podria sugerirse que en el extracto acuoso de los
calices de jamaica, los compuestos con cromdforos conjugados presentan una mayor
polaridad que los del extracto de moringa, tomando en consideracién el Rf de las manchas

mas relevantes.

Logicamente, como segundo anlisis, se buscé identificar la posible presencia de
compuestos fenolicos en ambas muestras. Para tal objetivo, la placa antes revelada con la
luz ultravioleta se roci6 con la solucion de cloruro férrico (imagen C). Como se puede
apreciar, las manchas con un Rf intermedio en la corrida de la moringa, tienen el
comportamiento propio de metabolitos de naturaleza fenolica. En el caso de la flor de
jamaica los cambios no fueron tan apreciables, pues las manchas de mayor intensidad
también se observaron al visible, por lo que la pigmentacién del extracto enmascara los

cambios de coloracion que deben observarse en el caso de los compuestos fendlicos.

Otro de los reveladores cromogeénicos empleados fueron el acido sulfurico (imagen D) y la
combinacion con vainillina (imagen E). Estos son reveladores que permiten apreciar la
mayoria de los compuestos quimicos que se separaron con CCD. En el extracto de jamaica
no se muestran cambios con relacién a las placas antes comentadas, es decir, no se aprecian

otras manchas diferentes a las ya observadas.
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Figura 4. Analisis por cromatografia en capa delgada de los extractos acuosos de M.
oleifera e H. sabdariffa. FM: butanol:acido acético:agua (65:25:10); FE: placas de
vidrio de silica gel GF254

A. Revelado: UV B: Revelado: UV 365 C: Revelado: FeCl3
254

D:Revelado: E: Revelado: F- Revelado: Ninhidrina
H2SOs/calor H2SOs/calor/vainillina/calor

Para el extracto de moringa lo mas llamativo es el cambio de color de dos zonas
fundamentales, a Rf entre medio y elevado se observan zonas de color amarillo, lo cual

suele ocurrir con compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos como el acido galico, acido clorogénico, acido elégico, acido
feralico, acido cafeico, entre otros (Singh et al., 2009), son de gran importancia debido a su
actividad antioxidante contra los radicales libres (Sreelatha y Padma, 2009).

Interesante resulta la mancha de color oscuro discretamente violaceo, la cual no reveld bajo
la luz UV, indicio éste de ser estructuras que no presentan grupos cromoforos conjugados.
Si se hace una asociacion con el tamizaje fitoquimico, en el extracto acuoso de moringa dio
positiva la prueba de espuma, algo propio de la presencia de saponinas. Las saponinas
tienen elevada polaridad y pueden presentar nucleos triterpénicos o esteroidales, los cuales
carecen de agrupamientos funcionales capaces de absorber a la luz ultravioleta, sin

embargo, la reaccién cromogénica de color violeta, la refiere la literatura, cuando se revela
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con vainillina/H- ante la presencia de dichos productos naturales (Waksmundzka et al.,
2008).

En un estudio in vivo realizado por Sharma y Paliwal (2012), aislaron y caracterizaron
saponinas de las vainas de M. oleifera, las que demostraron tener una actividad protectora
en el tejido hepatico y renal.

Por otra parte el revelado utilizando ninhidrina confirmo la presencia de aminoacidos en la
moringa Y la ausencia en el extracto acuoso de los célices de jamaica. La mayoria de los
aminoacidos dan un color violeta, mientras que el acido aspartico da rojo azulado y la

prolina e hidroxiprolina dan amarillo (Waksmundzka et al., 2008).

111.4 Determinacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu

El estudio de los compuestos fendlicos presentes en extractos vegetales ha sido de interés
desde tiempos pasados, sobre todo, por las propiedades bioldgicas y por las caracteristicas
organolépticas que generan como: astringencia, amargor, color, entre otros aspectos
(Singleton et al., 1999).

Dichos compuestos bioactivos son componentes importantes en la dieta de los seres
humanos debido a la amplia gama de propiedades fisioldgicas que le han sido atribuidas,
como: antialérgicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes, antitrombdticos,
efectos cardioprotectores y vasodilatadores. Quimicamente, poseen un anillo aromatico
con uno o mas sustituyentes hidroxilo, y la diversidad estructural varia desde simples
moléculas fendlicas hasta complejas estructuras poliméricas (Bravo, 1998; Balasundram et
al., 2006).

La cuantificacion de tales metabolitos como grupo, ha sido una herramienta que muchos
investigadores han utilizado para la estandarizacion quimica de extractos vegetales y para

relacionar esta con propiedades bioldgicas como el efecto antioxidante.

El método mas utilizado para estimar el contenido de fenoles es, precisamente, el de Folin
Ciocalteu. El reactivo esencial del ensayo estd conformado por una mezcla de acidos
fosfomolibdico y fosfotungstico que es de color amarillo. La reaccion tiene lugar en
condiciones basicas (pH 10), donde el ion fenolato que se genera reduce al reactivo de
Folin mediante una reaccion de tipo 6xido/reduccion y como consecuencia se forma un

complejo que presenta una coloracion azul, cuya absorbancia se mide a 765 nm

42



(Magalhaes et al., 2010; Margraf et al., 2015). Para la cuantificacion a través de las curvas
de calibracion han sido utilizado diferentes estandares fenolicos como acido galico, acido
feralico, acido clorogénico, etc. (Bastola et al., 2017) El contenido de fenoles totales,
generalmente, se expresa en equivalentes del estdndar empleado, sobre todo, el acido

galico.

La cuantificacion realizada en los extractos acuosos de M. oleifera e H. sabdariffa, a partir
de la ecuacién obtenida utilizando el &cido galico como patrén y teniendo en cuenta el

valor de absorbancia obtenido para los extractos, se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Fenoles totales presentes en M. oleifera e H. sabdariffa

Extractos Cuantificacion de fenoles totales

mg EAG/100 g de droga cruda / DS

M. oleifera 2748,26/77,57

H. sabdariffa 5138,83/111,29

EAG: equivalentes a 4cido galico; DS: desviacion estandar

Como se puede apreciar la cantidad de compuestos fendlicos en el extracto acuoso de H.

sabdariffa resulta ser casi el doble de la cantidad determinada en el de M. oleifera.

Al comparar los resultados obtenidos con los referidos por Bastidas y Sojos (2017), se
puede observar que las hojas de moringa, recolectadas en los mismos terrenos, pero con
solo 3 meses de sembrada, presentd una mayor cantidad de compuestos fenélicos (3521 mg
EAG/100 g de hojas secas). La determinacion se realiz6 con igual procedimiento y bajo las
mismas condiciones de extraccion. Este resultado hace notar la importancia de los estudios
de dinamica de acumulacion de los metabolitos secundarios, para explotar la planta

medicinal cuando presente la madurez éptima o en su mejor estado fenoldgico.

La presencia de compuestos fendlicos en moringa ha sido referida por diversos autores.
Rodriguez-Pérez et al., (2015) compararon diferentes métodos de extraccion (maceracion y
extraccion por ultrasonido) utilizando como menstruos: metanol, etanol, acetona y mezclas
hidroalcohdlicas (70:30 y 50:50). Los resultados mostraron que la cantidad de compuestos
fenolicos extraidos por ambos métodos, usando disolventes organicos puros, es menor que

con el uso de las mezclas hidroalcoholicas.
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Sreelatha y Padma (2009), realizaron la cuantificacion de fenoles totales en un extracto

acuoso de hojas de moringa, reportando valores de 45,81 mg EAG/g de muestra.

En relacion con el método de extraccion, la maceracion por sonicacion logra una mayor
extraccion de compuestos fendlico, lo cual puede deberse a que el uso de ultrasonidos
puede romper las paredes celulares de la planta favoreciendo el rendimiento del proceso de

extraccion (Vinatoru, 2001).

Resulta importante considerar que los extractos de productos vegetales contienen una gran
cantidad de biomoléculas, algunas de las cuales, aunque son de caracteristicas no
polifendlicas, pero pueden interaccionar con el Folin-Ciocalteu, lo que puede interferir en
el resultado obtenido. Dentro de estos metabolitos se encuentran los azucares reductores
(fructosa y glucosa y en menor medida ramnosa, manosa y glucosa), aminoécidos y &cido

ascorbico (Granato et al., 2016; Mufioz-Bernal et al., 2017).

La determinacion de fenoles totales no esta directamente relacionada con la medicion de la
actividad antioxidante, pero puede ser Util para tales estudios, en especial si se combinan

con métodos para medir actividad antioxidante.

I11.5 Determinacion de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Los estudios quimicos cualitativos realizados mediante tamizaje fitoquimico y CCD,
sugieren la presencia de compuestos quimicos con posible actividad antioxidante.
Légicamente, la idea de evaluar la actividad antioxidante surge, no s6lo por dichos
estudios, sino también por los diversos articulos que hacen alusion al poder antioxidante de
ambas drogas en estudio (Siddhuraju y Becker, 2003; Igbal y Bhanger, 2006; Sreelatha y
Padma, 2009; Usoh et al., 2005; Mohd et al., 2010). Aunqgue la literatura evidencia tal
efecto, se considera importante la evaluacion de cada materia prima vegetal, pues factores
tanto intrinsecos (edad, estado fenol6gico) como extrinsecos (clima, suelo, control

fitosanitario) pudieran influir en los resultados (Miranda y Cuellar, 2000).

La actividad antioxidante cualitativa pudo ser evaluada al rociar una placa con una
disolucion de DPPH en etanol (0,2 %), el cual actia como generador de radicales libres. El
DPPH puede reaccionar directamente con las sustancias con actividad antioxidante,
después de que el disolvente se ha evaporado bajo la campana del laboratorio. Como

consecuencia, si hay presencia de sustancias capaces de secuestrar radicales libres, se
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produce un cambio del color purpura a diferentes tonalidades de amarillo con un fondo que

permanece de color morado (figura 5) dependiendo de la cantidad de antioxidante presente

en la reaccién. De no existir compuestos con capacidad de secuestrar radicales libres en la

placa, el color violeta inicial propio de la disolucion de DPPH no experimenta ningun
cambio (Glavind y Holmer, 1967; Marston, 2011).

Como se puede apreciar en ambos extractos, las zonas que antes mostraron fluorescencia a

254 nm, las mismas que revelaron con FeCL3 (figura 4), ahora fueron capaces de decolorar

la disolucion de DPPH, por lo que se demuestra la capacidad antioxidante de ambos

extractos acuosos.

Figura 5. Resultados de la actividad antioxidante por CCD de los extractos acuosos de
M. oleifera e H. sabdariffa

Revelado DPPH

NOy NO,

2,2"-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Compuesto decolorado
(DPPH) como radical estable.

Coloracion parpura
Fuente: Marston, A. Thin-layer chromatography with biological

detection in phytochemistry. Journal of Chromatography A. 2011,
1218(19), 2676-2683.

Luego del andlisis cualitativo, se procedié a cuantificar dicho poder secuestrador de

radicales libres mediante espectrofotometria UV. Los resultados correspondientes a la Clso

de cada extracto se muestran en la tabla 16.
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Tabla 16. Capacidad secuestradora de radicales libres frente al DPPH de la M.
oleifera e H. sabdariffa

Extractos Clso (mg/mL)
M. oleifera 0,0866
H. sabdariffa 0,0503

Como se puede constatar el extracto acuoso de H. sabdariffa, a una menor concentracion
(0,0503 mg/mL) logra inhibir el 50% de la concentracién inicial del radical DPPH. Este
resultado, sin lugar a dudas, guarda estrecha relacion con los niveles de polifenoles totales
determinados para dicho extracto. Los resultados infieren que, en la medida que exista
mayor contenido de metabolitos de naturaleza fenolica, mayor sera la capacidad
antioxidante (figura 6). Resultados similares han sido referidos para infusiones realizadas
con otras plantas (Bramati et al., 2003).

Figura 6. Relacién entre los mg EAG por cada 100 g de droga y la capacidad
secuestradora de radicales libres (Clso) de las dos especies estudiadas

Relacidon entre contenido fenolicoy capacidad antioxidanete (Cl;,%)

Cl5,=0,0503 5138,33

]

1000 2000 3000 4000 5000 G000

[

Chumark et al, (2008) realizaron un estudio de la actividad antioxidante por el método del
DPPH, en un extracto acuoso de hojas de M. oleifera, obteniendo un valor de la Clso de
0,0781 mg/mL. En otro estudio realizado con el polvo de hojas secas de M. oleifera,
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utilizando como menstruo el metanol, dio una Clso de 1,60 mg/mL, segin el método del
radical DPPH (Charoensin, 2014).

Reyes et al., (2015), evaluaron la capacidad antioxidante de un extracto acuoso de los
calices secos de Jamaica, obteniéndose una Clso de 0,1133 mg/mL. En otro estudio se
evalud la capacidad secuestradora que presentaba un extracto metanélico de los calices de
la flor de jamaica, mediante la misma técnica (DPPH), dando un Clsg de 0,0371 mg/mL
(Formagio et al., 2015). En cada uno de los estudios, l6gicamente, existen aspectos que
podrian incidir en la variabilidad de los resultados. Podrian sefialarse, por ejemplo, los
factores intrinsecos y extrinsecos que afectan la composicion quimica de una planta (clima,
suelo, edad, etc.) y como consecuencia su actividad bioldgica. También las condiciones en

las que se realiz6 cada ensayo, el método de extraccion de la muestra, entre otros.

Luego de determinada la Clso se procedio a evaluar la cinética del proceso, en los extractos

acuosos de ambas drogas vegetales. Los resultados se muestran en la figura 7.

Como se puede apreciar el estado estacionario a las diferentes concentraciones ensayadas
se logra de manera lenta. Logicamente, en la medida que la concentracion del extracto
aumenta la velocidad de inhibicion del DPPH se incrementa, incluso el comportamiento
resulta ser similar al que muestra la quercetina, utilizada en el ensayo como patrén. Cabe
sefialar que el patron muestra perfil muy similar al obtenido con el extracto de moringa a
una concentracion de 1,5 mg/mL y con el extracto de Jamaica a la concentracion de 1
mg/mL. Evidentemente, el poder antioxidante del extracto acuoso de la Jamaica es superior

al de moringa, resultados que confirman lo antes obtenido con la Clsg.

Segun Brand-Williams et al., (1995) no todos los metabolitos muestran una misma cinética
de reaccion. Estudios han mostrado que compuestos como el acido ascorbico, acido
isoascorbico e isoeugenol reaccionan rapidamente con el DPPH, alcanzando su maximo de
actividad en menos de 1 min. Otros metabolitos tienen un comportamiento intermedio, por
ejemplo, el ¥-tocoferol, el cual alcanza el estado estacionario después de,
aproximadamente, 5 minutos. Los extractos en estudio muestran un comportamiento

similar al guayacol, en donde la reaccion con el DPPH ocurre mas lentamente.
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Figura 7. Cinética de la reaccién con DPPH para los extractos acuosos de M. oleifera
e H. sabdariffa a diferentes concentraciones

111.6 Estudio quimico mediante CLAE-EM de los extractos acuosos de M. oleifera e
H. sabdariffa.
El analisis mediante CLAE acoplado a masa, permitié la identificacion de los principales

metabolitos presentes en los extractos acuosos de ambas especies.

Del andlisis correspondiente al extracto acuoso de la M. oleifera se obtuvo el
cromatograma de la corriente ionica principal que se muestra en la figura 6, donde fue

posible identificar 18 compuestos.

Figura 8. Cromatograma de la corriente idnica principal obtenido para el extracto

acuoso de M. oleifera
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El andlisis de los iones moleculares (modo negativo), asi como los fragmentos m/z
obtenidos para cada compuesto, junto a la busqueda bibliografica, logr6 la identificacion
de los compuestos que se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Compuestos quimicos identificados en la M. oleifera, mediante CLAE-EM
(modo negativo).

Tr Producto natural M/Z MS? Bibliografia
(min) Moringa [M - H]
0,61  4cido glucénico 195 176, 158, 129*,99 Rodriguez-Pérez
et al. 2015
0,67  &cido citrico 191 173, 129, 127, Rodriguez-Pérez
111* et al. 2015
0,83  Fenilalanina 164 147 Rodriguez-Pérez
etal. 2015
0,85  3,4-di-O-caffeoilquinico 515 353, 341, 335, 191, Masike et al. 2017
179*, 173
1,43  3,4-di-O-caffeoilquinico 515 353, 341*, 335, Masike et al. 2017
(isémero) 191, 179, 173
1,14  &cido 3-O-caffeoilquinico 353 191%*, 179, 135 Masike et al. 2017
1,47  quercetina diglicosidada 625 463*, 301 Rodriguez-Pérez
etal. 2015
1,82  acido 4-O-caffeoilquinico 353 191, 179, 173* Masike et al. 2017
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Tabla 17. (continuacion)

Tr Producto natural M/z MS? Bibliografia
(min) Moringa [M-H]
2,82  6,8-C-dihexosa apigenina 593 575, 503, Makita et al. 2016

473*, 383, 353,

3,86  quercetina diglicosidada 625 463*, 301 Rodriguez-Pérez
et al. 2015
5,16 Isolariciresinol 521 359 Rodriguez-Pérez
glicosido/lariceresinol et al. 2015
glicésido
5,32 glucosido de apigenina 431 341, 311*, 283 Rodriguez-Pérez
et al. 2015
5,68  quercetina-3-0O-galactosido 463 301*, 300 Masike et al. 2017
6,73  quercetina-3-O-acetil 505 463, 301*, 300 Masike et al. 2017
galactdsido
7,06  hidroxi-metilglutaroil 607 463*, 545, Makita et al. 2016
hexosa quercetina 505, 301
7,50  kaempferol 3-O-glucosido 447 327, Rodriguez-Pérez

285, 284*,255 etal. 2015

9,98  kaempferol acetil glicésido 489 285 Makita et al. 2016

11.52 acetil hexose-isoramnetina 519 315* Makita et al. 2016

Para la M. oleifera se identificaron metabolitos de naturaleza fendlica, tales como
flavonoides glicosidados, fundamentalmente, derivados de quercetina, apigenina vy
kaempferol; acidos fendlicos (3,4-di-O-caffeoilquinico, &cido 3-O-caffeoilquinico, acido 4-
O-caffeoilquinico) y un lignano (isolariciresinol glicosido/lariceresinol glicosido). Ademas

de &cidos organicos (acido glucénico y acido citrico) y el aminoacido fenilalanina.
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Bastidas y Sojos, (2017) determinaron la presencia de glucosinolatos en moringa
recolectada a los 3 meses de nacimiento, metabolitos que no fueron hallados en la muestra
analizada. Este hallazgo sugiere la necesidad de estudiar la planta en diferentes grados de

madurez.

Similar anélisis se realizd para el extracto acuoso de los célices de Jamaica. Del analisis
correspondiente al extracto acuoso de la H. sabdariffa se obtuvo el cromatograma de la
corriente iénica principal tanto para el modo positivo como para el negativo. En la figura 9,
tabla 18 se presentan los 3 metabolitos detectados en modo positivo y en la figura 10, tabla
19, los 5 productos naturales identificados en modo negativo.

Figura 9. Cromatograma de la corriente ionica principal obtenido para el extracto
acuoso seco de H. sabdariffa (modo positivo)
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Tabla 18. Compuestos quimicos identificados en el extracto acuoso de H. sabdariffa
mediante CLAE-EM (modo positivo).

Tr (min) Producto natural [M+H] MS?2 Bibliografia

14,70 delfinidina-3-sambubidsido 597 303 Beltran et al., 2010
15,42 cianidina 3-sambubidsido 581 287 Sarkar et al., 2017
17,44 delfinidina-3-galactésido 465 315*, 303 Sarkar et al., 2017

Beltran et al., 2010
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Figura 10. Cromatograma de la corriente ionica principal obtenido para el extracto
acuoso seco de H. sabdariffa (modo negativo)
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Tabla 19. Compuestos quimicos identificados en el extracto acuoso de H. sabdariffa
mediante CLAE-EM (modo negativo)

Tr Producto natural [M-H] MS? Bibliografia
(min) .
Jamaica
0,66 acido hidroxicitrico 207 189*, 127  (Rodriguez-Medina et al.
2009)
0,68  &cido hibiscus 189 127 (Rodriguez et al., 2009)
17,28 quercetina 3-rutindsido 609 301 (Rodriguez et al., 2009)

(Beltran et al., 2010)

17,50 quercetina 3-glucdsido 463 301 (Rodriguez et al., 2009)

17,86  kaempferol3-(p- 593 447, 285* (Rodriguez et al., 2009)
coumarilglucésido)

En la muestra de H. sabdariffa se lograron identificar las antocianinas (delfinidina-3-
sambubidsido, cianidina 3-sambubiosido, delfinidina-3-galact6sido) utilizando el modo
positivo. Sin embargo, los flavonoides glicosidados (quercetina 3-rutindsido, quercetina 3-
glucésido, kaempferol 3-(p-coumarilglucésido) y los é&cidos organicos (acido

hidroxicitrico, acido hibiscus), se identificaron en el modo negativo.
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Los resultados quimicos obtenidos en ambas drogas vegetales a través de la CLAR-EM,
evidencian la presencia mayoritaria de compuestos fenolicos en sentido general y de

flavonoides glicosidados en particular.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales. Quimicamente estan
compuestos por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Pueden presentarse libres o glicosidados (Bruneton, 2001). Como parte de
su estructura quimica poseen un numero variable de grupos hidroxilos fenolicos y
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les
concede una gran capacidad antioxidante. Por tal razon desempefian un papel esencial en la
proteccion frente al dafio oxidativo, por lo que se pueden emplear en patologias, tales como
la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Pace-Asciak et al., 1995). Dentro de
los flavonoides la quercetina se ubica entre los que muestran una mayor capacidad
antioxidante por reunir los elementos estructurales necesarios para tal actividad (presencia
de estructura O-dihidroxi en el anillo B; doble enlace conjugado con la funcion 4 oxo del
anillo C e hidroxilos en posicion 3 y 4) (Martinez-Flérez, 2002). Muchos de los
metabolitos identificados, sobre todo en la moringa, corresponden a derivados de este

producto natural.

Los acidos organicos (&cidos citrico, malico, tartarico) y las antocianinas derivadas de la
cianidina y delfinidina (delfinidin-3-sambubiosido, cianidin-3-sambubiosido y cianidin-
3,5-diglucoside), son los compuestos que refiere la literatura como los marcadores
quimicos de la H. sabdariffa (Ali et al., 2005; Williamson et al., 2009).

Las antocianinas constituyen un grupo de pigmentos hidrosolubles de amplia distribucion
en el reino vegetal, perteneciente a la familia de los flavonoides (Fennema, 1993).
Estructuralmente estan constituidas por una molécula de antocianidina, a la que se le une a

través de un enlace B-glucosidico, un azlcar.

Estos metabolitos resultan de gran interés para la industria de colorantes alimenticios
debido a los atractivos colores que brindan (Konczack y Zhang, 2004). Desde el punto de
vista terapéutico la mayoria de los efectos bioldgicos estan relacionados con su actividad
antioxidante. Dentro de sus beneficios se plantea, efectos anticancerigenos,
antiinflamatorios, preventivo de afecciones cardiovasculares y antidiabéticos; ademaés del

mejoramiento de la agudeza visual (Shipp y Abdel, 2010).
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111.7 Disefio de la formulacion y control de calidad de la infusion.

El disefio de la formulacion parte de la idea de utilizar las hojas de moringa en infusion,
investigacion que inicio el grupo de trabajo en un trabajo anterior, combinandola con
cascarilla de cacao (Bastidas y Sojos, 2017). El proyecto pretende el disefio de varias
opciones de infusiones que sean potencialmente funcionales, sin embargo, siempre
combinando al polvo de moringa con otra droga vegetal, por las pocas atractivas
propiedades organolépticas (sabor y olor) que dicho material brinda en una infusion.

En esta ocasion se disefiaron tres combinaciones de moringa con los célices de Jamaica en
diferentes proporciones. Para la eleccion de la mejor formulacion la respuesta del disefio se

centrd basicamente, en la evaluacion sensorial de las tres opciones referidas en la tabla 8.

Como resultado del analisis de varianza aplicado a los datos obtenidos durante la
evaluacion sensorial preferencial, se determind que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las formulaciones disefiadas, con un nivel de confianza del 95% (ver

anexo 3).

Asi mismo, al realizar la prueba de rangos multiples no se pudo establecer diferencia
significativa entre las muestras 140 (70:30) y 310 (50:50) (ver anexo 4). Sin embargo, al
analizar la distribucion de los datos en el diagrama de caja y bigotes (figura 11), se observa
claramente que la muestra 310 presenta datos dispersos entre 2 y 3 puntos, lo que indicaria

que esta tiene una tendencia hacia el valor de mayor aceptacion sensorial.

Figura 11. Diagrama de caja y bigotes para la evaluacion sensorial de ordenamiento
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Si se hace un analisis conjunto de los resultados obtenidos, de la cuantificacion de fenoles
totales y la capacidad antioxidante, se considera que al incrementar los niveles de H.
sabdariffa, no solo se favorece la aceptacion sensorial, sino también los niveles de

contenido fendlico y por consecuencia de la actividad antioxidante.
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La elaboracion de la formulacion se realizé a través del mezclado de los ingredientes y
posterior enfundado de manera automatica, en una bolsita de papel poroso. El peso

promedio obtenido del proceso de enfundado fue de 1,69 g.

En la preparacion se recomienda afiadir el agua caliente, a punto de ebullicion, sobre la

funda; tapar el recipiente y esperar 10-15 minutos.

Organolépticamente la infusion presentd un olor agradable y su color resulté ser rojo, a lo
cual contribuye, muy favorablemente, la incorporacion de las antocianinas presentes en la
H. sabdariffa. En relacion al sabor, es discretamente acido por el aporte de los &cidos
organicos que presenta la droga antes citada y se recomienda endulzar segun el gusto de

cada usuario.

Una vez preparada la infusion se establecieron los parametros que definen la calidad de la

misma, resultados que se determinaron en la preparacion sin endulzar (tabla 20).

Como podemos observar el pH es acido por lo antes referidos, esta acidez contribuye al
posible efecto antibacteriano y ayuda a la absorcién de iones metalicos en el cuerpo
(Salinas et al., 2012). Los valores obtenidos de grados Brix y azlcares, son aportados por
ambas drogas vegetales.

Tabla 20. Resultados del control de calidad en la infusion de M. oleifera e H.
sabdariffa

CONTROL DE CALIDAD MEDIA /DE
indice de refraccion 1,33/0,00
Grados Brix 0,84/0,01
Fructosa (%) 0,86/0,01
Glucosa (%) 0,85/0,01
Azlcar invertida (%) 0,86/0,01
pH 3,16/0,00
Densidad relativa 1,00/0,00
Fenoles totales (mg EAG/funda de té) 49,34/2,6
Clso (mg/mL) 0,01

EAG: equivalente de 4cido galico. DE: Desviacion estandar.
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El resultado obtenido para la determinacion de fenoles totales fue de 49,34 mg de
polifenoles EAG por cada funda de té con un peso neto de 1,69 g y de 1,52 g del contenido
de materia vegetal propiamente. Debe considerarse que el método de Folin-Ciocalteu, no
es especifico solo para compuestos polifendlicos, compuestos como la fructosa, azlcares
reductores, aminoacidos y acido ascérbico pudieran contribuir en el resultado (Lester et al.,
2012; Ludwig et al., 2013; Granato et al., 2016).

La importancia de los antioxidantes en la salud es algo de gran actualidad, debido a la
capacidad de neutralizar radicales libres (Thomas, 2000), siendo estos responsables de
diversas enfermedades degenerativas, cardiovasculares, infecciosas, arteriosclerosis,

muerte celular y cancer, entre otras (Friedman, 1997).

La formulacion estudiada, por los resultados obtenidos, podria resultar una opcion mas
para los consumidores que gusten de una bebida que, ademas de ser agradable, contribuya

al cuidado de la salud humana.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

El control de calidad de las hojas de moringa y célices de Jamaica seca y molida
(humedad residual, cenizas totales e insolubles en 4&cido, proteinas, anélisis
microbiologico, metales pesados) permitié caracterizar a la droga vegetal cruda,
encontrandose cada parametro dentro de los limites referidos o permitidos en la

literatura.

El tamizaje fitoquimico realizado en el extracto acuoso de las drogas vegetales, sugirid
la presencia en ambos casos de: saponinas, azucares reductores, compuestos fendlicos,
aminodcidos y flavonoides. Para el extracto de moringa se pudo ademas identificar
alcaloides. La cromatografia en capa delgada (CCD), complementa los resultados

antes referidos.

El analisis del contenido de minerales determiné la presencia de los macrominerales
N, P, Ky Ca, observandose valores mas elevados para la moringa, en todos los casos.
Respecto a los microminerales cuantificados (Mg, Zn, Cu, Fe, Mn, Na y B), destaca la

presencia de Fe en la moringa.

Los calices de H. sabdariffa poseen mayor contenido de fenoles totales que la
moringa, lo cual incide en que la primera posea una mayor capacidad antioxidante que

la moringa.

Se realizd un analisis mediante CLAE/DAD/EM que permitio identificar en el extracto
acuoso de la M. oleifera metabolitos de naturaleza fendlica, tales como flavonoides
glicosilados, derivados de quercetina, apigenina y kaempferol; acidos fendlicos y un
lignano. Ademas de acidos organicos y el aminoacido fenilalanina. En el extracto
acuoso de los calices de H. sabdariffa se identificaron antocianinas, flavonoides

glicosidados y &cidos organicos.
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La formulacion sensorialmente mejor aceptada fue la mezcla 1:1 de ambas drogas
secas. El control de calidad de la infusion, mediante diversas pruebas fisico-quimicas,
permiti6 su estandarizacion y demostr6 que la infusion disefiada posee las
caracteristicas necesarias para ser considerada como una bebida funcional, Gtil en la

prevencion de trastornos inherentes a la salud humana.
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CAPITULO V
RECOMENDACIONES

Realizar estudios de dinamica de acumulacién de los metabolitos secundarios en
diferentes épocas de recoleccion y grado de madurez de la planta, fundamentalmente,

en la M. oleifera.

Realizar el control microbiol6gico de la formulacion final.

Determinar la concentracion de otros posibles nutrientes tales como: vitaminas y

aminodcidos.

Determinar la estabilidad del producto ya embalado.
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ANEXOS

Anexo 1. Valor nutritivo de hojas frescas y polvo de hojas secas por cada 100 g de
droga vegetal.

Componente analizado Unidad | Hojas (fresca) | Polvo de hojas (seca)
Calorias 92 205
Proteina g 6,70 27,10
Grasa g 1,70 2,30
Carbohidratos g 13,40 38,20
Fibra g 0,90 19,20
Minerales g 2,30 -
Calcio mg 440 2003
Magnesio mg 24 368
Fosforo mg 70 204
Potasio mg 259 1324
Cobre mg 1,10 0,57
Hierro mg 7,00 28,20
Azufre mg 137 870
Acido oxalico mg 101 1600
Vitamina A (beta-caroteno) mg 6,80 16,30
Vitamina B (colina) mg 423 -
Vitamina B1 (tiamina) mg 0,21 2,64
Vitamina B2 (riboflavina) mg 0,05 20,50
Vitamina B3 (acido nicotico) mg 0,80 8,20
Vitamina C (acido ascérbico) mg 220 17,30
Vitamina E  (alfa-tocoferol mg - 113
acetato)

Arginina mg 402 1325
Histidina mg 141 613
Lisina mg 288 1325
Triptéfano mg 127 425
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Fenilalanina mg 429 1388
Metionina mg 134 350
Treonina mg 328 1188
Leucina mg 623 1950
Isoleucina mg 422 825
Valina mg 476 1063

Fuente: (Price, 2007).

Anexo 2. Ficha de evaluacion sensorial de ordenamiento

MNombre:

Fecha:

140

240
310

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL DE TE DE MORINGA Y JAMAICA

Frente a usted tiene tres muestras de Té de Moringa vy Jamaica. Por favor pruebe la muestray
ordene de forma ascendente los codigos correspondientes segin su nivel de aceptacion.

Anexo 3. Tabla de analisis de varianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio| Razon-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 15,1739 2 7,58696 13,33 0,0000
Intra grupos 76,8261 135 0,569082
Total (Corr.) 92,0 137
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Anexo 4. Prueba de rangos multiples

CcODIGO Casos Media Grupos Homogéneos

240 46 1,56522 X

140 46 2,06522 X

310 46 2,36957 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

140 - 240 * 0,5 0,311088

140 - 310 -0,304348 0,311088

240 - 310 * -0,804348 0,311088
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