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INTRODUCCION

El estrés y las enfermedades degenerativas representan a dos de los mayores flagelos en la
salud publica a nivel mundial, esto debido a la frecuente exposicion a los agentes etiol6gicos
por parte de la poblacion, desencadenando la enfermedad y reduciendo la capacidad
productiva de la poblacion referida. En nuestro medio es bien sabido que las plantas
medicinales juegan un rol fundamental en la preservacion de la salud humana, lo cual incluye
aquellas cuyos principios activos repercuten negativamente en la produccion de radicales
libres. Sin embargo, muchas de las propiedades de dichos especimenes solo han sido
demostradas facticamente, mas no desde una perspectiva cientifica. De lograrse esto, seria
posible aislar el agente quimico encargado de los efectos benéficos caracteristicos de las
plantas medicinales, asi como determinar la concentracién 6ptima del mismo, con la cual el
efecto obtenido sea el ideal. Con esto se podrian evitar los efectos secundarios o indeseables

provistos por otros componentes de las plantas.
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RESUMEN

Existen procesos patolégicos atribuibles razonablemente a los radicales libres los cuales
estan involucrados en algunas de las fases 0 secuencias bioquimicas del estrés oxidativo.
Recientemente el estudio de los fitoquimicos los cataloga como elementos nutricionales de
amplia importancia en la incorporacion de la dieta, ya que entre su actividad farmacoldgica
destaca la capacidad antioxidante, contrarrestando a los radicales libres e inhibiendo el

desarrollo del estrés oxidativo.

El objetivo del presente estudio consistio en determinar la capacidad antioxidante de los
extractos vegetales de Moringa oleifera y correlacionarlos con su contenido de quercetina.
Para ello se realizd extraccion de la matriz vegetal por el método continuo de percolacion,
utilizando tres sistemas de solventes: metanol, éter dietilico y hexano. Los extractos fueron
concentrados utilizando el rotavapor y se evaluo su capacidad antioxidante reductora de
cobre (método CUPRAC) utilizando acido ascérbico como material de referencia. Se
determind la concentracién de quercetina en los extractos vegetales mediante cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) y se correlacion6 la capacidad antioxidante de los

extractos de Moringa oleifera con su concentracion de quercetina.

Se determind la concentracion de quercetina de los extractos de Moringa oleifera mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) obteniéndose 436.44+ 5.22 mg/kg de
quercetina en E1 (extracto con metanol) y 319.81+1.98 mg/kg de quercetina en E2 (extracto

con éter dietilico). En E3 (extracto con hexano) no se identifico quercetina.

Se evalué la capacidad antioxidante de los extractos de Moringa oleifera haciendo uso del

método CUPRAC, obteniéndose 318.61 mg de acido ascorbico equivalente/kg de extracto
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en E1, 303.55 mg de &cido ascorbico equivalente/kg de extracto en E2 y 266.00 mg de &cido
ascorbico equivalente/kg de extracto en E3.

Existe una relacién directa entre la capacidad antioxidante de los extractos de Moringa

oleifera con su concentracion de quercetina.

Palabras clave: Moringa oleifera, moringa, antioxidante, extracto, percolacién, HPLC,
quercetina, CUPRAC.
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ABSTRACT

There are pathologic processes reasonably attributed to free radicals, which are involved
with are involved in some of the phases or pathways of oxidative stress. Recently, the study
of phytochemicals catalogs them as nutritional elements of high importance in diet
incorporation, because, among its pharmacological activity, the antioxidant capacity
highlights, counteracting the free radicals and inhibiting the oxidative stress development.

The objective of the present study consisted in determining the antioxidant capacity of the
vegetal extracts of Moringa oleifera and correlate them with their quercetin content. Hence
the vegetal matrix extraction was performed with the percolation continuous method, using
three solvent systems: methanol, diethyl ether and hexane. The extracts were concentrated
using the rotavapor and their copper reducing antioxidant capacity (CUPRAC method) was
evaluated using ascorbic acid as the reference material. The quercetin concentration in the
vegetal extracts was determined using high performance liquid chromatography (HPLC) and
the antioxidant capacity of the Moringa oleifera extracts was correlated with their
concentration of quercetin.

The concentration of quercetin of the Moringa oleifera extracts was determined using high
performance liquid chromatography (HPLC), obtaining 436.44+ 5.22 mg/kg of quercetin in
E1 (extract with methanol) and 319.81+1.98 mg/kg of quercetin in E2 (extract with diethyl
ether). In E3 (extract with hexane) quercetin was not identified.

The antioxidant capacity of the Moringa oleifera extracts was evaluated with the CUPRAC
method, obtaining 318.61 mg of equivalent ascorbic acid/kg of extract in E1, 303.55 mg of
equivalent ascorbic acid/kg of extract in E2 and 266.00 mg of equivalent ascorbic acid/kg of
extract in E3.
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There is a direct relationship between the antioxidant capacity of the Moringa oleifera
extracts with their quercetin concentration.

Key words: Moringa oleifera, moringa, antioxidant, extract, percolation, HPLC, quercetin,
CUPRAC.
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HIPOTESIS

Dado que numerosas fuentes bibliograficas aseveran que Moringa oleifera posee actividad
antioxidante, es posible demostrar esta propiedad a través del método CUPRAC, asi como

correlacionarla con su contenido de quercetina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de hojas de Moringa oleifera

“moringa” y su relacion con el contenido de quercetina.
Objetivos especificos

1. Obtener extractos de Moringa oleifera “moringa” a partir de las hojas del espécimen
vegetal mediante el método de percolacion, utilizando tres solventes: metanol, éter dietilico

y hexano.

2. Determinar la concentracion de quercetina de los extractos de Moringa oleifera “moringa”

mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

3. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de Moringa oleifera “moringa”
haciendo uso del método CUPRAC.

4. Determinar la relacion entre la capacidad antioxidante de los extractos de Moringa

oleifera “moringa” con la concentracion de quercetina.
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LISTA DE ABREVIATURAS

E1: Extracto de Moringa oleifera obtenido por percolacion con metanol como solvente.

E2: Extracto de Moringa oleifera obtenido por percolacion con éter dietilico como solvente.
E3: Extracto de Moringa oleifera obtenido por percolacion con hexano como solvente.
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién.

CUPRAC: Capacidad antioxidante reductora de cobre.

AUC: Area bajo la curva.

ANOVA: Andlisis de Varianza.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Moringa oleifera
1.1.1. CARACTERISTICAS

Corresponde a la especie mas conocida de la familia monogenérica Moringaceae.
El &rbol de la moringa es nativo del noroeste de la India, su altura promedio oscila
entre los 5y 10 metros. Su corteza es agrietada y glabra. Presenta raices tuberosas.
Las hojas tienen una longitud entre 25 y 45 centimetros, muy pobladas al final de
las ramas, Las flores son fragrantes, oblicuas, las paniculas tienen muchas flores.
Las semillas son numerosas, globulares, miden alrededor de 1 centimetro de
didmetro. En la Figura 1.1 se muestran las hojas, flores y arboles de Moringa

oleifera. [1-
B) Q)

Figura 1.1. Caracteristicas morfologicas de Moringa oleifera. A) Hojas. B) Flores

C) Arboles en un jardin botanico
1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxonomica de Moringa oleifera “moringa” descrito por el
departamento de botanica de los Estados Unidos se presenta en la Tabla 1.1, ver
Anexo 1I. [1]

Tabla 1.1. Clasificacion taxondmica de Moringa oleifera

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Capparales
Familia Moringaceae
Género Moringa
Especie Moringa oleifera
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1.1.3. COMPOSICION QUIMICA

La Tabla 1.2 presenta los componentes de las hojas de Moringa oleifera

estudiados por Aykroyd y colaboradores. 8-

Tabla 1.2. Composicion quimica de las hojas de Moringa oleifera (en 100 g)

Humedad 75 % Fosforo 70.0 mg
Proteinas 6.7 ¢ Potasio 259 mg
Grasa 1.7 ¢ Cobre 0.01 mg
Carbohidratos  13.4 g Hierro 7.00 mg
Minerales 2. 3.0 Azufre 137 mg
Fibra 09 g Vitamina A 11300 U.I.
Calorias 92.0 Colina 423 mg
Calcio 440 mg Tiamina 0.06 mg
Magnesio 24 mg Riboflavina 0.05 mg
Acido oxalico 101 mg Acido nicotinico  0.80 mg
Fosforo 70 mg Vitamina C 220 mg

El Consejo de Investigacion Cientifica e Industrial estudié la fraccion de
aminoacidos que componen las proteinas de las hojas de Moringa oleifera,

presentandose en la Tabla 1.3. [€]

Tabla 1.3. Fraccion proteica de las hojas de Moringa oleifera (en g /16g N)

Arginina 6.09
Histidina 219
Lisina 43¢
Triptéfano 199
Fenilalanina 6.49
Metionina 20¢g
Treonina 49¢g
Leucina 9.3¢0
Isoleucina 6.30
Valina 719
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Entre los metabolitos secundarios de Moringa oleifera destacan los alcaloides
moringina 'y moringinina, flavonoides como quercetina, isoquercetina,
kaempferol, ramnetina y kaempferitrina. La Figura 1.2 muestra la estructura
quimica de la quercetina y del &cido ascérbico al ser objetos de estudio en la

presente investigacion. [10-131

OH
A)
HO O
OH
OH
OH O
HO
B) Z
= O
; @)
HO
HO OH

Figura 1.2. Estructuras quimicas. A. Quercetina. B. Acido ascorbico Fuente:
Elaboracion propia (ChemDraw Ultra 12.0)

1.1.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Faizi y colaboradores atribuyeron efecto antihipertensivo a los tiocarbamatos y
nitrilos de las hojas de Moringa oleifera. Este efecto se confirmé por Gilani y
colaboradores al aislar compuestos puros del extracto etanolico fraccionado de
Moringa oleifera, administrandose a ratas de experimentacién hipertensas.
Sugirieron como posible mecanismo de accion antihipertensiva al antagonismo de

calcio. [13-16]
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Pal y colaboradores estudiaron el efecto antiulceroso del extracto metanodlico de
hojas de Moringa oleifera contra lesiones gastricas inducidas en ratas. [17]

Siddhuraju y colaboradores evaluaron el efecto antioxidante de extractos acuoso,
metanolico y etanolico de hojas de Moringa oleifera, posteriormente liofilizados,
por el método de DPPH, y tras ello determinaron compuestos fendlicos de
actividad antioxidante como quercetina y kaempferol mediante cromatografia

liquida de alta resolucion. 12

Ghasi y colaboradores describieron el efecto hipolipemiante de los extractos
crudos de Moringa oleifera en ratas Wistar inducidas a hipercolesterolemia con

una dieta rica en grasa. 8l

Se mostrd que los extractos hidroalcohdlicos de frutos de Moringa oleifera
presentan efectos positivos sobre la actividad de las enzimas metabolizadoras de
farmacos, Fase | (citocromo bs y citocromo Paso) y Fase Il (glutation-S-
transferasa), enzimas antioxidantes, contenido de glutation y peroxidacion
lipidica, por lo que pueden ser utilizados para la prevencion de carcinogénesis

quimica. 531

Se demostré que los extractos de las raices de Moringa oleifera ayudan a la
proteccion contra enfermedades inflamatorias, debido a que los extractos
metanolicos de raices de moringa reducen el edema inducido por carragenina en

animales de experimentacion >4
1.2. ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los organismos que
lo utilizan. Este elemento desempefia una funcién importante como aceptor final de
electrones durante la respiracion celular, pero también constituye el punto de partida
para un tipo de dafio celular conocido como estrés oxidativo. % Si bien mas del 95%
del oxigeno consumido por los organismos aerobios es reducido completamente a
H-0 durante la respiracion mitocondrial, un pequefio porcentaje (<5%) es convertido
a especies semirreducidas conocidas como especies reactivas del oxigeno. [20 El
estrés oxidativo se produce por un desbalance a corto o largo plazo del equilibrio
antioxidantes/pro-oxidantes que provoca disrupcion de los sistemas de sefializacion
y control a consecuencia de favorecer los procesos de pro-oxidacién u obstaculizar

los mecanismos antioxidantes. [?X! Las especies reactivas de oxigeno son capaces de
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oxidar lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, lo que resulta en un cambio de sus
estructuras y funcion. 22

La mitocondria constituye la fuente generadora principal de radicales libres. Durante
el proceso de fosforilacion oxidativa el oxigeno en mas de un 95 % recibe 4
electrones para la formacion de agua, pero una pequefia parte escapa a esta reduccion.
[23] Una consecuencia directa de este proceso es la generacion del radical anion
superoxido (O2"). Las especies reactivas de oxigeno también se pueden formar
durante las acciones enzimaticas y otros procesos enddgenos. 241 En este sentido se
pueden citar la NADPH oxidasa de membrana, especialmente durante los procesos
inflamatorios y de fagocitosis, la ciclooxigenasa en la cascada del &acido
araquiddnico, la xantina oxidasa en el metabolismo del &cido urico, las 6xido nitrico
sintasas y la monoamino oxidasa por solo citar algunos ejemplos. 2% Cabe destacar
que algunas especies reactivas de oxigeno se forman en el organismo por la accién
de factores externos (ambientales, dietéticos, entre otros). Otra fuente generadora de
radicales libres es la alteracion estructural y funcional de las células, mediada por
especies reactivas de oxigeno; estas reacciones generan derivados como el

malonildialdehido e hidroperdxidos organicos que propagan el dafio oxidativo. 24

Existen procesos patolégicos atribuibles razonablemente a los radicales libres los
cuales estarian involucrados en algunas de las fases o secuencias bioquimicas de
dichos procesos. [26-27 Harman desde 1954 planteaba que la expectativa de vida
aumentaba con la disminucién del grado de fenémenos oxidativos. 28] La relacion
existente entre la concentracién de especies reactivas de oxigeno y el estado de salud

de los seres humanos es un hecho aceptado por la comunidad cientifica. [2°]
1.3. 1EXTRACTOS VEGETALES

Existen diversos métodos de extraccién los cuales se pueden observar en la Figura
1.3, descrita por Kuklinski. (3%
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— Por expresion |

Extraccion
mecanica Con calor |

— Por incisiones |

Maceracion
8
> |
© Digestion
§ | —Discontinua ‘ |
S -7
S Infusién
D
= Ext i6 .
xtraccion con >
F ' E D ion
disolventes ecocclo
1 Destilacion Percolacion
E Ll — Continua |
xtraccion con
gases Soxhlet

Figura 1.3. Métodos extractivos convencionales 3%
1.3.1. METODOS DE EXTRACCION

Tal como se observa en la Figura 1.3, se clasifican en extraccion mecénica (por
expresion, calor o incisiones), mediante gases (extraccién por CO; supercritico),
destilaciéon (aislamiento de compuestos quimicos volatiles) y extraccion con
disolventes. Respecto a esta Ultima existen dos categorias: Extraccion continua y

discontinua. 3%

La extraccion discontinua se fundamenta en el contacto directo y constante entre
la matriz vegetal y el solvente de extraccion, por lo que la difusion de los
compuestos quimicos afines al solvente es bidireccional hasta que haya un

equilibrio entre ambas partes. [3
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La extraccion continua, por su parte, tiene la cualidad de que el solvente se va
renovando a la par que se realizan ciclos de extraccion, obteniendo fracciones de
los compuestos afines al solvente y llevandolas a un recipiente ajeno a la camara
de extraccion propiamente. Por esta razon la difusion de los compuestos quimicos
es unidireccional, obteniéndose un mayor rendimiento de extraccion que con un

método de extraccion discontinuo. 3%
1.3.1.1. SOXHLET

Corresponde a uno de los métodos de extraccidn continua con disolventes,
como se muestra en la Figura 1.4. EI componente principal de este tipo de
extraccion es el calor, pues este facilitara la separacion del extracto obtenido
en cada ciclo de extraccion para renovar el solvente y dirigirse nuevamente a

la cdmara de extraccién. 301

Condensador

Extractor Soxhlet

Reservorio Sifon

Baldn de
destilacion
Disolvente

—oﬁ_ Fuente de calor

Figura 1.4. Arreglo experimental de la extraccion por soxhlet [5°]

{

1.3.1.2. PERCOLACION

También conocida como lixiviacion, es el segundo método de extraccion

continua con disolventes. La ventaja de este sistema respecto a la extraccion
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Soxhlet es que no requiere de la aplicacion de calor, por lo que este método
no afecta a las sustancias quimicas termolabiles (capaces de hidrolizarse o
degradarse mediante calor), siendo el método de eleccion para el desarrollo
de la presente investigacion. El arreglo experimental, mostrado en la Figura
1.5, contempla que el extracto debe drenarse del sistema a una velocidad de
goteo de 60 gotas/minuto. Este a su vez debe verterse mecanicamente a la
parte superior del sistema percolador y repetir el proceso hasta extraer los

componentes quimicos afines de la matriz vegetal. [30-31]

Solvente de extraccion

Matriz vegetal seca

Papel filtro

Vélvula de drenaje

Extracto

Figura 1.5. Arreglo experimental de la extraccion por percolacion
1.3.2. CONCENTRACION

Consiste en separar el solvente de los compuestos quimicos arrastrados por este
durante la extraccion, con el fin de evitar posibles interferencias en futuros
experimentos y determinar el rendimiento de extraccion. Dependiendo del

solvente utilizado puede utilizarse una concentracion al vacio o liofilizacion. (3%
1.3.2.1. AL VACIO

En el caso de no utilizar al agua como solvente de extraccién se utiliza el
rotavapor o evaporador rotatorio, caracterizado por utilizar temperaturas
cercanas al punto de ebullicion del solvente para separarlo de los
componentes quimicos de la especie vegetal. Para disminuir el punto de
ebullicion suele utilizarse un sistema de vacio, reduciendo la posibilidad de
afectar a las sustancias termolabiles del sistema. [32]
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1.3.2.2. LIOFILIZACION

De tratarse de extractos acuosos, se recomienda liofilizarlos para su
concentracion, lo cual consiste en reducir la presion del sistema mediante
aplicacion de vacio y tras ello realizar una rampa o cambio gradual de bajas
a elevadas temperaturas, consiguiendo que el solvente pase del estado fisico
sélido a gas directamente sin pasar por el liquido (sublimacion). [

1.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Es un método de separacion de sustancias quimicas de acuerdo a su polaridad o
afinidad por una fase estacionaria sélida (columna cromatogréafica) y una fase mévil
liquida (a menudo compuesta por varios solventes distribuidos en varios canales). Al
acoplarse a un sistema detector, como el arreglo de diodos, puede cumplir también
la funcion de realizar analisis cuantitativo de tales sustancias separadas. ES requisito
indispensable para el detector de arreglo de diodos que las moléculas en estudio
posean dobles enlaces en su estructura quimica, de tal modo que absorban luz en el
rango ultravioleta-visible para su 6ptima deteccion. Los cromatogramas representan
una relacion absorbancia vs. tiempo de elucion, indicando por cada pico en el grafico
a una sustancia quimica de polaridad especifica. Para el analisis cuantitativo se
requiere integrar las areas bajo la curva de los picos de interés y relacionar tales areas
con la concentracion del analito en estudio, considerando estandares de
concentracion conocida del analito para el desarrollo de un grafico de calibracion y
las muestras de concentracion conocida a interpolarse en la ecuacion de regresion

lineal calculada. [34-38]
1.5. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE REDUCTORA DE COBRE

Su fundamento se basa en la formacion de compuesto cromogeno de Cu (I1) con
neocuproina a un pH 7 dado por el buffer acetato de amonio que, al entrar en contacto
con el antioxidante, este compuesto cromégeno se reduce a Cu (1) con neocuproina,
lo que le brinda el color amarillo anaranjado como se muestra en la Figura 1.6. La
absorbancia del cromogeno Cu (I) se mide a 450 nm vy la reaccion de CUPRAC se
observa dentro de los 30 minutos. 5152
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pH7 . L
cch, + 7 N4\ — + Antioxidante ——» c

=N N=
HsC CH3

Cu(l)-Nc

Figura 1.6. Reaccion de CUPRAC con un antioxidante.

Fuente: Elaboracion propia (ChemDraw Ultra 12.0)
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CAPITULO II
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

©)

Hojas de Moringa oleifera recolectadas en la ciudad de Camana.

2.1.2. MATERIAL DE VIDRIO

@)

Pipetasde 1,2, 5y 10 mL
Beakers de 100, 250 y 500 mL
Tubos de ensayo

Fiolas de 25, 50 y 100 mL
Viales de inyeccion para HPLC
Bureta de 25 mL

2.1.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

@)

@)

Balanza analitica (Marca OHAUS® Modelo DVV215CD)

Rotavapor Buchi

Cromatografo liquido de alta resolucion (Marca HITACHI Modelo ELITE
LaChrom)

Sistema de filtracion de fases moviles para HPLC

Micropipeta P1000

2.14. MATERIAL ANEXO

©)

@)

Tips o puntas para micropipeta P1000

Tamiz de 850 um de diametro de poro

2.1.5. REACTIVOS

@)

Metanol (grado HPLC, MERCK)

Eter dietilico (grado P.A., MERCK)

Hexano (grado P.A., J.T. Baker)

Quercetina (95%, grado HPLC, Sigma-Aldrich)
Acido ortofosforico 85%

Cloruro de cobre

Acetato de amonio

Neocuproina
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o Etanol 96% (DIPROQUIM)
o Agua ultrapura

2.2. METODOS
2.2.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
2.2.1.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Se obtuvo tallos y hojas de Moringa oleifera de la ciudad de Camana. Se
transportd el material vegetal al departamento de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa para su identificacion botéanica. Se dejo
secar el material vegetal en oscuridad a temperatura ambiente durante dos
semanas. Se separo las hojas del resto de la planta y se realizd un proceso de
molienda en una licuadora doméstica. El material vegetal fue posteriormente

tamizado a través de un tamiz de 850 pm de diametro de poro.
2.2.1.2. EXTRACCION

El método de extraccion utilizado para obtener los compuestos activos de
Moringa oleifera fue por percolacion. El arreglo experimental del mismo
consistio en una bureta de 500 mL en cuyo interior se coloco un papel filtro.
Sobre este se agregd una capa de 30 g de material vegetal tamizado,
posteriormente un papel filtro y enseguida un volumen de solvente
equivalente al 25 % del volumen ocupado por la matriz vegetal (se usaron tres
solventes: metanol, éter dietilico y hexano para los extractos E1, E2 y E3,
respectivamente). Tras el contacto entre la matriz y el solvente durante 72
horas, se drend cada extracto por goteo a un flujo de 60 gotas por minuto. Se
agregd solvente por la parte superior de la bureta para que el sistema de
extraccion sea continuo. Esto fue realizado varias veces hasta obtener un
volumen final de 300 mL de extracto. Los extractos obtenidos fueron

conservados en frascos &mbar a 4 °C para su posterior concentracion.
2.2.1.3. CONCENTRACION

Los extractos fueron concentrados en un rotavapor Buchi. Se utiliz6 una
bomba Venturi como fuente de vacio. Cada extracto fue transferido a un balon
de concentracion (previamente pesado) y se procedio a evaporar el solvente
de extraccion. Al término del proceso se secd y se pes6 cada balon
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nuevamente, con la finalidad de obtener el porcentaje de rendimiento de
extraccion, como se muestra en la Ecuacion 2.1. El residuo de cada balon fue

transferido a tubos de microcentrifuga para experimentos posteriores.

Balon con residuo — Balon vacio

Porcentaje de rendimiento = 100 X
Muestra

Ecuacion 2.1. Calculo del porcentaje de rendimiento de extraccion

2.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
2.3.1. DETERMINACION DE QUERCETINA

Se instal6 una columna de fase reversa RP-18. Se prepard fase movil en diferentes
canales: metanol y agua ultrapura acidificada con acido ortofosférico al 0.08 %.
Se filtré cada solvente a través de una membrana de 0.2 um de didmetro de poro.
Se encendié el equipo y sus componentes. Tras verificar su &ptimo
funcionamiento, se purgd los canales a usar. Se evalud las condiciones
cromatograficas (flujo de fase movil, volumen de inyeccion, tiempo de corrida,
temperatura del horno, longitud de onda y detector) de acuerdo a estudios
preexistentes, adaptando la técnica al equipo con que se trabajard en las

instalaciones de la universidad.
2.3.1.1. GRAFICA DE CALIBRACION HPLC

En una fiola de 25 mL se pes6 12.5 mg de quercetina grado HPLC, se disolvio
y enraso con metanol grado HPLC, siendo esta la solucién stock de 500 ppm
de quercetina. En fiolas de 25 mL se transfirié 0.25/1.25/1.5/3/6 mL del
contenido del stock de 500 ppm y se enras6 con metanol grado HPLC. La
concentracion de los estandares fue de 5/25/30/60/120 ppm de quercetina. Se
filtr6 cada estandar hacia un vial de inyeccién a través de una membrana de
0.2 um de diametro de poro.

2.3.1.2. TRATAMIENTO DE MUESTRAS PARA HPLC

En tubos de microcentrifuga se pes6 100 mg de cada extracto, se llevd a
volumen final de 1 mL con metanol grado HPLC y se llevé a bafio de
ultrasonido durante 5 minutos. Se filtr6 cada muestra sobre viales de
inyeccion a través de una membrana de 0.2 pum de diametro de poro. Se
inserto los viales en el equipo autosampler junto a los estandares. Se corri6 la
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secuencia programada con las condiciones cromatogréficas y se obtuvo
cromatogramas para integrar las areas bajo la curva, calculando la

concentracion de quercetina de los extractos de Moringa oleifera.
2.3.2. METODO CUPRAC

Tanto los estandares para la curva de calibracion como el tratamiento de muestras

requirieron de la preparacion de tres soluciones reactivo descritas a continuacion:

Rx 1) Cloruro cuprico dihidratado 0.02 M (250 mL de solucion contienen 0.4262

g CuCl..2H20, enrasar con agua destilada).

Rx 2) Buffer acetato de amonio 1 M pH 7.0 (250 mL de solucion contienen 19.27
g de acetato de amonio, enrasar con agua destilada).

Rx 3) Neocuproina 0.0075 M (25 mL de solucién contienen 0.039 g de

neocuproina, enrasar con etanol al 96 %, estable por un dia).
2.3.2.1. GRAFICA DE CALIBRACION CUPRAC

Se prepard una solucion stock pesando 0.5 g de acido ascorbico, se transfirid
a una fiola de un litro y se enraso con etanol al 96 % (500 ppm). Se preparé 5
estandares y un blanco de etanol en fiolas de 100 mL transfiriendo del stock
a través de una bureta: 1/2/3/4/5 mL, enrasando con etanol. En tubos de
ensayo se mezclo 1 mL de Rx 1) + 1 mL de Rx 2) + 1 mL de Rx 3) + 0.5 mL
de estandar + 0.5 mL de agua ultrapura. Se agito y se dejo en reposo durante
30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se ley6 su absorbancia en
un espectrofotometro a A = 450 nm. Se generd una ecuacion de regresion
lineal, considerando las  concentraciones de los  estandares:
0.625/1.25/1.875/2.5/3.125 mg/L de acido ascérbico.

2.3.2.2. TRATAMIENTO DE MUESTRAS PARA CUPRAC

Se prepar6 diluciones seriadas del extracto vegetal en base 10. En tubos de
ensayo se mezcl6 1 mL de Rx 1) + 1 mL de Rx 2) + 1 mL de Rx 3) + 0.5 mL
de muestra + 0.5 mL de agua ultrapura. Se agitd y se dejo en reposo durante
30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se ley6 su absorbancia en
un espectrofotometro a A = 450 nm y se obtuvo la capacidad antioxidante a
partir de las partes por millén directamente interpoladas (ppm &cido
ascorbico).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Se recolecto tallos y hojas de Moringa oleifera en la ciudad de Camana en el mes de
abril del 2018, siendo la estacion de otofio. Las condiciones durante la recoleccion

incluyeron: Clima templado y planta provista de luz y sombra durante el dia.

La planta fue entonces transportada al departamento de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin, obteniéndose la constancia que verifica la autenticidad del
espécimen recolectado y que se muestra en el Anexo Il. Posteriormente se dejo secar
la planta a temperatura ambiente y en oscuridad durante 14 dias. Se escogio las hojas
secas de Moringa oleifera y se procedid a triturar la planta en una licuadora
doméstica, para luego ser tamizada en un tamiz de 850 um de didmetro de poro. La

muestra del espécimen vegetal recolectado se presenta en la Figura 3.1.

Figura 3.1. Muestra de Moringa oleifera recolectada en la ciudad de Camana
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3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La muestra de Moringa oleifera tamizada fue sometida a un proceso de extraccion
continua por el método de percolacion. Se pesdé una cantidad de planta (datos
presentados en la Tabla 3.1), se transfirio esta masa a una bureta de 500 mL en cuyo
fondo se coloco papel filtro. Sobre la masa de Moringa oleifera se colocd una capa
adicional de papel filtro y sobre esta se agregé un solvente de extraccion
(correspondiente al extracto E1, E2 o E3), cuyo volumen equivalio a la cuarta parte
del volumen ocupado por la matriz vegetal. Se dejo el sistema en reposo y se procedid
a abrir la llave de drenaje a un flujo de 60 gotas por minuto, recibiendo el extracto en
un frasco de vidrio ambar. Al término, se cerré la llave de drenaje y se agregé mas
solvente por la parte superior de la bureta, repitiéndose el proceso (extraccion
continua) hasta obtener un volumen final 6ptimo (datos presentados en la Tabla 3.1).

El arreglo experimental de la extraccion por percolacion se ilustra en la Figura 3.2.

Figura 3.2. Arreglo experimental de la extraccién por percolacion
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Tabla 3.1. Caracteristicas de la percolacion de hojas de Moringa oleifera

Extracto Solvente Peso de muestra Volumen final
El Metanol 20.0150¢g 200 mL
E2 Eter dietilico 30.0182 g 300 mL
E3 Hexano 30.0104 g 300 mL

Fuente: Elaboracion propia

Los extractos vegetales fueron posteriormente concentrados en el rotavapor o
evaporador rotatorio. Dado que este proceso requiere de la aplicacion de temperatura
al sistema y, por otro lado, se proyecto estudiar la capacidad antioxidante de los
extractos vegetales concentrados en relacion a su contenido de acido ascérbico, se
realiz6 un estudio bibliografico sobre la termoestabilidad del acido ascorbico. Oey y
colaboradores estudiaron la estabilidad del &cido ascorbico (AA) a la temperatura,
determinando su concentracion mediante HPLC luego del tratamiento térmico. Se

observo, segun la Figura 3.3, que hasta los 60 °C no hay pérdida importante de acido

ascorbico. [39-441

450 -

300 4 ——5pg/ml AA
—A— 50pg/ml AA
—»%— 100pg/ml AA
—8—200ug/ml AA
—— 400pg/ml AA

N
[=]
o

Residual AA concentration (ug/ml)
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(4]
S

50 70 90 110 130 150 170 190

Temperature ('C)

Figura 3.3. Termoestabilidad del acido ascérbico seglin Oey et al. [
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La temperatura del Bafio Maria utilizada en el rotavapor no excedié los 50 °C para
prevenir la degradacion del acido ascérbico contenido en los extractos de Moringa
oleifera. La Figura 3.4 muestra el arreglo experimental de la concentracion de los

extractos de Moringa oleifera por rotavapor.

Figura 3.4. Arreglo experimental de la concentracion por rotavapor

El porcentaje de rendimiento de cada extraccion se obtuvo considerando el peso de
la muestra colocada en el sistema de percolacion, el peso del balon del rotavapor
antes de agregar el liquido extractivo (balén vacio) y después de haber concentrado
cada extracto (baldén con residuo). El célculo del porcentaje de rendimiento de
extraccion se realiz6 mediante la Ecuacion 2.1. Los valores obtenidos se presentan
en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Rendimiento de extraccion de hojas de Moringa oleifera

Peso de Peso de bal6n Peso de balon Rendimiento de
Extracto ) .,
muestra vacio con residuo extraccion
El 20.0150 g 70.4473 g 73.3430 ¢ 14.47 %
E2 30.0182 g 81.5440 ¢ 83.0845 g 5.13 %
E3 30.0104 g 80.2450 g 81.5750 g 4.43 %

Fuente: Elaboracion propia
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Por su parte, Vongsak y colaboradores obtuvieron rendimientos de extraccion del
32.75 % y 34.47 % al realizar percolacion con hojas de Moringa oleifera utilizando

como solventes etanol al 70 % y etanol al 50 %, respectivamente. [4°]

Cabe mencionar que el porcentaje de rendimiento de extraccion en cada uno de los
tres extractos obtenidos muestra diferencia, como se observa en la Tabla 3.2., debido
a que cada solvente empleado es de una

polaridad distinta y eso conlleva a una afinidad de ciertas sustancias por determinado
solvente. En el caso del E1 (Extracto con metanol como solvente) se observa un
porcentaje de rendimiento mayor al de E2 (Extracto con éter dietilico como solvente)
y E3 (extracto con hexano como solvente) debido a que existe una prioridad de las

sustancias solubles en dicho solvente.
Sin embargo, Pal y colaboradores

obtuvieron extractos de hojas de Moringa oleifera con el método de Soxhlet y el

rendimiento de extraccion fue de 8 % al utilizar éter de petréleo como solvente. [46]

Las caracteristicas organolépticas de los extractos concentrados y transferidos a tubos

de microcentrifuga (Figura 3.5) se describen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas organolépticas de los extractos de Moringa oleifera

Extracto Color Olor Aspecto
El Verde oscuro Sui generis Fluido
E2 Verde oscuro Sui generis Pastoso
E3 Verde oscuro Sui generis Pastoso

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3.5. Extractos concentrados de Moringa oleifera
3.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
3.3.1. DETERMINACION DE QUERCETINA
3.3.1.1. GRAFICA DE CALIBRACION HPLC

Se prepar0 estandares por cuadruplicado para la grafica de calibracion de
cinco puntos de la siguiente manera: En una fiola de 25 mL se pes6 12.5 mg
de quercetina grado HPLC, se disolvié y enrasé con metanol grado HPLC,
siendo esta la solucion stock de 500 ppm de quercetina. En fiolas de 25 mL
se transfirio 0.25/1.25/1.5/3/6 mL del contenido del stock de 500 ppm y se
enraso con metanol grado HPLC. La concentracion de los estandares fue de
5/25/30/60/120 ppm de quercetina. Se filtré cada estandar hacia un vial de
inyeccion a través de una membrana de 0.2 um de diametro de poro.

Las condiciones cromatogréaficas elegidas para el desarrollo de la técnica
analitica fueron: Columna de fase reversa RP-18, fase movil isocratica
(constante durante el tiempo de corrida) compuesta por: metanol y agua
acidificada con acido ortofosférico al 0.08% en proporciones 50:50. Rango
de longitud de onda de adquisicion: 300-400 nm. Tiempo de corrida: 10
minutos. Volumen de inyeccién: 10 pL. Temperatura del horno: 25 °C.
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Para elegir la longitud de onda déptima de analisis de datos se realizd un
espectro de absorcion entre 300 y 400 nm con el estdndar de mayor
concentracion (120 ppm de quercetina), obteniéndose que, a los 370 nm de
longitud de onda, el pico de absorcidn es mas alto, por lo que la sensibilidad
de deteccidn de quercetina aumentaria al trabajar con tal longitud de onda. El
espectro de absorbancia vs. Longitud de onda vs. Tiempo de retencion se

muestra en la Figura 3.6.

mAl

mAl

Figura 3.6. Espectro de absorcién de la quercetina

Se program6 una secuencia de eventos en el software EZChrom Elite con las
condiciones cromatogréficas descritas anteriormente. De este modo se obtuvo
un cromatograma por cada estandar. Los cinco cromatogramas fueron
superpuestos y se presentan en la Figura 3.7.
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Figura 3.7. Cromatogramas de los estandares de quercetina superpuestos.
En fucsia: 120 ppm. En verde claro: 60 ppm. En marrén: 30 ppm. En celeste: 25 ppm. En

verde oscuro: 5 ppm

Se integrod las areas bajo la curva de cada pico y se realizd un analisis de
regresion lineal con respecto a los estandares de quercetina en referencia al
promedio de las areas obtenidas tras cuatro réplicas del experimento: area
promedio vs. concentracion. Los datos se presentan en la Tabla 3.4. El grafico
de calibracion correspondiente se muestra en la Figura 3.8.
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Tabla 3.4. Calibracién de cinco puntos con estandares de quercetina

Area bajo la curva

Area
Concentracion St. Dev. CV.%
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. 4 Promedio

5 ppm 888804 914650 1103128 1166550 1018283 137460.7671 13.50%

25 ppm 6247790 6186365 6247380 6216338 6224468.25  29364.4396  0.47%

30 ppm 7559257 7638644 8257244 8219732  7918719.25 370973.0165 4.68%

60 ppm 16805759 16717286 17320264 17339638 17045736.75 330258.6721 1.94%

120 ppm 34339971 34887393 35980424 35675898 35220921.5 746360.6605 2.12%

St. Dev: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacién porcentual.

Fuente: Elaboracion propia
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20000000

y = 300245 - 926146
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Figura 3.8. Grafico de calibracién de quercetina por HPLC
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3.3.1.2. VALIDACION DE LA TECNICA ANALITICA

El proceso de validacion nos permite que mediante estudios en laboratorio
podamos determinar si nuestro método es fiable, por lo cual se determind tres
parametros de validacion (linealidad, precision y sensibilidad) para la técnica
analitica desarrollada para cuantificar quercetina en hojas de Moringa
oleifera.

3.3.1.2.1. LINEALIDAD

La linealidad es un parametro que nos permite conseguir resultados que
sean proporcionales a la cantidad del analito en nuestra muestra por ello se
establece que, para que una técnica analitica por HPLC sea lineal, el
coeficiente de determinacion R?, que relaciona el area bajo la curva con la
concentracion, debe ser por lo menos de 0.995. Por ello se determina la

ecuacion de la recta:
y=bx+a
Ecuacion 3.1. Ecuacion de la recta

Donde:
x: Concentracion de analito
y: Valor de la respuesta
b: Valor de la pendiente de la recta
a: Valor del intercepto

e Ecuacién para hallar b:

Ixy — 2xXy
b= n
o2 G
n
Ecuacién 3.2.
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e Ecuacion para hallar a:

2y —bix
B n

a

Ecuacién 3.3.

IR
T

Luego se calcula el Coeficiente de correlacion “r” el cual expresa el grado

de relacion entre las variables X e Y mediante la siguiente ecuacion:

» nXxy — (Zx)(2y)
JnZx? — (Zx)%nZy? = (Zy)?

Ecuacién 3.4.

El valor r=1 nos indica que obtuvimos una correlacion perfecta positiva,
r=-1 nos indica que obtuvimos una correlacion perfecta negativa y un r=0
nos indica que no existe correlacion entre X e Y. En este caso, nuestro
valor fue de 0.9995, como se observa en la Figura 3.8, por lo que se

considera a la técnica como lineal.
3.3.1.2.2. PRECISION

Este parametro nos indica la dispersion de las medidas en torno de su valor
medio, por ello se procedi6 a medir la precision de manera repetitiva
(misma  analista, mismo instrumento). Podemos expresarla
matematicamente como la desviacion estandar relativa (RSD) o el

coeficiente de variacion (CV) mediante la siguiente ecuacion:

CV == x 100

K| @«

Ecuacion 3.5.
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Donde:

CV: Coeficiente de variacion
s: Desviacion estandar

X: Media aritmética

La AOAC establece que, para su aceptacion una técnica analitica por
HPLC, el coeficiente de variacion porcentual C.V. %, que relaciona las
cuatro réplicas de cada punto de concentracion en la calibracion, depende
del valor de su concentracion como se observa en la Tabla 3.5.

En este caso, los valores del C.V. % que se observan en la Tabla 3.4,
oscilan entre 0.47 % y 4.68 % por lo que se consideran aceptables ya que
se encuentran entre los limites de 5.3 % - 11 % como se observa en la
Tabla 3.5 exceptuando el C.V. % de 13.50 % que corresponde a la
concentracion de 5 ppm debido a que la concentracion utilizada de
quercetina fue baja.

Tabla 3.5. Precision esperada (repetibilidad) en funcion de concentracién de analito
[56]

UNIDAD RSDr %
100 % 1.3
10 % 1.9
1 % 2.7
0.1% 3.7
100 ppm(mg/kg) 5.3
10 ppm(mg/kg) 7.3
1 ppm(mg/kg) 11
100 ppb (ng/kg) 15
10 ppb(pg/kg) 21
1 ppb(ng/ke) 30
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3.3.1.2.3. SENSIBILIDAD

Se establecen dos parametros a determinar: el limite de deteccion (LOD),
que es la concentracion por encima de la cual se puede asegurar la
presencia de una sustancia quimica en una muestra, y el limite de
cuantificacién (LOQ), que es la concentracion por encima de la cual se
puede asegurar que el valor de concentracion de la sustancia quimica

determinado en la muestra por la técnica analitica es el correcto.

Ambos limites pueden ser calculados a partir de la curva de regresion, por
la extrapolacién a concentracion cero, para ello se determina la pendiente
en la grafica de calibracion. Luego se extrapola la respuesta a
concentracion cero, logrando un valor estimado de la respuesta del blanco
“Gg

Se determina la desviacion estandar de cada concentracion, se calcula la
recta entre la concentracion versus desviacion estandar y se extrapola de
nuevo a concentracion cero, logrando la desviacion estandar del blanco
“Sbl”.

En el limite de deteccion se determina 3 desviaciones estandar para el
blanco y en el caso del limite de cuantificacion son 10 desviaciones

estandar para el blanco.

Tales valores se calculan mediante las siguientes formulas algebraicas y
los resultados los observamos en la Tabla 3.6.:

o N Ybl + 3Sbl 1
Limite de deteccion = X

b Vn'

Ecuacién 3.6.

. pr g Ybl + 10Sbl 1
Limite de cuantificacion = X

b Vn'

Ecuacion 3.7.
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Donde:

Ybl: Valor estimado de la respuesta del blanco
Sbl: Desviacion estandar del blanco

b: Valor de la pendiente

n: NUmero de muestras

Tabla 3.6. Resultados del limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion(LOQ)

Limite de
3.83 mg/L

deteccion
(LOD)

Limite de
cuantificacion 11.62 mg/L

(LOQ)

Fuente: Elaboracion propia

3.3.1.3. TRATAMIENTO DE MUESTRAS PARA HPLC

Para el tratamiento de las muestras (extractos concentrados de Moringa
oleifera), en tubos de microcentrifuga se pes6 100 mg de cada extracto, se
Ilevd a volumen final de 1 mL con metanol grado HPLC vy se llevd a bafio de
ultrasonido durante 5 minutos. Se filtr6 cada muestra sobre viales de
inyeccion a través de una membrana de 0.2 um de diametro de poro. Se
inserto los viales en el equipo autosampler junto a los estandares. Utilizando
las condiciones cromatograficas establecidas anteriormente se corrié los
extractos de Moringa oleifera, obteniéndose los cromatogramas mostrados en
la Figura 3.9.

En cada cromatograma se elucidd diversos picos a diversos tiempos de
retencion, particularmente dichos perfiles refirieron mayor concentracion de
compuestos desconocidos en E1 que en E2, y este a su vez mas que en E3. A
pesar de ello, en ninguno de los cromatogramas figuré un pico en el tiempo
de retencién correspondiente a los estandares de quercetina; por lo que, hasta
el momento, los extractos de Moringa oleifera parecian no contener

quercetina.
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Figura 3.9. Cromatogramas de los extractos de Moringa oleifera. En verde: E1. En

celeste: E2. En marrén: E3.

Sin embargo, Ndong y colaboradores determinaron la presencia de quercetina
en Moringa oleifera en forma de heterdsido, especificamente quercetina-3-

glucosido.

Asimismo, en dos trabajos de investigacion realizados por Amaglo y Bennett
junto a sus colaboradores, determinaron heterésidos de quercetina en
extractos de hojas de Moringa oleifera. [47-4°]

Se propone hidrolizar el heterdsido quercetina-3-glucésido para asi poder

aislar la quercetina como se muestra en la siguiente reaccion Figura 3.10.
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Figura 3.10. Reaccion de hidrdlisis de quercetina

Fuente: Elaboracion propia (ChemDraw Ultra 12.0)

Se decidi6 entonces realizar una hidrdlisis acida a los extractos de Moringa
oleifera con el fin de hidrolizar los puentes éter que unian al flavonoide
quercetina con el azucar. Para ello se pes6 100 mg aproximadamente de
extracto concentrado de Moringa oleifera en un vial de reflujo. Se disolvio
en 2 mL de metanol y se agregdé 1 mL de HCI 2 M. Se insert6 un agitador
magnético, se conecto a un sistema refrigerante y a una hornilla eléctrica. Se
encendio la hornilla y el extracto fue sometido a reflujo durante 2 horas. El
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arreglo experimental de la hidrdlisis &cida de los extractos de hojas de
Moringa oleifera se presenta en la Figura 3.11.

Figura 3.11. Arreglo experimental de la hidrolisis de extractos de Moringa oleifera.

Al término, se neutralizo la suspension resultante con 1 mL de NaOH 2 M.
Se filtr6 hacia viales de inyeccion y se realiz6 la lectura de las muestras
hidrolizadas mediante HPLC por duplicado, considerando las condiciones
cromatogréaficas descritas anteriormente. De este modo se obtuvo los
cromatogramas presentados en la Figura 3.12.

Similarmente, en cada cromatograma se elucidd diversos picos a diversos
tiempos de retencién, y dichos perfiles refirieron mayor concentraciéon de
compuestos desconocidos en E1(Extracto con metanol como solvente) que en
E2(Extracto con éter dietilico como solvente), y este a su vez mas que en
E3(Extracto con hexano como solvente). Aunque, a diferencia del
procedimiento anterior, en esta ocasién se observé picos en el tiempo de
retencién correspondiente a los estandares de quercetina, confirmandose la

hipotesis propuesta en relacion a la quercetina en forma de heterosido.
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Figura 3.12. Cromatogramas de los extractos hidrolizados de Moringa oleifera. En
verde: E1. En celeste: E2. En marron: E3.

Se integrd las areas bajo la curva de los picos correspondientes a quercetina
como se observa en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Area bajo la curva (AUC) de los picos de quercetina en los extractos

hidrolizados de Moringa oleifera.

Extractos (AUC) 1 (AUC) 2 Promedio
E1(extracto con 2447528 2505032 2476280
metanol)

E2(extracto con éter 1705972 1729160 1717566
dietilico)
E3 (extracto con hexano) 0 0 0

Fuente: Elaboracion propia.

Luego se determiné la concentracion de quercetina en cada extracto de

hojas de Moringa oleifera mediante la ecuacion 3.8.
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Area del pico-Intercepto ~ Volumen final (4 mL) 1L 10°mg
X X X
Pendiente Peso de extracto (mg) 1000mL  1Kg

Concentracion de quercetina=
Ecuacion 3.8. Calculo de la concentracion de quercetina en el extracto vegetal

La concentracién de quercetina en los diferentes extractos se muestran en
la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Concentracion de quercetina (mg/Kg)

Concentracion de

Extracto Solvente quercetina
(mg/Kg)
El Metanol 436.44+ 5.22
E2 Eter dietilico 319.81+1.98
E3 Hexano No se identificé

Fuente: Elaboracion propia

3.3.2. METODO CUPRAC

Se prepardé Rx 1, Rx 2 y Rx 3 como esta descrito en el apartado 2.3.2. Para la
grafica de calibracion se prepard una solucion stock pesando 0.5 g de acido
ascorbico, se transfirio a una fiola de un litro y se enraso con etanol al 96 % (500
ppm). Se prepard 5 estandares y un blanco de etanol en fiolas de 100 mL
transfiriendo del stock a través de una bureta: 1/2/3/4/5 mL, enrasando con etanol.
En tubos de ensayo se mezcld 1 mL de Rx 1) + 1 mL de Rx 2) + 1 mL de Rx 3) +
0.5 mL de estandar + 0.5 mL de agua ultrapura. Se agité y se dejo en reposo
durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se leyo6 su absorbancia
en un espectrofotometro a A =450 nm. Se gener6 una ecuacion de regresion lineal,
considerando las concentraciones de los estandares: 0.625/1.25/1.875/2.5/3.125
mg/L de &cido ascérbico. Los datos correspondientes se presentan en la Tabla 3.9.
El grafico de calibracion correspondiente se muestra en la Figura 3.13. Una
muestra de los estandares preparados se presenta en la Figura 3.14 A.
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Tabla 3.9. Calibracion de cinco puntos con estdndares de acido ascérbico

Absorbancia (AU)

Promedio
Concentracion St. Dev. CV.%
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 (AU)

0.625 ppm 0.060 0.058 0.065 0.063 0.0029 4.56
1.250 ppm 0.115 0.112 0.130 0.129 0.0135 10.49
1.875 ppm 0.179 0.171 0.204 0.196 0.0151 7.70
2.500 ppm 0.242 0.234 0.258 0.244 0.0136 5.57
3.125 ppm 0.292 0.294 0.319 0.301 0.0159 5.28

St. Dev: Desviacion estandar. C.V.%: Coeficiente de variacion porcentual.

Fuente: Elaboracion propia

0.350

0.300 o
0.250

0.200 .

0.150 y = 0.0943x + 0.0098

R2?=0.9958

Absorbancia (AU)

0.100
0.050

0.000
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Concentracion de acido ascorbico (mg/L)

Figura 3.13. Grafico de calibracion de la capacidad antioxidante por CUPRAC
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Para el tratamiento de extractos de Moringa oleifera se prepard diluciones seriadas
del extracto vegetal en base 10. Para ello se pes6 100 mg aproximadamente de
cada extracto en un tubo de microcentrifuga y se disolvio con metanol hasta llegar
a un volumen final de 1 mL. Se transfiri6 100 pL a un segundo tubo de

microcentrifuga y se afiadié 900 pL de metanol.

En tubos de ensayo se mezcl6 1 mL de Rx 1) + 1 mL de Rx 2) + 1 mL de Rx 3) +
0.5 mL de muestra + 0.5 mL de agua ultrapura. Se agitd y se dejo en reposo
durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se leyo su absorbancia
en un espectrofotometro a A = 450nm y se obtuvo la capacidad antioxidante. Las

muestras tratadas se presentan en la Figura 3.14 B.

Figura 3.14. Capacidad antioxidante por el método CUPRAC. A. Estandares de
acido ascorbico. B. Muestras de Moringa oleifera diluidas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Se determind la concentracion de acido ascorbico en el extracto vegetal, utilizando
la ecuacion de regresion lineal que se muestra en la Figura 3.13, considerando las

absorbancias de las muestras tratadas. Tales valores se presentan en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Absorbancias de los extractos diluidos de hojas de Moringa oleifera

Absorbancia (AU) .
Extracto y dilucion Promedio

Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 (AU)

El 4 4 4 4
E1, 10 2.571 2.552 2.552 2.558
E1, 107 0.279 0.279 0.278 0.279
El, 1073 0.031 0.031 0.031 0.031

E2 4 4 4 4
E2, 10 2.135 2.135 2.135 2.135
E2, 102 0.250 0.250 0.250 0.250
E2, 103 0.075 0.075 0.075 0.075

E3 4 4 4 4
E3, 10" 1.403 1.403 1.403 1.403
E3, 107 0.218 0.218 0.218 0.218
E3, 10° 0.053 0.053 0.053 0.053

Fuente: Elaboracion propia

La capacidad antioxidante resultante de los extractos de hojas de Moringa oleifera
se observa en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.11. Capacidad antioxidante de los extractos de hojas de Moringa oleifera

Capacidad antioxidante

(mg acido ascorbico

Extracto Solvente )
equivalente/Kg extracto)
El Metanol 318.61
E2 Eter dietilico 303.55
E3 Hexano 266.00

Fuente: Elaboracién propia

Por su parte, Singh 'y colaboradores determinaron 1069.05 ppm de &cido ascérbico
en extracto acuoso de hojas de Moringa oleifera. (5%

3.4. CORRELACION ENTRE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE — QUERCETINA

Para comparar estadisticamente la concentracion de quercetina entre E1 y E2 se
realiz6 un test F para varianzas entre dos grupos, obteniéndose un valor p = 0.231344
(p >0.05), por lo que las varianzas entre ambos resultados son iguales. Los datos se
observan en la Tablas 3.13 y Tabla 3.14 (ANEXO ).

Posteriormente, se realizé un test t de student para muestras de varianzas iguales,
obteniendo un valor p de 0.001143 (p <0.05) y concluyendo que existe diferencia
significativa entre la concentracion de quercetina de E1 y E2.los datos se observan
en la Tabla 3.13 y Tabla 3.15 (ANEXO ).

Para comparar estadisticamente la capacidad antioxidante entre E1, E2 y E3 se
realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA), obteniendo un valor p=
9.59832E-12 (p <0.05), lo que nos indica que la capacidad antioxidante muestra
diferencia significativa en al menos uno de los extractos. Los datos se observan en la
Tabla 3.16 y Tabla 3.17 (ANEXO ).

Seguidamente se realiz6 un test de Scheffe para determinar las diferencias entre cada
uno de los extractos, obteniéndose un valor (p< 0.05) en todas las comparaciones
posibles. Los datos se observan en la Tabla 3.18 (ANEXO 1)
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También se realizé un test de Tukey el cual demuestra que existe diferencia muy
significativa entre los tres extractos, como se observa en la Tabla 3.19. Ademas, esto

se evidencia en el gréafico de caja y bigotes, Figura 3.16.

Se concluy6 que existe diferencia significativa entre la capacidad antioxidante de
E1l(Extracto con metanol como solvente), E2(Extracto con éter dietilico como
solvente) y E3(Extracto con hexano como solvente).

Para correlacionar la capacidad antioxidante de Moringa oleifera y su contenido de
quercetina, los resultados de ambos experimentos se expresaron en unidades de

mg/Kg de extracto, como se muestra en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Correlacion entre capacidad antioxidante y contenido de quercetina

Capacidad Concentracion de
Extracto Solvente antioxidante quercetina
(mg/Kg) (mg/Kg)
El Metanol 318.61 436.44+ 5.22
E2 Eter dietilico 303.55 319.81+1.98
E3 Hexano 266.00 No se identificd

Fuente: Elaboracién propia

Se observd que existe una relacion directa entre la capacidad antioxidante y el
contenido de quercetina de los extractos de Moringa oleifera. Asimismo, se observo
que, a medida que disminuia la polaridad del solvente, tanto la capacidad
antioxidante como la concentracion de quercetina de cada extracto, iban en
decremento. Indudablemente, ademas de la quercetina, existen otras sustancias
quimicas en los extractos de Moringa oleifera que les aportan capacidad
antioxidante, puesto que el extracto E3 present6 capacidad antioxidante a pesar de
no detectarsele la presencia de quercetina. Se correlaciond la capacidad antioxidante
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de los extractos de Moringa oleifera con su concentracion de quercetina mediante un

andlisis de regresion lineal como se presenta en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Correlacion entre la concentraciéon de quercetina y la capacidad

antioxidante de Moringa oleifera

El coeficiente de determinacién R? = 0.9996 mostrado en la Figura 3.15 indica una buena
correlacion entre la concentracion de quercetina y la capacidad antioxidante de Moringa
oleifera, de acuerdo a los extractos vegetales preparados.
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CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se obtuvo extractos de Moringa oleifera “moringa” a partir de las hojas del
especimen vegetal mediante el método de percolacion, utilizando tres solventes: metanol,
éter dietilico y hexano, con un porcentaje de rendimiento para E1(Extracto con metanol) de
14.47 %, para E2(Extracto con éter dietilico) de 5.13 % y para E3(Extracto con hexano) de
443 %

SEGUNDA: Se determind la concentracion de quercetina de los extractos de Moringa
oleifera “moringa” mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) obteniéndose
436.44+5.22 mg/kg de quercetina en E1(Extracto con metanol) y 319.81+1.98 mg/kg de
quercetina en E2(Extracto con éter dietilico). En E3(Extracto con hexano) no se identifico

quercetina.

TERCERA: Se evalu6 la capacidad antioxidante de los extractos de Moringa oleifera
“moringa” haciendo uso del método CUPRAC, obteniéndose 318.61 mg de acido ascorbico
equivalente/kg de extracto en E1(Extracto con metanol), 303.55 mg de acido ascorbico
equivalente/kg de extracto en E2(Extracto con éter dietilico) y 266.00 mg de acido ascorbico

equivalente/kg de extracto en E3(Extracto con hexano).

CUARTA: Se determiné la capacidad antioxidante de los extractos de hojas de Moringa

oleifera “moringa” y su relacion con el contenido de quercetina.

QUINTA: Existe una relacion directa entre la capacidad antioxidante de los extractos de

Moringa oleifera “moringa” con la concentracion de quercetina.
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SUGERENCIAS

1. Realizar mayores estudios a los extractos vegetales de Moringa oleifera,
fraccionandolos para determinar los principios activos con mayor capacidad

antioxidante.

2. Realizar mezclas de solventes para asi comprobar si la capacidad antioxidante de

Moringa oleifera se debe a los compuestos polares o a los no polares.

3. Investigar el mecanismo de accién antioxidante del extracto de Moringa oleifera a

través de estudios in vitro.

4. Realizar estudios toxicoldgicos de los extractos de Moringa oleifera en animales de

experimentacion, determinandose su dosis letal media.
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ANEXO |

Pruebas estadisticas

Tabla 3.13. Concentracién de quercetina en cada uno de los extractos.

Extractos Concentracion

(mg Quercetina/Kg Extracto)
Extracto 1 432.7516 440.1278
Extracto 2 318.4077 321.2128
Extracto 3 0 0

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.14. Prueba F para varianzas entre dos grupos

Extracto 1 Extracto 2

Media 436.439668 319.8102265
Varianza 27.2042771 3.934169077
Observaciones 2 2
Grados de libertad 1 1

F 6.91487238

P(F<=f) una cola 0.23134447

Valor critico para F (una cola) 161.447639

Fuente: Elaboracion propia (Excel)
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Tabla 3.15. Prueba t de student para muestras de varianzas iguales

Extracto 1 Extracto 2
Media 436.4397 319.8102
Varianza 27.20428 3.934169
Observaciones 2 2
Varianza agrupada 15.56922
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 29.55798
P(T<=t) unacola 0.000571
Valor critico de t (una cola) 2.919986
P(T<=t) dos colas 0.001143
Valor critico de t (dos colas) 4.302653

Fuente: Elaboracién propia (Excel)

Tabla 3.16. Capacidad antioxidante de los extractos de hojas de Moringa oleifera

Extractos Concentracion

(mg écido ascorbico equivalente/Kg extracto)
Extracto 1 319.0046 319.0046 317.8195
Extracto 2 303.5511 303.5511 303.5511
Extracto 3 265.9989 265.9989 265.9989

Fuente: Elaboracion propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA ,
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Tabla 3.17. Analisis de Varianza de una via (ANOVA)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Extracto 1 3 955.8288181 318.609606 0.4681523
Extracto 2 3 910.6532339 303.551078 0
Extracto 3 3 797.9968517 = 265.9989506 0
ANALISIS
DE
VARIANZA
Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico para
variaciones libertad  cuadrados F
Entre 4404.802612 2 2202.401306 = 14113.3641 9.59832E-12 = 5.14325285
grupos
Dentrode  0.936304606 6 0.156050768
los grupos
Total 4405.738916 8

Fuente: Elaboracion propia (Excel)
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Tabla 3.18. Test de Scheffe

. oneway CAPANTICX EXTRACTOS , acheffe

Analysis of Variance
Source 55 df M3 ) Prob » T

Between groups 4404 80125 2 220240063 14113.57 0.0000
Within groups .936290801 6 156048467

Total 4405.73734 8 550.71M33

Comparison of CAPANTICK by EXTRACTOS

|Schefia)
Bow Mean-
Col Mean 1 2
2 -15.0585

0.000

3 -52.6106 -37.5521
0.000 0.000

Fuente: Elaboracion propia (Stata/MP 14.0)
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Tabla 3.19. Test de Tukey

Multiple Range Tests

Method: 95.0 percent Tukey HSD

EXTRACTOS Casos Media Grupos Homogéneos
Ext3(Hex) 3 265.999 X
Ext2(Et) 3 303.551 X
Ext1(MeOH) 3 318.61 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Ext1(MeOH) - Ext2(Et) i 15.0585 0.789237
Ext1(MeOH) - Ext3(Hex) * 52.6107 0.789237
Ext2(Et) - Ext3(Hex) * 37.5522 0.789237

* denotes a statistically significant difference.
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Figura 3.16. Comparacion de la Capacidad Antioxidante de los tres extractos.
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ANEXO II

Constancia de identificacion del espécimen vegetal “Moringa oleifera”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN o) ;J\‘\\

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 5/@? s

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ,\:\.z_)/ ﬁ
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) Oy 1

CONSTANCIA N° 020-2018-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca de la planta presentada por Gabriela Candelaria Berlanga Cruz de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Escuela Profesional de Farmacia de la Universidad Particular
Catdlica Santa Maria, para la Ejecucion de su trabajo “Determinacién de la capacidad antioxidante
de los extractos de Moringa oleifera “moringa” por el método de Indofenol y HLPC Arequipa 2018-
2019”. Las muestras fueron traidas al laboratorio de boténica, para la determinacidn en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie y clasificacién:

Division ~ Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Brasicales

Familia Moringaceae

Genero Moringa

Especie Moringa oleifera Lam

Se expide la presente a solicitud de la interesada para los fines que estime conveniente.

Arequipa 23 de abril del 2018.

BIMCW ifio Herref‘a_:
DIRECTOR

Herbarium Aréqvipense (HUS

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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