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Resumen

Introduccion: La especie Moringa oleifera Lam. es una planta de porte arboreo y
ampliamente cultivada en los tropicos de todo el mundo. Sus hojas presentan
cualidades nutritivas y medicinales por el alto contenido de vitaminas,
aminoacidos, proteinas, polifenoles y flavonoides.

Objetivo: Determinar la capacidad antioxidante y el contenido de metabolitos
secundarios de las hojas secas de Moringa oleifera Lam.

Métodos: El material vegetal que se utilizd correspondio a las hojas de Moringa
oleifera Lam., procedente de los terrenos destinados al cultivo con fines
farmacéuticos de la ECTI “Sierra Maestra”. Las hojas se recolectaron después de
los 90 dias de establecido el cultivo, en el mes de junio del afo 2019. El secado
se realizo en hornos solares CONA a una temperatura menor de 45 °C. El analisis
cualitativo se realiz6 por técnica colorimétrica y los metabolitos secundarios y

capacidad antioxidante por el método espectrofotométrico.
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Resultados: El tamizaje fitoquimico evidencié la presencia de taninos,

flavonoides, aceites y grasas, alcaloides, triterpenos y esteroides, catequinas,

azucar reductor y aminoacidos. Los extractos presentaron un alto contenido de
polifenoles y flavonoides La capacidad antioxidante presentd diferencia
significativa entre los extractos etandlicos y se obtuvo el mejor resultado al 70
%.

Conclusiones: Se mostré que a medida que aumenta la concentracion de etanol
aumenta el contenido de polifenoles y flavonoides. Las extracciones acuosas
presentan un menor contenido de estos compuestos. Se pudo establecer una
relacion directa entre el contenido de metabolitos y la capacidad antioxidante.

Palabras claves: Moringa oleifera; compuestos fendlicos; actividad antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: The Moringa oleifera Lam. specie is an arboreal plant widely
cultivated in the tropical areas all around the world, its leaves have great
nutritional and medicinal qualities due to the high content of vitamins, amino
acids, proteins, polyphenols and flavonoids.

Objective: To determine the antioxidant capacity and the content of secondary
metabolites of the dried leaves of Moringa oleifera.

Methods: The plant material that was used corresponded to the leaves of Moringa
oleifera Lam., cultivated on land destined to its cultivation for pharmaceutical
purposes at the ECTI "Sierra Maestra.” The leaves were collected after 90 days of
establishment of the crop, in the month of June 2019. The drying was carried out
in CONA solar ovens at a temperature lower than 45 °C. The qualitative analysis
was carried out by colorimetric technique and the secondary metabolites and
antioxidant capacity by the spectrophotometric method.

Results: The phytochemical screening showed the presence of tannins,
flavonoids, oils and fats, alkaloids, triterpenes and steroids, catechins, reducing
sugar and amino acids. It has a high content of polyphenols and flavonoids. The
antioxidant capacity presented a significant difference between the ethanolic
extracts, obtaining the best result at 70%.

Conclusion: It was shown that as the concentration of ethanol increases, the

content of polyphenols and flavonoids increases too. The samples extracted with
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distilled water presented a lower content of these compounds. It was possible to
establish a direct relationship between the content of metabolites and the
antioxidant capacity.

Key words: Moringa oleifera; phenolic compounds; antioxidant activity.
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Introduccion

En las ultimas décadas ha habido un aumento exponencial del uso de las plantas
medicinales en los paises en desarrollo como fuente natural de vitaminas,
minerales y aminoacidos. Las plantas juegan un rol vital en los procedimientos
médicos en el tratamiento de enfermedades debido a los diferentes compuestos
herbarios que contienen.’ Como parte de estos compuestos se encuentran los
flavonoides y polifenoles, los cuales tienen efectos antioxidantes frente a la
accion de los radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento y de
algunas enfermedades.?

El estudio de estos compuestos fendlicos esta directamente relacionado con el
tipo de disolvente, el tiempo empleado en su extraccion, las condiciones de
cultivo, el tiempo de cosecha y las condiciones de almacenamiento. )

Moringa oleifera Lam. es un arbol cada vez mas presente en muchas regiones
tropicales y subtropicales.® Posee gran velocidad de crecimiento, facilidad de
cultivo y puede desarrollarse en suelos afectados por la sequia. También posee
propiedades hipotensoras, hipoglucemiantes y anticancerigenas.®

Por lo antes expuesto, los autores se propusieron determinar la capacidad
antioxidante y el contenido de metabolitos secundarios las hojas secas de Moringa

oleifera.

Métodos
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La planta se cultivo en los terrenos de la finca “Futuro Lechero”, del municipio La
Lisa, La Habana. Se utilizaron hojas secas de Moringa oleifera Lam., del ecotipo
Criolla, recolectadas en julio del 2019 y se beneficiaron en la planta de produccion
“Moringa como suplemento nutricional”. Ambas unidades pertenecen a la Entidad
de Ciencia Tecnologia e Innovacion (ECTI) “Sierra Maestra’’.

Las hojas frescas se despalillaron de forma manual y se lavaron mecanicamente.
Se secaron en hornos solares CONA, con una temperatura controlada de 45 °C,
durante 12 h.

Preparacion de los extractos etanélicos y acuosos

Las hojas secas se molinaron a un diametro de 2 a 5 mm para realizar maceraciones

en una proporcion de 1 en 10. Se prepararon diferentes concentraciones de etanol

(al 30, al 50 y al 70 %) a temperatura ambiente, durante seis dias y se efectuaron

cambios de solventes al tercer dia. Los extractos se filtraron por papel de filtro

Whatman N° 1 y se concentraron por rotoevaporacion.

En el caso de los extractos acuosos, el material vegetal se puso en agitacion a
temperatura ambiente 25-28 °C, durante 4 h. Seguidamente se calentaron hasta su
ebullicion y se filtraron por papel de filtro Whatman N° 1. Las muestras se colocaron
en bulbos 10R a razon de 3 mL. Posteriormente se congelaron a -70 °C, durante 12
h y finalmente se liofilizaron (criodos telstar), durante 24 h. Las muestras se

conservaron a 4 °C hasta su uso.

Tamizaje fitoquimico
Se emplearon técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacion de los
diferentes metabolitos secundarios que se realizaron segin la metodologia
establecida por Miranda y Cuellar.® Se determinaron en las fases etérea,
alcohdlica y acuosa los compuestos que de acuerdo a su solubilidad podian ser
extraidos con estos solventes. Se realizaron los ensayos Dragendorff, Mayer y
Wagner (alcaloides), Baljet (coumarinas), Liebermann-Burchard (triterpenos o
esteroides), espuma (saponinas), ninhidrina (aminoacidos libres), Fehling
(carbohidratos reductores), cloruro férrico (fenoles o taninos), Borntrager
(quinonas), Shinoda, (flavonoides), resinas y antocianinas. Se utilizo el sistema de

cruces: elevado (+++), bajo (++) y ninguno (-), como criterio de medida.
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Técnicas utilizadas en la evaluacion cuantitativa de metabolitos

secundarios y determinacion del contenido de polifenoles

El contenido de polifenoles totales fue determinado por el método para la
cuantificacion de taninos con el reactivo de Folin-Ciocalteu (BP 2007).( Como
patron de referencia para la curva de calibracion se utilizo el pirogalol preparado
a una concentracion de 0,5 mg/g. La absorbancia se midié a 760 nm. El contenido
de polifenoles totales se expresé como equivalentes (eq) de pirogalol en mg/g de
extracto.

El método utilizado fue una modificacion al descrito por Woisky.® Como patron
de referencia para la elaboracion de la curva de calibracion se empled la
quercetina y se midio la absorbancia a 415 nm. El contenido de flavonoides totales

se expresd como equivalentes de quercetina en mg/g de extracto.

Determinacion de la actividad antioxidante mediante DPPH

La actividad antioxidante se determin6 a 517 nm para los extractos a diferentes
concentraciones de M. oleifera, ahadidos a una disolucion etandlica (0,075
mg/mL) de 1,1-difenilpicrilhidracina (DPPH), segin Tabart.(® El sistema de
analisis incluyd la disolucion DPPH y las diferentes concentraciones de las
muestras (entre 0,17 y 0,10 mg/mL) para obtener una reaccion de reduccion del
radical (Clso). Como blanco de compensacion se utilizo el disolvente empleado en
la extraccidon y como control el reactivo DPPH con el disolvente empleado. Los
resultados fueron procesados con el Programa Origin Pro 6.1, mediante analisis
sigmoidal de los valores de reduccion del DPPH en funcion de la concentracion de

la muestra y la Clso.

Analisis estadistico
Las mediciones se realizaron por triplicado (n=3). Microsoft Excel 2016 fue usado
para calcular la media y su desviacion estandar (DE). El procesamiento estadistico
se realizd mediante el programa SPSS para Windows version 26.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA). Para el analisis de las diferencias significativas entre las

variables (p<0,05) estudiadas se realizo el analisis de varianza de clasificacion
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simple (ANOVA). El coeficiente de correlacion de Pearson (r) también se calculd

entre los metabolitos secundarios y la reduccion de Clso DPPH.

Resultados

Tamizaje fitoquimico de las hojas secas de Moringa oleifera
El analisis fitoquimico evidencio la presencia de metabolitos secundarios en las
hojas secas de Moringa oleifera L. Se detecto la presencia de aceites y grasas,
alcaloides por reaccion con Wagner, triterpenos y esteroides, catequinas, azlcar

reductor, taninos aminoacidos y flavonoides (Tabla 1).

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de las hojas secas de Moringa oleifera Lam.

Metabolitos secundarios Fase etérea Fase alcohdlica Fase acuosa
Aceites y grasas +++ NR NR
Dragendorff - - -
Alcaloides Mayer . . -
Wagnher +++ ++4+ 4
Lactonas y coumarinas - - NR
Triterpenos y esteroides +44 +++ NR
Catequinas NR ++ NR
Azlcares reductores NR +++ +4+4+
Saponinas NR - -
Fenoles y taninos NR +++ +++
Aminoacidos NR . NR
Quinonas NR - NR
Flavonoides NR 4+ e+
Glicosidos cardiotonicos NR - NR
Antocianidina NR - NR
Esteroles - NR NR
Resinas NR - NR

+++; Elevado; ++: Bajo; -: Ninguno; NR: no reaccion.

Contenido de metabolitos secundarios
El contenido de polifenoles de los extractos acuosos y etandlicos muestra
diferencias significativas (p<0,05), asi como los valores encontrados en las
diferentes extracciones. La extraccion hidroalcohdlica al 70 % presentd una
concentracion de polifenoles significativamente mayor con respecto al resto de
los extractos, mientras que el menor valor se mostré en el extracto acuoso. Se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre las medias de las

concentraciones de polifenoles de cada extracto analizado.
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Los flavonoides mostraron resultados similares para los diferentes solventes
empleados. La concentracion entre los dos solventes utilizados mostroé diferencias
significativas (p<0,05). Un comportamiento similar se hallé entre los valores de
las extracciones. La extraccion al 70 % presentd una concentracion
significativamente mayor con respecto a las obtenidas en los otros extractos. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre las medias

de las concentraciones de los extractos al 30 y al 50 % (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion de polifenoles y flavonoides en extractos de hojas secas de

Moringa oleifera Lam.

Extraccion Polifenoles Flavonoides
(mg eq pirogalol/g) (mg eq

quercetina/g)

30% 45,08 + 1,64¢ 47,96 + 1,10°

50 % 49,6 6+ 0,06° 48,64 + 0,97°

70 % 71,23 + 0,382 80,91 + 1,647

Acuoso 23,97 + 0,234 18,44 + 1,13¢

a, b, ¢, d: Diferencias significativas (p<0,05) entre solventes por el Test de Bartlett.

Actividad antioxidante
Todos los extractos mostraron actividad antioxidante. El mejor efecto se obtuvo
con la extraccion al 70 %, seguido del extracto al 30 % en la extraccién acuosa. Se
encontré correlacion negativa entre el contenido de flavonoides y la
concentracion inhibitoria media para reducir a la mitad el radical libre DPPH
(p<0,05). Esto sugiere que el contenido de flavonoides en estos extractos influye
de manera importante en la actividad antioxidante demostrada por los mismos
(Tabla 3).

Tabla 3. Actividad antioxidante de los extractos de las hojas secas de Moringa oleifera

Extraccion Actividad antioxidante
(mg/mL)
30 % 0,18
50 % 0,21
70 % 0,11
Acuosas 0,29
G 7
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Discusion
A partir de los ensayos fitoquimicos se realizo la caracterizacion cualitativa de los
extractos. Similares resultados se encontraron por otros autores Linares y
otros('%'" para la presencia de estos grupos quimicos. Estos ensayos cualitativos
se utilizan en numerosas investigaciones, debido principalmente a la simplicidad
de estas técnicas que brindan informacion de real importancia para la
caracterizacion de un material vegetal.('?
El contenido de polifenoles en este trabajo fue similar a los referidos por Campo
y otros3' que informaron valores de 49,34 mg/g y 41,53 mg/g para sus
respectivas investigaciones. En el caso de la extraccion acuosa se encontro
similitud al obtenido por Garcia con 23,015 mg/g de estos metabolitos.
Con respecto a los flavonoides los resultados del presente trabajo mostraron altos
contenidos de este metabolito con relacion a los encontrados por Moyo y otros(16)
con valor de 45,1mg/g y Cabrera'' con 29,26 mg/g.
Los polifenoles y los flavonoides estuvieron en mayor cuantia en los extractos
hidroalcohodlicos con respecto a los acuosos. Esto se debio a que la extraccion de
polifenoles con la mezcla etanol-agua es beneficiosa, puesto que el agua provoca
la hidratacion de la hoja, lo cual permite que el etanol debilite con mas facilidad
el enlace entre el soluto y la matriz vegetal. Las mezclas hidroalcoholicas
aumentan la permeabilidad de la pared celular y facilita la eficiente extraccion
de fenoles de elevada, mediana y baja polaridad.('®
El analisis estadistico de correlacion entre el contenido de polifenoles y
flavonoides presentes en los extractos acuosos e hidroalcohdlicos demostrd que
existe una correlacion positiva y altamente significativa entre las concentraciones
de estos dos grupos de metabolitos secundarios (r=0,995). Este resultado se
justifica por el hecho de que los flavonoides son estructuras quimicas que
pertenecen a la gran familia de los polifenoles. Por ello, es ldgico esperar que un
incremento del contenido de flavonoides estadisticamente incremente de manera
positiva el contenido de polifenoles. El hecho de la elevada significacion en la
correlacion entre estas dos variables sugiere que los flavonoides son las
estructuras polifendlicas predominantes en estos extractos.
Xu y otros"® comprobaron la correlacion positiva que existe entre el contenido

de flavonoides con la actividad antioxidante y que las hojas de la planta son las
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que tienen un mayor potencial para el desarrollo de suplementos dietéticos
beneficiosos para la salud.

En este estudio se encontré una correlacion negativa entre el contenido de
polifenoles y flavonoides respecto a la concentracion inhibitoria media ICso
(p<0,05). Esto indica que a bajas concentraciones de estos metabolitos se logro
inhibir en un 50 % la accion del radical DPPH, lo que conllevdé a una mejor
actividad antioxidante. Segun Quifiones?? la presencia de estos metabolitos
secundarios en las plantas podria ser atribuida a los mecanismos de defensa
propios que establecen ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico y
luminoso). Esto sugiere que el contenido de polifenoles y flavonoides en estos
extractos influye de manera importante en la actividad antioxidante encontrada
en los mismos. Esto coincide con las evaluaciones de Garcia.("™ Los fenoles
presentes en los extractos de moringa son buenos donadores de electrones y
pueden terminar la reaccién en cadena de los radicales al convertirlos en
productos mas estables. "

Los extractos hidroalcohdlicos mostraron una mayor capacidad inhibitoria que la
evaluada en el ensayo realizado por Echavarriay otros, 'V el cual informo un valor
de 11,42 mg/mL para la extraccion al 70 %. Se pudo comprobar que existié una
relacion directa entre los fenoles y la capacidad antioxidante de los extractos, lo
cual tiene relacion con lo hallado por Echavarria y otros."") De acuerdo con los
datos de la Clso, existe una relacion inversamente proporcional, a menor valor del
Clso mayor actividad antiradical.(""

El presente estudio permitio avalar las propiedades de esta planta para uso en la
industria alimentaria y farmacéutica. Puede ser consumida de forma directa como
una fuente vegetal nutritiva y es capaz de prevenir la aparicion de las
enfermedades gracias a sus compuestos antioxidantes.

Se mostré que a medida que aumenta la concentracion de etanol en el solvente
de extraccion aumenta el contenido de polifenoles y flavonoides. Las muestras
extraidas con agua destilada presentan un menor contenido de estos compuestos.
Se pudo establecer una relacion directa entre el contenido de metabolitos y la

capacidad antioxidante.
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