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RESUMEN

Introduccion: Moringa oleifera Lam. (moringa) es una de las especies mas conocidas. Es un
arbol con mdltiples beneficios y en sus hojas se acumulan altos contenidos de compuestos
fendlicos.

Objetivo: Caracterizar los compuestos fitoquimicos de los ecotipos Supergenius, Plain y Criolla
e identificar la presencia de isoquercetina en hojas y el extracto etandlico 70 % v/v de M.
oleifera.

Metodos: La caracterizacion fitoquimica se realizO por la metodologia clasica de
fraccionamiento con solventes de diferente polaridad (n-hexano, etanol y agua) descrita por
Miranda. La deteccién y cuantificacion de isoquercetina fue mediante la cromatografia en capa

fina y cromatografia liquida de alta presion.
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Resultados: El tamizaje fitoquimico evidencid la presencia de flavonoides, aceites y grasas,
triterpenos/esteroides, azucares reductores, fenoles y taninos. No se detectaron saponinas,
glucosidos cardiotdnicos, esteroles, quinonas, resinas, lactonas y cumarinas en ninguno de los
ecotipos. La evaluacion confirmd la presencia de compuestos fendlicos y la presencia de
isoquercetina por cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alta presion en las hojas
de Moringa oleifera.

Conclusiones: Se demostré que las hojas de los ecotipos Plain, Supergenius y Criolla de
moringa presentan similitud en los compuestos quimicos y se expuso la presencia de
isoquercetina en las hojas y el extracto etandlico 70 % v/v.

Palabras clave: moringa; isoquercetina; cromatografia liquida de alta presion.

ABSTRACT

Introduction: Moringa oleifera Lam. (moringa) is one of the best known species. It is a tree
with multiple benefits and its leaves accumulate high contents of phenolic compounds.
Objective: To characterize phytochemically of the Supergenius, Plain y Criolla ecotypes and
identify the presence of isoquercetin in leaves and the ethanolic extract 70% v/v of M. oleifera.
Methods: The phytochemical characterization was performed by the classical methodology of
fractionation with solvents of different polarity (n-hexane, ethanol and water) described by
Miranda. The detection and quantification of isoquercetin was by thin layer chromatography and
high pressure liquid chromatography.

Results: Phytochemical screening showed the presence of flavonoids, oils and fats,
triterpenes/steroids, reducing sugars, phenols and tannins. No saponins, cardiotonic glycosides,
sterols, quinones, resins, lactones and coumarins were detected in any of the ecotypes. The
evaluation confirmed the presence of phenolic compounds and the presence of isoquercetin by
thin layer chromatography and high-pressure liquid chromatography in Moringa oleifera leaves.
Conclusions: It was demonstrated that the leaves of the moringa ecotypes called Plain,
Supergenius and Criolla present similarity in the chemical compounds and the presence of
isoquercetin in the leaves and the ethanolic extract 70 % v / v were exposed.

Keywords: moringa; isoquercetin; high pressure liquid chromatography.
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Introduccion

En los ultimos afios, un gran ndmero de plantas han sido ampliamente estudiadas. Se han
encontrado que muchas de ellas presentan componentes bioactivos que exhiben propiedades
farmacolGgicas con significacion terapéutica en el sistema de la medicina tradicional.®

Moringa oleifera Lam. pertenece a la familia Moringaceae, es una planta originaria del estado de
Kerala en la India y entre sus ecotipos se destacan Supergenius y Plain. Entre ellos no se
describen diferencias marcadas, s6lo difieren en el tamafio de las vainas. En la primera variedad
el fruto es mayor con respecto a la segunda, la cual posee similitud con los frutos de la Criolla
adaptada en Cuba.® Moringa oleifera también se conoce como tilo blanco o palo blanco y se
encuentra distribuida a lo largo del territorio nacional. Esta planta muestra una amplia gama de
beneficios y es considerada uno de los arboles mas Utiles hasta el presente.

Esta especie posee ademas propiedades nutracéuticas (vitaminas A, B, C y minerales como Cay
K) y es utilizada como suplemento nutricional y forraje animal.®) Sus 6rganos presentan
propiedades medicinales.) y también ha sido empleado como biogas o combustible.®) Se
referencian, ademas estudios que reconocen a la especie como promisoria para los sistemas de
corte y pastoreo® y en el tratamiento de residuales liquidos.(”)

En Cuba, M. oleifera ha sido objeto de estudio en los ultimos afios. Se han desarrollado
investigaciones relacionadas con el contenido de metabolitos secundarios de extractos de las
hojas de tres ecotipos de la planta cultivadas en el pais.®

Las plantas mediante el proceso de la fotosintesis producen metabolitos que son necesarios para
el desarrollo de su ciclo de vida. Las hojas de moringa poseen altos contenidos de compuestos
fenolicos estudiados por sus aplicaciones bioldgicas.®® Por esta razon, se requiere realizar la
caracterizacion quimica de hojas y del extracto, lo que contribuye a comprobar la presencia de
compuestos  bioactivos.!? Los analisis cualitativos mediante ensayos fitoquimicos y
cromatografias de capa fina (CCF) resultan métodos sencillos y practicos para fines analiticos
aplicables a sistemas productivos.? Tal es el caso de la isoquercetina, que es una forma natural

de la quercetina.!?
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Por las razones antes expuestas fue objetivo de la investigacion caracterizar los compuestos
fitoquimicos de los ecotipos Supergenius, Plain y Criolla de Moringa oleifera e identificar la

presencia de isoquercetina en hojas y el extracto etanolico 70 % v/v.

Métodos

Se utilizé el material vegetal con identificacion botanica de la especie Moringa oleifera Lam.
1783, perteneciente al género Moringa, familia Moringaceae, orden Brassicales, superorden
Rosanae, grupo monofilético Eudicotiledoneas, del reino Plantae. Las semillas de los ecotipos
Plain y Supergenius fue donacion de la India. La variedad Criolla es de origen nacional y se
conserva en el Banco Nacional de Germoplasmas de la Unidad Basica Productiva “El Pitirre”
perteneciente al Centro de Investigaciones en Plantas Proteicas y Productos Bionaturales en Los
Palacios, Pinar del Rio.

Las hojas frescas de Moringa oleifera Lam. de los tres ecotipos se recolectaron de especimenes
cultivados segun las normas y guias de buenas practicas de produccion (BPP) en la finca “Futuro
lechero”, con localizacion geografica 23° 04’ 20” N y 82° 29’ 20” E, Reparto Siboney,
Municipio Playa, La Habana. Fueron recolectadas en el mes de julio de 2015 de forma manual,
se colocaron en cajas plasticas sobre mantas previamente higienizadas con alcohol 70 % v/v y se
transportaron en un vehiculo cerrado para el beneficio. Las hojas se separaron de los raquis
(despalille) de forma manual, y de inmediato fueron lavadas mecanicamente y escurridas por
centrifugacion. Se colocaron en bandejas de acero inoxidable para el secado en hornos solares
CONA con tiro de aire a temperatura controlada (menor de 45 °C) hasta lograr una humedad

inferior a 12 %. Las hojas secas se conservaron en bolsas de polietileno hasta su analisis.

Tamizaje fitoquimico de los ecotipos de moringa
La evaluacion se realizd en el Departamento de Quimica del Instituto de Ciencias del Mar
(ICIMAR), La Habana, Cuba y el procesamiento de las hojas frescas fue individual para cada
ecotipo. Se determind la presencia de grupos quimicos mediante ensayos cualitativos a través de
la metodologia clasica de fraccionamiento con solventes de diferente polaridad como n-hexano,

etanol y agua, segin la metodologia descrita por Miranda.®®
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Se pesaron 10 g de hojas de cada ecotipo y las soluciones para los ensayos fueron previamente
preparadas y se mezclaron los volimenes correspondientes justo en el momento de realizar el
ensayo. El resultado de cada uno de los ensayos se interpretd como positivo de acuerdo a los
criterios expuestos en el libro de Farmacognosia y Quimica de los Productos Naturales.

Analisis cualitativo y cuantitativo de las hojas secas y el extracto etandlico
70% (v/v) del ecotipo Criolla

El analisis se efectud en el Centro de Investigacion de Ginseng y Materiales de Medicina e
Instituto Nacional de Medicina, Ho Chi Minh, Vietnam, mediante acuerdos de colaboracién. Con
el proposito de comprobar cualitativamente la presencia de compuestos fenolicos en las hojas
secas y en el extracto se realizo el analisis por el método de reaccién quimica, segun la
metodologia descrita en Farmacopea Vietnamita.¥

El extracto etanolico 70 % (v/v) se prepard segin la metodologia descrita por Miranda.®® La
relacion utilizada en la preparacion del extracto fue de una proporcion 1:10 (p/v). ElI material
vegetal previamente molido se pesé y se macerd con agitacion manual a intervalos durante seis
dias con cambio de solvente al tercer dia. El extracto obtenido al tercer y al sexto dia se colecto,
se filtr a través de papel Whatman N° 1y se concentr6 10 veces al vacio en un rotoevaporador
BUCHI R-205 a temperatura menor de 50 ‘C. El extracto se dispenso en bulbos previamente
identificados, a razon de 50 mL y se conservé a 4 °C.

La evaluacién cualitativa del extracto de 70 % v/v fue por reaccion con NaOH, FeCls y Pb
(CH3COO), y se empled 2 mL del extracto de forma independiente. Los criterios de positividad
fueron la turbidez, el color oscuro y la formacion de precitado.

La presencia de isoquercetina en la muestra se realizd por cromatografia de capa fina (CCF) en
placas preelaboradas de silica gel 60 F 254, segun Wagner.!> Se utiliz6 como patron
isoquercetina (Merck).

La aplicacidn se efectio mediante capilares y se realizaron varias corridas independientes en las
que se utilizaron como fase mévil una mezcla de los siguientes solventes: acetato de etilo, agua
destilada, acido formico (8:0.5:0.5) y acetato de etilo, metanol y acido férmico (30:2:1:1). El
solvente se evaporé para efectuar la corrida dentro de una camara de vidrio con los solventes

elegidos. Las detecciones de las bandas se observaron a luz UV con longitud de onda 254 nm y
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365 nm. El factor de retencion Rf se calculd como el cociente entre la distancia recorrida por el
compuesto desde el punto de aplicacion y la distancia recorrida por el frente del solvente.

La presencia de isoquercetina se confirmo de forma cuantitativa mediante cromatografia liquida
de alta presion (HPLC). Se utilizé el sistema Shimadzu con las siguientes condiciones de trabajo:
fase movil Acetonitrilo/HsPO4 (15:85) en agua pura 0,1 % (v/v), columna Ascentis C18 (25 cm x
4,6 mm x 5 um) (Supelco Scientific), detector de arreglo de diodo (DAD) y bomba LC-20 AD
con un flujo de 1 mL/min. La lectura se realizé a 255 nm. El volumen de muestra fue de 20 uL y
se empled como patron isoquercetina (Merck).

Para la determinacion cuantitativa se estimé el tiempo de retencion del estandar y la muestra. El
contenido de isoquercetina se calculé y se comparé con el patron del compuesto de la curva de
calibracion. El andlisis se realiz6 a partir de la curva de calibracion y los valores de las

concentraciones de isoquercetina de las tres réplicas evaluadas.

Resultados

Tamizaje fitoquimico de las hojas frescas de los ecotipos Supergenius, Plain y

Criolla de Moringa oleifera

El ecotipo Plain evidenci6 una fuerte reaccion en la fase etérea correspondiente a los compuestos
aceites y grasas, y los triterpenos/esteroides, lo que sugirié la presencia de alcaloides. Similares
resultados se encontraron en la fase etandlica para los grupos quimicos triterpenos/esteroides,
fenoles y taninos, amino&cidos, azucares reductores y alcaloides. Ademas, mostrd una coloracion
débil para el ensayo de catequinas y flavonoides. En el ensayo para la fase acuosa las
coloraciones fueron fuertes para azlcares reductores, fenoles y taninos, y flavonoides a
diferencia de las fases etérea y etanolica. El resultado para alcaloides fue débil frente al reactivo
de Dragendorff. El resultado de las fases analizadas mostrd el poder extractivo para los
metabolitos obtenidos en la fraccion etanolica (Tabla 1).

El ecotipo Criolla manifestd en la fase etérea una alta reaccion para los aceites y grasas,
triterpenos/esteroides y alcaloides para el reactivo de Wagner. En la fraccion etandlica la
reaccion para triterpenos/esteroides, azUcares reductores, fenoles/taninos, flavonoides,

aminoacidos y alcaloides con el reactivo de Wagner fue positiva y la reaccion a catequinas fue
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media. En la fase acuosa se encontr0 una alta reaccion a fenoles y taninos, flavonoides y
azucares reductores y una débil reaccion a alcaloides con el reactivo de Dragendoff. Los
resultados observados para el ensayo de alcaloides sugieren la presencia de este metabolito en las
tres fases (Tabla 1).

La fase etérea del ecotipo Supergenius evidencio una fuerte positividad a triterpenos/esteroides,
y aceites/grasas, mientras que en la fase etanolica la reaccion fuerte fue para
triterpenos/esteroides, azlcares reductores, fenoles/taninos y aminoacidos, y una reaccion media
para flavonoides. Para la fase acuosa hubo una fuerte presencia de flavonoides y fenoles/taninos.
En relacion a la presencia de alcaloides la fase acuosa reaccion6 débilmente con el reactivo de
Dragendorf, aunque las fracciones etéreas y etandlica reaccionaron positivamente con el reactivo
de Wagner (Tabla 1).

En la fraccion etandlica se encontraron similares resultados entre los tres ecotipos de Moringa
oleifera estudiados, los cuales mostraron una fuerte coloracién caracteristica de grupos quimicos
como triterpenos/esteroides, fenoles/taninos y flavonoides. Esto demostrd el caracter polar de
estos metabolitos presentes en la planta.

Se obtuvo una reaccion media en la fase acuosa que corresponden a alcaloides y fuerte
coloracion para taninos, flavonoides y azlcares reductores, mientras que para Supergenius no se
detectaron compuestos reductores.

El tamizaje fitoquimico de los tres ecotipos analizados indic6 homogeneidad entre los
compuestos, triterpenos/esteroides, fenoles, taninos y azucares reductores, y heterogeneidad en

catequinas y flavonoides.

Tabla 1 - Tamizaje fitoquimico de ecotipos de hojas secas de Moringa oleifera

Grupos quimicos Extracto etéreo Extracto etandlico Extracto acuoso
C S P C S P C S P

Aceites y grasas ++H+ | |
Alcaloides | Dragendorff - - - - - - - + +
Mayer - - - - - - - - -
Wagner +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - -

Lactonas y coumarinas - - - - - -

Triterpenos y esteroides +++ |+ | A | A | A | A
Catequinas ++ - ++
Azlcares reductores +++ | | A+ |+t - +++
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Saponinas - - - - - R
Fenoles y taninos +++ | | | | AR | At
Aminoéacidos 4+ | |+

Quinonas - - -

Flavonoides +++ |+t ++ | | | At

Glicosidos cardiotonicos - - -
Antocianidina - - -
Esteroles - - R

Resinas - - -

+++: reaccion alta; ++: reaccion media; +: reaccion débil; -: reaccion negativa.

Analisis cualitativo de las hojas secas y el extracto etanolico al 70% (v/v) del

ecotipo Criolla
Aunque se evidencié que los tres ecotipos de Moringa oleifera estudiados presentaron un
potencial para generar extractos con actividad bioldgica se decidié realizar la extraccion
etanolica 70 % (v/v) en el ecotipo Criolla, de acuerdo a la fuerte reaccion que manifesto en la
fraccion etanolica. El analisis cualitativo realizado a las hojas y al extracto etanélico 70 % (v/v)
mostro resultados colorimétricos positivos para la presencia de grupos fendlicos (Fig. 1), lo que

corroboré los resultados expuestos anteriormente.

Extracto etandlico de hojas

1: control; 2: extracto + NaOH; 3: extracto + FeCls; 4: extracto + Pb (CH;COO)s.
Fig. 1 - Analisis cualitativo de la presencia de compuestos fendlicos en los extractos etanélicos de hojas y

el extracto etandlico 70 % (v/v).

La formacion de un precipitado luego de la adicion del acetato de plomo Pb (CH3COO): a las

muestras de extractos etandlicos 70 % (v/v) demostré la presencia de flavonoides del tipo
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flavonol (quercetina o isoquercetina) y sugirid, ademas, que los flavonoides presentes contienen
grupos hidroxilos catecdlicos en el anillo beta o grupos hidroxilos cercanos al grupo carbonilo.
El procedimiento para hojas y para la extraccion etandlica 70 % (v/v) fue positivo en cuanto a la
presencia de grupos fenolicos caracteristicos de los flavonoides.

Determinacion de isoquercetina por CCF en hojas y extracto etandlico 70 %

(v/v) del ecotipo Criolla

Para la identificacion de la isoquercetina se realizd una CCF basada especificamente en la
identificacion de este metabolito. En la corrida cromatografica se observaron varias bandas

correspondientes a la isoquercetina a las longitudes de ondas 254 nm y 365 nm, con valor Rf

igual a 3,4 (Fig. 2).
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Fig. 2 - Presencia de isoquercetina por cromatografia en capa fina del extracto etanélico de hojas (1) y

del extracto etandlico 70 % (v/v) (2).

Analisis cuantitativo de isoquercetina por cromatografia liquida de alta

presidn de las hojas secas y el extracto etandlico 70 % (v/v)

Las semejanzas de los cromatogramas por CCF en las dos longitudes de ondas entre el patron de
isoquercetina, el extracto etandlico de hoja seca y el extracto etanolico al 70 % (v/v) del ecotipo
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/A  EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Criolla conllevo a cuantificar por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) la presencia de
este metabolito. El andlisis revelo la existencia de un pico mayoritario con tiempo de elucion de
30 min para el extracto etanodlico y de 28 min para la hoja, similar al del patron de isoquercetina,

ademas de otros picos minoritarios en ambos casos (Fig. 3).
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Fig. 3 - Cromatogramas.

El contenido de isoquercetina en el extracto etandlico de hojas secas de Moringa oleifera fue de

0,128 % y en el extracto etandlico 70 % v/v fue de 1,988 %.

Discusion

El tamizaje evidencio una discreta diferencia entre los ecotipos estudiados. La presencia de
grupos quimicos detectada fue similar a lo expuesto por Palomino®® para estas fases, aunque
con una reaccion mayor que la informada por ese autor. En otra evaluacion se identificd en
extracto etandlico la presencia de fenoles, taninos, flavonoides, alcaloides, terpenoides,
glucosidos y saponinas,*” a diferencia del presente estudio que no se evidencio la presencia de
estos dos dltimos metabolitos. La presencia negativa en las hojas de moringa de saponina
coincidié con lo expuesto por Linares,*® que no observé la formacion de la capa espumosa. La
fase acuosa carecio de alcaloides y terpenoides,*® lo que difiere con lo visualizado en este
trabajo para alcaloides.

Otro estudio de tamizaje fitoquimico de las hojas y de diferentes extractos de hojas de moringa
(etandlico, metandlico y acuoso) revelo que en el extracto metandlico se observo la presencia de

saponinas, flavonoides, esteroides, fenoles, glucésidos, y taninos.?” Moringa oleifera es una de
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las fuentes potentes de varios ingredientes activos como flavonoides, taninos, saponinas,
terpenoides, proantocianidinas y glucésidos cardiacos, que por sus efectos antioxidantes tienen
propiedades terapéuticas que combaten los sintomas de la diabetes y regeneran las células B del
pancreas.®'® Varios autores refieren el uso de ensayos colorimétricos para la determinacion de
la presencia de diferentes metabolitos secundarios, que constituye una herramienta sencilla y
préctica para la caracterizacion parcial de un extracto vegetal.?

La fuerte presencia de compuestos fenolicos en el analisis cualitativo de las hojas y el extracto
etandlico 70 % (v/v) detectada en este estudio es de gran interés biolégico. Varios son los autores
que plantean que el extracto de Moringa oleifera presenta compuestos fendlicos que basan su
accion en eliminar los radicales libres que se producen en la peroxidacion lipidica.®® Ademas,
los compuestos fendlicos, los flavonoides y los taninos presentes en la planta también inhiben la
sacarosa intestinal y en cierta medida la a-amilasa pancredtica, regulando la homeostasis de la
glucosa postprandial.®¥

Se demostré que el extracto de hojas de Moringa oleifera de Camboya posee potentes
actividades antioxidantes y disminuye los niveles de glucosa en sangre.®® Ademas, el extracto
de hoja protege el rifion contra el dafio mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS) y
mejora las defensas antioxidantes celulares y minimiza la hiperglucemia en el grupo de extracto
de Moringa oleifera. Por lo tanto, el extracto de hoja de esta variedad podria ser utilizado como
una fuente de antioxidantes naturales y agentes antidiabéticos y, puede tener una aplicacion
potencial como reactivo terapéutico.

Es importante tener en cuenta la influencia de parametros como la agitacion en la obtencion del
extracto.®® Su presencia en el proceso desplaza el equilibrio en el sentido de la saturacion del
solvente y aumenta la superficie de contacto entre el soluto y el solvente y por tanto su
eficiencia.®”

Los resultados de este estudio fueron analogos con otros realizados anteriormente,1%824 |os
cuales mostraron la presencia de flavonoides en el extracto de hojas de M. oleifera y las
propiedades biologicas (antioxidante, antitumoral y antidiabéticas) asociadas a este metabolito.
La evaluacion mostrd la caracterizacion cualitativa de las hojas y el extracto, ademas establecio
su perfil cromatografico. Fue posible corroborar la presencia de compuestos de naturaleza
fenolica con demostradas propiedades bioldgicas.” Dentro de ellos, los flavonoides, los cuales

son objeto de estudio por su capacidad antioxidante® y propiedades antimicrobianas frente a
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patogenos de plantas y animales.*” Los ensayos cualitativos brindan informacion de
importancia para la caracterizacion de un material vegetal.*?

Otros autores referencian sistemas de solventes de diferentes polaridades para la corrida
cromatografica de extractos etandlicos de las hojas de M. oleifera.?2%3%) En ninguno de los
trabajos antes citados se relacionan los valores Rf a grupos de compuestos, lo que representa una
desventaja respecto al resultado obtenido en este trabajo.

En el extracto de las hojas de moringa se encontraron concentraciones de isoquercetina de
312+42 uM,®? lo que corrobora la existencia de este compuesto en los extractos evaluados. El
alto contenido de flavonoide esta en correspondencia a lo planteado,®? para las diferentes partes
de M. oleifera que se encuentra una gran cantidad de moléculas quimicas que presentan
funciones fisiolégicas. La isoquercetina es un componente importante en la investigacion y ha
sido cuantificada en Moringa oleifera.®

Este flavanol es un compuesto de quercetina y beta-glucésido. Es uno de los flavanoles mas
conocido y ejerce funciones como antioxidante, antiinflamatorio, antialérgico y presenta
biodisponibilidad.®? Los flavonoides al ser metabolitos secundarios que se encuentran
fundamentalmente en forma de glucésidos, les confieren una alta solubilidad en agua y
disolventes polares, lo cual se incrementa por la alta polaridad de sus estructuras. Este compuesto
se extrae de forma eficiente con alcoholes de baja masa molecular, en particular metanol y
etanol. Cuando el material es seco ofrece ventajas emplear una serie de extracciones con tres o
cuatro disolventes, incrementando la polaridad.®

A modo de conclusion se pudiera afirmar que las hojas de los ecotipos Plain, Supergenius y
Criolla de Moringa presentan similitud en los compuestos quimicos y que el extracto etandlico

70 % v/v demostrd la presencia de isoquercetina en las hojas.
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