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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el efecto antioxidante
de distintos hidrolizados proteicos de las semillas y hojas de Moringa oleifera
“Moringa”. La muestra vegetal se obtuvo del mercado “San Antonio” de
Cajamarca, a partir de la cual se prepararon dos extractos proteicos de hojas y
semillas; al mismo tiempo, se prepararon las enzimas proteoliticas papaina y
pancreatina a una concentracion de 100 mg/mL y 10 mg/mL respectivamente.
La hidrdlisis enzimatica se realiz6 con 100 ml de mezcla, teniendo en cuenta una
relacion enzima - sustrato de 1:9, es decir, 10 mL de solucién de enzima por cada
90 mL de extracto proteico. La reaccion se llevo a cabo durante 6 horas, luego
de las cuales se obtuvieron los distintos hidrolizados. La actividad antioxidante
se determind a través del ensayo del radical DPPH.

Los datos obtenidos fueron procesados en el Programa Estadistico Statistical
Package for the Social Sciences (IBM - SPSS), expresados en graficos
correspondientes, la técnica estadistica a emplear fue el andlisis de varianza
(ANOVA), que compar6 el promedio de los resultados de todos los grupos de
estudio y una prueba post hoc (Tukey), que compara el promedio grupo por
grupo. Se considero el intervalo de confiabilidad del 95 % y como valores de p
< 0,05 significativo.

Los resultados mostraron que el hidrolizado de hojas con papaina presenta
57,05% de capacidad atrapadora de radicales libres; de la misma forma el
hidrolizado de semillas con pancreatina alcanz6 un 61,15% de capacidad

atrapadora; el hidrolizado de hojas con pancreatina solo logrdé 26,56% y el

viii



hidrolizado de las semillas con papaina un 6,07%. El andlisis estadistico
confirmd que existe diferencia significativa (p = 0,000) entre el grupo patron y
los problemas de investigacion. Concluyendo en que los hidrolizados proteicos
de las semillas y hojas de Moringa oleifera “Moringa”, tienen actividad
antioxidante.

Palabras claves: Moringa oleifera, hidrolizados proteicos, actividad

antioxidante, enzimas, porcentaje de absorbancia, DPPH.



ABSTRACT

The main objective of this research was to determine the antioxidant effect of
different protein hydrolyzates from the seeds and leaves of Moringa oleifera
"Moringa". The vegetable sample was obtained from the “San Antonio” market in
Cajamarca, to from which were prepared two protein extracts of leaves and seeds;
At the same time, were prepared the proteolytic enzymes papain and pancreatin at
a concentration of 100 mg/mL and 10 mg/mL respectively. The enzymatic
hydrolysis was carried out with 100 ml of mixture, taking into account an enzyme-
substrate ratio of 1:9, that is, 10 ml of enzyme solution for every 90 ml of protein
extract. The reaction was carried out for 6 hours, after which were obtained the
different hydrolyzates. Antioxidant activity was determined through the DPPH

radical assay.

The data obtained were processed in the Statistical Program Statistical Package for
the Social Sciences (IBM - SPSS), expressed in corresponding graphs, the statistical
technique to be used was the analysis of variance (ANOVA), which compared the
average of the results of all study groups and a test post hoc (Tukey), which
compares the average group by group. The confidence interval of 95% and p values

< 0.05 were considered significant.

The results showed that the leaf hydrolyzate with papain has 57, 05% of free radical
trapping capacity; in the same way, the hydrolyzate of seeds with pancreatin
reached 61,15% of trapping capacity; leaf hydrolyzate with pancreatin only
achieved 26,56% and seed hydrolyzate with papain 6,07%. Statistical analysis

confirmed that there is a significant difference (p = 0,000) between the standard



group and the research problems. Concluding that the protein hydrolyzates of the

seeds and leaves of Moringa oleifera "Moringa™ have antioxidant activity.

Keywords: Moringa oleifera “Moringa”, protein hydrolyzates, antioxidant

activity, enzymes, percentage of absorbance, DPPH.
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I. INTRODUCCION

Los efectos del estrés oxidativo en la poblacion han tenido un notable aumento
en los ultimos afios. Desde el periodo de los afios sesenta, se ha originado un
estallido en las &reas de exploracion respectivas a los radicales libres y
antioxidantes. Los esfuerzos han sido dirigidos en la investigacion de potentes
antioxidantes naturales. Asimismo, las hierbas, las especias e infusiones de té
son importantes grupos en la que se basa la exploracion de los antioxidantes
naturales y el hombre los han manejado desde la antigiiedad no so6lo para
aromatizar los alimentos, sino como antisépticos y por sus propiedades

medicinales!®

El dafio oxidativo es originado por una inestabilidad entre la fabricacion de
especies reactivas del oxigeno y el contenido de un sistema bioldgico de
detoxificar velozmente los reactivos o remediar el deterioro resultante. Las
formas de vida conservan un ambiente reductor dentro de sus células. Este
ambiente reductor es resguardado por las enzimas que conservan la etapa
reducida a través de un firme aporte de energia metabdlica. Desbalances en el
estado normal redox logran originar efectos toxicos a través de la fabricacion
de perdxidos y radicales libres que deterioran a todos los componentes de la

célula, conteniendo las proteinas, los lipidos y el ADN*>



En el sujeto humano, el estrés oxidativo esta implicado en muchos males, como
la aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson, encefalopatia mialgica,
sensibilidad quimica multiple, y la enfermedad de Alzheimer e igualmente puede

ser significativo en el envejecimiento®29,

Las representaciones de antioxidantes para impedir el estrés oxidativo son
encaminadas en exclusivo para la ciudadania adulta mayor, por lo cual se define
a una dieta simple con escasa cantidad de frutas y verduras. Se habla de una
ciudad que requiere luchar contra el estrés oxidativo e impedir un mayor
desperfecto de su salud y a su vez poder conservar una buena capacidad

energéticall,

Los antioxidantes eximen un papel primordial certificando que los alimentos
conserven su sabor, su color, y logren consumirse durante mas tiempo. Resulta
fundamentalmente atil para evadir la oxidacion de las grasas y los productos que
las reducen. En los antioxidantes se aumentan en la grasa o aceite, se retarda el
inicio de las ultimas fases de la autooxidacién, cuando la descomposicion (el
proceso de olores y sabores desagradables) se hace indiscutible que la Moringa
Oleifera L. “Moringa” tienen una extensa gama de propiedades antioxidantes,
protectores de tejidos (higado, rifiones, corazon, testiculos y pulmones), gracias
a sus metabolitos secundarios como flavonoides glucosinolatos y los acidos
fenolicos principalmente y la eliminacion de radicales libres, que son ventajosos
para disminuir el estrés oxidativo reduciendo la fabricacion de especies reactivas

de oxigeno (EROS), y conservar el potencial antioxidante!?24,



Por lo antes mencionado se formulé la siguiente pregunta de investigacion:
¢Tendran efecto antioxidante los distintos hidrolizados proteicos de las

semillas y hojas de Moringa oleifera “Moringa”?

Y se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General
Determinar el efecto antioxidante los distintos hidrolizados proteicos de las semillas

y hojas de Moringa oleifera “Moringa”.

Objetivos Especificos

e Extraer proteinas de las semillas y hojas de Moringa oleifera “Moringa”.

e Realizar una hidrdlisis enzimética de las proteinas de las semillas y hojas de
Moringa oleifera “Moringa”.

e Evaluar la capacidad atrapadora de radicales libre de los hidrolizados de las
semillas de Moringa oleifera “Moringa” mediante el ensayo DPPH (1,1-difenil-

2-picrilhidracilo).

Con la finalidad de dar respuesta a la pregunta y objetivos planteados se formulo la

siguiente hipotesis:

Los hidrolizados proteicos de Moringa oleifera “Moringa” tienen efecto

antioxidante.



II. MARCO TEORICO

2.1. Teorias que sustentan la investigacion

Mamani J y Tacora R (2017)% en su investigacion encabezada “Aislado
proteico y efecto antioxidante del extracto de la Moringa oleifera “Moringa”
para la elaboracion de una bebida funcional”. Se obtuvo un contenido proteico
de 71,20% en hojas y 88,47% en semillas, en las pruebas biologicas se
determind los siguientes valores PER: HM = 1,28, SM=1,67, control 2,88 y
DV: HM = 77,07, SM = 84,07 y control = 86,77. Los resultados sefialan que
las dietas de semilla son mas aprovechables, en la capacidad antioxidante, se
utilizé la metodologia de DPPH y los compuestos fendlicos por el método
Follin Ciocalteu, obteniendo como resultado de capacidad antioxidante en HM
= 26,45 umol Trolox equivalente/g, SM =31,43 umol Trolox equivalente/g
y compuestos fendlicos HM = 237,17 mg de acido gélico/100g y SM=
212,97 mg de é&cido galico/100g. Las hojas muestran mayor capacidad

antioxidante y compuestos fendlicos.

Taiwo A et al (2018)'® en su investigacion titulada “Composicion de
aminoacidos y propiedades antioxidantes del aislado de proteina de semilla de
Moringa oleifera “Moringa” e hidrolizados enzimaticos”, se aislaron proteinas
de la semilla de Moringa oleifera, éstas se sometieron a hidrolisis enzimética
(alcalasa, pepsina y tripsina) para obtener hidrolizados de alcalasa, aislados de
pepsina y aislados de tripsina (AIH, PIH, TIH). Concluyendo en que los

hidrolizados de proteina de semilla de Moringa oleifera “Moringa” tienen


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844018327464#!

potencial para ser manipulados como ingredientes para la formulacién de

alimentos funcionales y nutracéuticos.

Olusola A et al (2018)*" en su investigacion titulada “hidrolizados de proteina
de semilla de Moringa oleifera “Moringa”: Cinética de la inhibicion de la a-
amilasa y potenciales antioxidantes”, sugiere que de los hidrolizados de
“moringa”, se determinaron las propiedades inhibidoras de la a-amilasa y la
cinética, ademas las actividades antioxidantes frente a los radicales superédxido
y los iones férricos. El estudio concluyé que las proteinas de semillas de
Moringa oleifera “Moringa” contienen secuencias de péptidos biolégicamente
activos que podrian valer para la formulacion de nuevos aditivos para alimentos

y para el progreso de nuevos agentes antidiabéticos.

Cacelin J (2011)*8 en su investigacion titulada “Moringa oleifera “Moringa”,
un potencial antioxidante y descontaminante, en la Universidad del Papaloapan,
en México”; hallaron que las hojas de Moringa oleifera “Moringa”, posee
efecto antioxidante asignados a compuestos fendlicos, especialmente acido
galico, kaempferol y derivados glicésidos de quercetina, tiene todos los
aminoacidos esenciales. A partir de la hoja obtuvieron extractos con el fin de
conservar los antioxidantes y han promovido a desarrollar la elaboracion de
peliculas biodegradables con actividad antioxidante y antimicrobiana con

posibles aplicaciones para empaqgues en alimentos.



Liang L et al (2019) en su investigacion titulada “Composiciones
nutricionales de la semilla de Moringa oleifera india y actividad antioxidante
de sus polipéptidos”. Los polipéptidos de semilla conseguidos por hidrdlisis
enzimatica se ultrafiltraron, y los fragmentos de péptidos activos se examinardn
con DPPH, HO (sOH), ABTS y anion superoxido (O2+°) capacidad de
eliminacion de radicales libres y tasa de inhibicion de la oxidacion de lipidos
como indicadores. Los resultados revelaron que el contenido de proteina en
la semilla de Moringa oleifera de la India era alto al 40,34%, conteniendo siete
aminoacidos esenciales. El potasio, el sodio y el magnesio es alto, con un
contenido de potasio tan alto como 2 357,71 mg / kg, entre los microelementos,
el contenido de hierro es tan alto como 36,2 mg / kg. Las reglas de eliminacion
de radicales libres fueron 4,0; 4,2; 5,3 y 4,3 mg / ml, correspondientemente. Los
resultados muestran que la semilla de M. oleifera india no solo tiene un alto
valor nutricional, sino que su hidrolizado enzimatico de proteasa ademas tiene
una actividad antioxidante demostrativa, que puede ampliar ain mas en
productos de nutricion, productos de salud, alimentos eficaces, productos de

belleza y cuidado de la piel, higado drogas de proteccion, etc.



2.2. Bases Tedricas

2.2.1. Moringa oleifera “Moringa”
La moringa es un arbusto nativo del norte de la india, crece muy bien:
en América tropical, donde es conocida, entre otros nombres, como
Teberinto, Arango, Morango, Narango, Arbol de las Perlas, Chinto
Borrego, Jacinto, Paraiso Blanco, San Jacinto, Perla de la India, o
Réabano Picante. En la actualidad se distribuye en todo el mundo, en los

tropicos y subtropicos®.

2.2.1.1. Clasificacion Taxonomia

La codificacion botanica estd manifestado por el sistema de
sistematizacion de Engles y Prantl, misma que fue modificado por

Melchior en 19640,

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub clase Dilleniidae
Orden Capparales
Familia Moringceae
Género Moringa

Especie Moringa Oleifera



2.2.1.2. Descripcion morfologica

La Moringa oleifera es un arbol verde o caducifolio de tamafio

pequefio y desarrollo acelerado, puede llegar a 10 a 12 m de alto tiene

una capa abierta y esparcida de ramas predispuestas y fragiles, un

follaje pulmonoso de pinnadas en tres y una corteza gruesa,

blanquecina y de aspecto suberoso. Se valora especialmente por sus

frutas, hojas, flores, raices, todas comestibles, y por el aceite (también

comestible) %7

Raiz: Mide varios metros y es pulposa en forma de rabano. Es
pivotante y globosa lo que le brinda a la planta cierta resistencia a
la sequia en periodos prolongados. En la corteza se produce una
goma color rojizo parduzco®.

Hojas: Son compuestas, de unos 20 cm de largo, con hojuelas
delgadas, ovaladas de 1 a 2 cm de largo y de color verde claro;
tienen caracteres nutritivos destacadas como son; proteinas un
27%; también tienen sumas significativas de calcio, hierro y
fosforo, asi como vitamina Ay C*6,

Flores: Son fragantes, bisexuales, de color blanco amarillento con
tallos vellosos en paniculas axilares extendidas de 10 a 25 cm de
largo. Las flores individuales tienen cerca de 0,7 a 1 cm de largo
y 2 cm de ancho, y cinco peétalos espatulados, amarillentos, cinco
estambres, cinco estambres estériles mas pequefios y un pistilo

compuesto por un ovario®’.



Fruto: Son unas capsulas de color pardo, de tres lados, lineares y
pendientes, surcos longitudinales, aproximadamente de unos 20 a
45 cm de largo, algunas llegan hasta 120 cm de largo, y de 2a 2,5
cm de ancho que dan forma de vaina.

Semillas: Son redondas de 1 cm de didmetro de color parduzco,
algunas pueden ser blancas si los granos son de baja viabilidad.
Las semillas viables germinan en 2 semanas, cada arbol puede
producir alrededor de 15,000 a 25,000 semillas por afio. El peso

medio es de 0,3 g / semilla®®.

Figura N° 1: llustracion de Moringa oleifera “Moringa”.

Fuente: Blanco F. Moringa oleifera. [en linea]. Wikipedia. [Citado el 3 de
Octubre del 2019]%.



2.2.1.3. Composicion quimica

La Moringa posee una vasta serie de compuestos bioactivos que se
desarrollan a partir de otras estructuras vegetativas, como: hojas,
semillas, tallos y cascaras de las vainas. Estos elementos bioactivos
comprenden carbohidratos, compuestos fendlicos, aceites, &cidos
grasos, proteinas y péptidos funcionales y constituyen un gran
potencial para ser utilizados en diversas formulaciones de productos

alimenticios?.

Moringa oleifera “Moringa” contiene valioso contenido de proteina,
acidos fenolicos, flavonoides, glucosinolato e isocinocinatos. Los
flavonoides que destacan son; quercetina y kaempeferol, que juegan
un rol significativo en el estrés oxidativo, con efectos
antihipertensivos, antiproliferativos y antiinflamatorios. Asimismo, el
kaempferol es responsable del retraso del periodo celular en células
de céancer de colon®.

e Glucosinolatos: Contienen el B-tioglucésido N - hidroxisulfato. En
las hojas de Moringa oleifera “Moringa”, en general todos los
fotoquimicos de esta clase llevan un grupo bencilglicosido unido al
carbono Unico. EI mas cuantioso de ellos es el 4-O(a-1-
ramnopiranosil-oxi)  -bencilglucosinolato,  conocido  como
glucomoringina. La hidrolisis enzimatica del glucosinolato de los
integrantes de esta clase corresponde a los isotiocianatos, tiocianatos
0 nitrilos. Se ha indicado que diversos de estos subproductos

conservan propiedades antihipertensivas?®.
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Figura N° 2: Fitoquimicos encontrados en las hojas de Moringa

Oleifera.

Fuente: Martin C, Martin G, Garcia A, Ferndndez T, Hernandez E, Puls J.
Potenciales aplicaciones de Moringa oleifera. Una revisién critica. [en linea].
Pastos y Forrajes. 2013; 36(2). [Consultado el 03 de octubre del 2019]%.
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Figura N° 3: Estructuras fitoquimicas importantes en las
especies de Moringa Oleifera.

Fuente: Olson F. Moringa: un arbol multiusos [en linea]. Revista Mexicana de
Biodiversidad; 82: 1071-1082, 2011. [Consultado el 03 de octubre del 2019]%.
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Los flavonoides y los acidos fendlicos:

El esqueleto estructural de los flavonoides esta constituido por dos
anillos aromaticos agregados por un enlace de tres carbonos; de la
subclase de flavonoles es 3-hidroxi-2-fenilcromen-4-ona. La
quercetinay el kaempferol, en su escritura de 3'- O- glucésido, son
los flavonoles superiores en las hojas de Moringa oleifera
“Moringa”.

Los residuos de azUcar contienen, entre otros, grupos de
ramnoglicésilo (rutinosidos), glucosilo (glucosidos),
malonglucosilo 6 'y 2'-galoylrutinosido. Estructuralmente, los
flavonoides son mas reconocidos por sus propiedades
antioxidantes, sin embargos sus vias metabolicas de accion ain no
se han sido descubiertas. Los acidos fendlicos poseen acido
benzoico y acido cindmico como esqueletos, con uno o varios
grupos hidroxilo. El &cido clorogénico, es un éster del acido
dihidrocinamico (&cido cafeico) y del acido quinico, es un acido
fendlico significativo en las hojas de Moringa oleifera “Moringa”.
Quercetina: La quercetina se halla en concentraciones tan altas
como 100 mg / 100 g de hojas secas de Moringa oleifera
“moringa”, predominante como quercetina-3 O- - D -glucosido,
asimismo caracterizado por contener isoquercitrina o isotrifolina.
La quercetina es un poderoso antioxidante, con multiples

propiedades terapéuticas.
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Ha revelado efectos anti-dislipidémicos, hipotensivos y
antidiabéticos. Puede resguardar las células B pancreaticas

productoras de insulina contra el estrés oxidativo inducido.

Chlorogenic acid
(3-caffeoylquinic acid)

Quercetin-3-O-beta-D-glucoside
(isoquercitrin, isotrifolin, )

Moringinine
(benzylamine)

O\Y a
v Niaziminin A
S
LN

0, -

Aurantiamide acetate

Figura N° 4: Fitoquimicos bioactivos encontrados en hojas
de M. oleifera.

Fuente: Olson F. Moringa: un arbol multiusos [en linea]. Revista Mexicana de
Biodiversidad; 82: 1071-1082, 2011. [Consultado el 03 de octubre del 2019]%".
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2.2.1.4. Propiedades

Las hojas de moringa tienen propiedades adicionales que podrian
alertar tumores y el cancer, es decir, anti-tumores y anti-cancerigenas.
La planta completa cuenta con las siguientes constituyentes: a los
cuales se les atribuye estas peculiares propiedades; el O-Etil-4-(a-L-
ramnosiloxi)bencil carbamate en conjunto con el 4(a-L-ramnosiloxi)-
bencil  isotiocianato, niacimicina 'y  3-O-(6’-O-oleoyl-B-D-
glucopiranosil)-B-sitosterol, han  sido  demostrados  por
su potencial actividad promotora antitumoral utilizando un ensayo in
vitro que mostré efectos inhibidores reveladores sobre Epstein Barr
virus principios de antigeno®.

e El valioso contenido en vitaminas B, C y hierro, lo cataloga en un
alimento til para ayudar en el tratamiento y la prevencién de la
anemia ferropenica.

e Propiedades analgésicas y antiinflamatorias, principalmente
contrarresta los dolores inducidos por artritis.

e Sedante de los males gastricos, mayormente empleado para
calmar ardor de estdbmago, gastritis e incluso para regular el
estrefiimiento.

e EIl poder antioxidante, de las hojas de moringa tienen accion
antidiabética, previniendo los niveles de azlcar en sangre de
personas con diabetes II.

e Provechosa para calmar las variaciones endocrinas, especialmente

las afines con el tiroides.
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Beneficiosa contra los hongos al reforzar el sistema inmunitario.
Efecto cicatrizante, asi como sus beneficios contra la hipertension.
Los efectos antioxidantes de Moringa oleifera “Moringa” tiene
mas de 40 compuestos con accion antioxidante. Entre los
combinados con este potencial, ya sea por actividad de atraccion
de radicales libres o por contenido de secuencias de quelatos de
iones metalicos reconocidos en las semillas de moringa, se hallan
compuestos fenolicos como el kaempferol y los acidos galico y
elagico®.

Estudios in vitro enuncian que los analisis de hojas, frutos y
semillas de moringa, en relacion a sus peculios antioxidantes,
resguardan las células vivas del perjuicio oxidativo del ADN
agrupado con el senectud, el cancer y los males degenerativos’;
asimismo se indica que los extractos postergan la peroxidacion
lipidica y el quorum sensing bacteriano, y se formulé a Moringa
oleifera “Moringa” como el candidato idoneo para las industrias
farmacéutica, nutracéuticos y de alimentos eficaces. En un estudio
se deja ver que la parte extraida con acetato de etilo, rica en acidos
fendlicos y flavonoides, muestra la superior influencia
antioxidante entre las fracciones extraidas con diferentes
disolventes®. La actividad antioxidante de las hojas de moringa

esta relacionada a los contextos agroclimaticas y estacionales’.
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Las regiones frias de Pakistan revelaron mayor actividad
antioxidante en las regiones despejadas de ese pais, mientras que

en diciembre revelaron mayor actividad que las estan en junio.

e Los coagulantes originarios de la semilla de moringa, su valioso
contenido de aminoacidos como metionina, cisteina, y de
antioxidantes como las vitaminas C y E, y B caroteno son los
mediadores de la remediacidn del estrés oxidativo ocasionado por

el arsénico®.

2.2.1.5. Anélisis quimico de Moringa oleifera “Moringa”

El anélisis quimico de la moringa refiere que cada 100g, de vaina con
semillas contienen 86,9 g de agua; 2,5 g de proteinas; 0,1 g de
margarina, 8,5 g de carbohidratos, 2,0 g de residuo; 30 mg de calcio,
110 mg de fésforo; 5,3 mg de hierro; 184 Ul de vitamina A; 0,2 mg
de niacina; 120 mg de acido ascorbico; 310 ug de cobre y 1,8 pg de
yodo. EIl ndcleo de la semilla contiene 38,4 g de proteina cruda y
34,7% de aceitoso. El aceite de la semilla contiene 9,3% de &cido
palmitico, 7,4% de acido esteéarico, 8,6% acido behénico y 65,7% de
acido oleico. Los acidos grasos frecuentes son; acidos miristico y
lignocérico. La extraccion de aceite contiene 58,9% de proteina

cruda®.
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Cada 100 g de muestra fresca de hojas contiene: 75 g de agua; 6,7 g
de proteinas; 1,7 g de grasa; 14,3 g de carbohidratos; 0,9 g de fibra;
440 mg de calcio; 70 mg de fésforo; 7 mg hierro; 110 pg de cobre; 5,1
pg de yodo; 11.300 Ul de vitamina A; 120 pg vitamina B; 0,8 mg de
acido nicotinico; 220 mg de &cido ascorbico y 7,4 mg de tocoferol. Se
hallan sustancias estrogénicas, que contiene el compuesto antitumoral

B sitosterol y una pectinesterasa’.

2.2.1.6. Actividad farmacolégica
Las partes diferenciadas del arbol de Moringa oleifera “Moringa”,
conteniendo las raices, cortezas, hojas, flores, frutos y semillas se
emplean tradicionalmente en diversas aplicaciones terapéuticas,
como, tumores abdominales, la histeria (un trastorno psicolégico), el
escorbuto, la paralisis, la vejiga por helmintos, problemas de préstata,

Ilagas y otras infecciones de la piel.

Los fitoquimicos de Moringa oleifera “Moringa” han manifestado
efecto antidislipidémicos, antihelmintico, antidiabético,
antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, antiproliferativa, anti-
ulcera, antiurolitiasis, y propiedades hepatoprotector. Se han
confirmado potentes propiedades antiproliferativas y apoptdticas del
extracto de la hoja de Moringa oleifera “Moringa”, manejando el

modelo de linea celular de tumor humano (KB).
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El extracto de la hoja de moringa ha expuesto transmutaciones a nivel
morfologico muy reveladoras y una disminucion de la viabilidad
celular, con una ampliacion de la fragmentacion del ADN

internucleosomal y la generacion de EROS en las células KB.

2.2.1.7. Usos

Se le conoce como el “Arbol de la vida”, se logran manejar varias
partes: las semillas, hojas, raices, frutos y flores. A continuacion, los

usos mas comunes de este arbol:

e Fruta: La moringa se consume, de modo cocida.

e Semillas: Se toman tostadas, formando un snack bello y sano para
picar entre horas, asi como aderezo para algunos platos como

ensaladas.

e Hojas: Sabrosas en vitamina C y en hierro. Se utilizan como alifio
para unos platos, en preparaciones frias y ensaladas. Ademas, se

pueden preparar en forma de infusion.

e Polvo: (Habitualmente de hoja) es estrechamente usada gracias a
la aptitud de su uso y a sus grandiosas propiedades, lo que la hace
ideal para ser administrado como complemento en smoothies,

Zumos, cremas o salsas.
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e Aceite de moringa: Es saludable y de gran poder hidratante, una

eleccion ideal para defender un dafio a nuestro cabello y piel.

2.2.2. Aislados y concentrados proteicos

Los proteicos aislados son la simbolizacién productiva més afinada de
los extractos proteicos, que se obtiene eliminando algunos mecanismos
ya sea por hidrdlisis o por posterior precipitacion registrando los otros
medidas como pH, temperatura, solubilidad y otros que admiten la
ganancia de la proteina, logrando el beneficio final con un 90% o mas
de proteinaiError! No se encuentra el origen de la referencia..

Los concentrados proteicos vegetales originados de un enriquecido
material en su contenido proteico, mediante una separacion relativa de
sus miembros no proteicos (lipidos, fibra, carbohidratos, minerales,
etc.), de tal modo que sus propiedades nutricionales no se extingan.
Segun el Codex, para productos de soya, un concentrado debe tener
entre 65y 90% de proteina en base seca y en el caso de productos de
otro tipo de vegetales son considerados proteicos al contener un

porcentaje de proteina mayor de 40%iErr0r! No se encuentra el Origen delar

eferencia.
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2.2.3.

2.24.

Estrés oxidativo

Es una etapa de la célula en la cual se halla perturbada la homeostasis
Oxido-reduccion intracelular, es mencionar el céalculo entre
prooxidantes y antioxidantes. El desbalance se origina a causa de una
descomunal fabricacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y/o
por defecto en los mecanismos antioxidantes, llevando a dafio celular33,
Un aspecto especialmente abrumador del estrés oxidativo es la
fabricacion de especies reactivas del oxigeno, que encierran los
radicales libres y los perédxidos. El total de estos géneros procedentes
del oxigeno se originan en un nivel bajo en contextos estandar de
metabolismo aerdbico y el dafio que producen a las células es
modificado tenazmente. A excepcion bajo los dificiles rases de estrés
oxidativo que causa la necrosis, el dafio provoca agotamiento de ATP
retardando la muerte celular por apoptosis registrada, induciendo que la

célula estrictamente se desmorone®.

Radicales libres y especies reactivas del oxigeno.

Son especies quimicas (atomos, iones 0 moléculas) con un electron
desapareado en su orbital mas externa, lo que le da una disposicion
sideral eventual y, tiene un gran contenido de transformarse con otros

componentes.
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En estas microparticulas no se evidencia el estilo estdndar espontaneo
de los electrones limitados en los atomos y moléculas en el orden de
parejas, y poseen una gran aspiracion para reaccionar, tanto en los
compuestos o reacciones inespecificas que se originan entre ellas como
con otras moléculas adicionales de la estructura celular (carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, esencialmente)3.
Estas especies se originan de modo fisiolégico como parte de las
reacciones organicas de oxidacion-reduccion.
Los radicales libres del oxigeno (O-) tienen un bajo peso molecular y
se originan en respuesta a disminuciones univalentes subsecuentes del
oxigeno; muestran una media vida muy corta y, por su entorno
birradicélica, logran transformarse con las macromoléculas organicas
cambiando su estructura y puesto, por lo que son letalmente citotdxicos
y clastogénicos. Durante estas reacciones quimicas se producen,
también, compuestos que no son radicales libres del O, es decir no
muestran electrones desapareados, pero que son sus antecesores 0
elementos intermedias en la alineacion de éstos y asimismo
potencialmente dafiinos. Los radicales libres del O, y estas modernas
sustancias se designan, en su ligado, especies reactivas del oxigeno
(EROs)%®,
Las especies reactivas de oxigeno mas importantes son:

e Radical hidroxilo (HO)*

e Perdxido de hidrégeno (H20-)

e Anion superdxido (0?°-)
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e Oxigeno singlete (10)
e Oxido nitrico (NO)

e Perdxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

Los radicales libres del oxigeno se categorizan de la forma siguiente:

e Radicales libres primarios o inorganicos. Surgen por transmision de
elementos sobre el atomo de oxigeno, constituyen diversos estados en la
reduccion de este y se determinan tener una vida media muy corta; estos
son el anion superoxido, el radical hidroxilo y el 6xido nitrico.

e Radicales libres secundarios u organicos. Es causado mediante el
traspaso de un electrén de un radical principal a un 4&omo de una
molécula orgénica o por la reaccion de 2 radicales principales entre si,
poseen una vida media un total mas larga que los primeros; los iniciales
atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre.

e Mediadores estables coherentes con los radicales libres del oxigeno.
Formado por un grupo de variedades quimicas que sin ser radicales
libres, son productoras de estas sustancias o trascienden la disminucion
o metabolismo de ellas, entre las que existen el oxigeno singlete, el
per6xido de hidrogeno, el &cido hipocloroso, el peroxinitrito, los

hidroperdxidos orgéanicos’.
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Laoriginaria ERO se forma a partir del Oz es el radical superdxido (02°-),
el cual es un radical libre, puede ser claramente toxico. Muestra una
acotada reactividad con la totalidad de los elementos bioldgicos, toda
cubierta, en medio acuoso, el cual unos han puesto en duda su toxicidad
de por si. Sin embargo, puede propagarse a distancias respectivamente
grandes y hallar situaciones propicias para su accion (medio hidrofobico
como membranas celulares), asi como por su aforo de generar otras
EROs potentes, se cataloga como un agente toxico potencial®,

La disminucion univalente del O»°- forma perdxido de hidrégeno (H202),
mezclado que es una EROs, pero no un RL. A partir del H2O2, y asimismo
del radical O2°-, logra producir facilmente el poderoso agente reactivo
radical hidroxilo (OH-), el cual se retne por la fuerza de Haber Weiss,
logrando la disminucion y oxidacion de trazas de metal en aspecto de
estos compuestos.

No constan técnicas enzimaticas que excluyan las sumas en exceso del

radical OH-, lo que crea atin mas peligroso®.

e’ e e  H:0
o, “3 05" > H:0 » HO'\
5 IH;0

Figura N° 5: Cadena de reacciones que ocurren a partir del O2.

Fuente: Rios M. El estrés oxidativo y destino celular. Revista Quimica Viva. [Revista
en Internet]. 2003; 2 (1): 1 — 4. [Citado el 03 de Octubre 20191°.

Se forman los radicales libres a nivel extracelular e intracelular. Entre las

celulas analogas con la fabricacion de radicales libres del oxigeno
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obtenemos los monocitos, neutrofilos, eosinofilos, y macréfagos, y las
células endoteliales.

Las oxidantes enzimas implicadas son la indolamindioxigenasa, la xantin-
oxidasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa,
la ciclooxigenasa, la monoamino-oxidasa, la lipoxigenasa, y la NADPH
oxidasa. Entre las agentes y sustancias es prominente la conformidad de los
productos ciclicos de naturaleza redox como son: paraquat, diquat, alloxano,
estreptozozina y doxorubicina, con los radicales libres. Asimismo, se
originan radicales libres por la direccion del tetracloruro de carbono,
paracetamol, y furosemida; y, por Gltimo, otros agentes como el humo de
cigarrillos, las irradiaciones ionizantes, el shock térmico, la luz solar, y las
sustancias que oxidan el glutation (GSH) a modo que las fuentes de radicales
libres. Estan algunas circunstancias en que ademas se originan radicales
libres como son®:

e Dieta hipercalorica.

e Antioxidantes en dieta insuficiente.

e Procesos inflamatorios y traumatismos.

e Fendmenos de isquemia y repercusion.

e Ejercicio extenuante.

2.2.5. Efectos de las Especies Reactivas del Oxigeno sobre el metabolismo

celular y mecanismos de proteccion.

El dafio celular por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre otros

macromoléculas®:
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e Lipidos. se origina el mayor deterioro en un proceso conocido como
peroxidacion lipidica, impacta a las estructuras ricas en cidos grasos
poliinsaturados, al alterar la filtracion de la membrana celular
causando edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica
simboliza una sefial de dafio histico que puede ser liberado por el
oxigeno, el perdxido de hidrogeno, el oxigeno singlete, y el radical
hidroxilo®.

e Los insaturados acidos grasos son agregados esenciales de las
membranas celulares, significativas para su trabajo normal, a
excepcioén de, son sensibles a la agresion oxidativa adherido por los
radicales libres del oxigeno. Los componentes que influyen en la
magnitud de la peroxidacion lipidica son:

a) La naturaleza cuantitativa del agente inicializador y cualitativa.

b) Los comprendidos de la membrana en 4&cidos grasos
poliinsaturados y su accesibilidad.

c) La tension de oxigeno.

d) El aspecto del hierro.

e) El comprendido celular de antioxidantes (betacarotenos,
alfatocoferoles, glutation).

f) La aceleracion de enzimas que logran terminar la cadena de

reaccion como el glutation peroxidasa (GSH-Prx).
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El periodo inicia con la fabricacion de radicales libres que transporta a
la alineacion de perdxidos orgénicos y otros productos, a partir de los
acidos grasos insaturados; una vez hechos, estos radicales libres son

los garantes de los bienes citotoxicos®.

e Proteinas. ocurre oxidacion de un grupo de aminoacidos como
tirosina, histidina, fenilalanina y metionina; ademas se constituyen
un cruce de cadenas peptidicas, y por posterior hay elaboracion de
grupos carbonilos®.

e Acido desoxirribonucleico (ADN). Suceden fendmenos de
alteraciones y carcinogénesis, hay lesion de locucion o sintesis de
una proteina por perjuicio a un gen determinado, modificaciones
oxidativas de las bases, delecciones, fragmentaciones,
interacciones  estables ~ ADN-proteinas,  reordenamientos
cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que mueven
genes.

El deterioro puede darse por la variacion (inactivacion/pérdida de
unos genes supresores de tumores que logran la iniciacion,

progresion, o entrambas de la carcinogénesis).

Los genes de tumores son modificados por un simple intercambio
en una base critica de la secuencia del ADNP.

Ante el riesgo que simboliza el perjuicio oxidativo, las células
disponen mecanismos de proteccion: preventivos, secuestradores y

reparadores de este deterioro.
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Los antioxidantes celulares mejor ensayados son las enzimas
catalasa, glutation, y superoxido dismutasa (SOD), peroxidasa.
Antioxidantes enzimaticos menos rebuscado (pero muy
significativos) son la peroxirredoxina y la sulfirredoxina. Otras
enzimas que poseen propiedades antioxidantes tenemos; la
paraoxonasa, la glutation S - transferasa, y la aldehido
deshidrogenasa. El estrés oxidativo, en el ser humano involucra
diversas enfermedades, como la aterosclerosis, la enfermedad de
Parkinson, sensibilidad quimica multiple, la enfermedad de
Alzheimer, encefalopatia midlgica, asimismo puede ser
significativo en el envejecimiento.

Los radicales hidroxilos dan lugar a transmutaciones de
aminoacidos (la alineacion de meta-tirosina y orto-tirosina a partir
de fenilalanina), hidratos de carbono, instruir la peroxidacién de
lipidos, y oxidar nucleos bases. Fuera de los generos reactivos de
oxigeno son beneficiosas ya que son manejadas por el sistema
inmunitario como intermediario para atacar y matar a los

patdgenos, a través de la fagocitosis’.
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Figura N° 6: Esquema que muestra el efecto que producen las
EROs sobre la peroxidacion lipidica. NADPH: Nicotinamida
Adenina Dinucleotido Fosfato reducida; NADP: Nicotinamida
Adenina Dinucleétido Fosfato oxidada; SOD: Superoxido
Dismutasa; CAT: Catalasa; GPx: Glutation Peroxidasa; GSH:
Glutation reducido; GSSG: Glutation Oxidada; MDA:
Malondialdehido.

Fuente: Cruz J, Licea M, Hernandez P, et al. Estrés oxidativo y Diabetes
Mellitus. Rev Mex Patol Clin [Revista en Internet]. México; 2011; 58 (1): 4 - 15
[Citado el 03 de Octubre 2019]%.
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2.2.6. Fundamento tedrico del método DPPH para determinar la

capacidad antioxidante.

Este método fue desarrollado por Blois (1958) para comprobar la
actividad antioxidante de algunas sustancias mediante el uso de un
radical libre estable, el 1,1 — difenil-2-picrilhidracilo (DPPH,;
C18H12Ns06, PM = 394,33). El ensayo se fundamenta en la medicion
del contenido de reduccién de este con el coherente cambio de
coloracion. El electrén impar del &tomo de nitrégeno en el DPPH se
somete mediante la admision de un aomo de hidrégeno derivado de
antioxidantes®.

Mientras el DPPH pueda aceptar un electron o radical para convertirse
en una molécula estable, diamagnética de hidrdgeno, este se puede
oxidar solo con dificultad y de forma irreverente. DPPH muestra una
fuerte banda de absorcidén a 517 nm debido a su electrén impar y en
solucion aparece de un color violeta oscuro y vira a amarillo de acuerdo

a la reaccidn de reduccion se lleva a cabo®.

a O\ ON Anti—Oxidant @\
B ey Lo
. @ ON Herbal extract
DPPH radica Reduced DPPH

Figura N° 7: Reaccion de reduccién del radical DPPH.
Fuente: Capacidad antioxidante (AOC) [en linea]. [Consultado el 3 de octubre del

2019]°.
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2.3. Definicion de términos basicos

e Antiproliferativa: Sustancia que limita la reproduccion celular, actua
sobre células normales, como médula dsea, intestinales, piel o cabello*.

e Antioxidante: Sustancias natural o artificial que previene o retrasa
diferentes tipos de dafio celular, se encuentran generalmente en frutas y
verduras*,

e Aminoacidos: Es una molécula organica con un grupo amino y un grupo
carboxilo, juegan un rol imprescindible en casi todos los procesos
biolégicos*.

e Biactivos: Sustancia quimica presente en pequefias cantidades en frutas,
verduras, nueces, aceites y granos integrales, y previenen enfermedades
cronicas®,

e Glucosinolatos: Responsables del sabor picante de especias como la
mostaza o los rabanos picantes®.

e DPPH: Es el compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl;
constituido  por moléculas estables de radicales libres, usado como
indicador; que al neutralizarse, vira de violeta intenso a incoloro o amarillo
palido®.

e Enzimas: Son moléculas organicas que catalizan reacciones quimicas, son
de naturaleza proteica, pero también de ARN*4,

e Hidrolizados proteicos: Son proteinas que mediante el proceso de

hidrolisis, se hace la rotura de la estructura normal de la proteina®®.
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Oligoelemento: Elemento quimico que se encuentra en las células de los
seres Vivos y es preciso para el desarrollo normal del metabolismo*’.
Paniculas: Es una inflorescencia racimosa compuesta de racimos que
disminuyen el tamafio hacia el apice®.

Peroxidacion lipidica: Es el proceso a través del cual los radicales libres
enlazan electrones de los lipidos en las membranas celulares, proceso
iniciado por un mecanismo de reaccion en cadena de un radical libre®.
Radicales libres: Son un grupo de atomos que poseen un electron (e-)
emparejado, son muy reactivos, en el organismo suprimir un electron a

moléculas firmes para lograr su estadia electroquimica®.
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I11. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Unidad de analisis
Hidrolizado proteico de las semilla y hojas de Moringa oleifera

“Moringa”.

Universo

Semilla y hojas de Moringa oleifera “Moringa”.

Muestra
4 hidrolizados proteicos obtenidos a partir de 160g de semillas y 80g

hojas de Moringa oleifera “Moringa”.

e Criterios de Inclusion
- Semillas y hojas de la especie Moringa oleifera “Moringa”.
- Semillas y hojas provenientes del mercado “San Antonio” de
Cajamarca.
e Criterios de Exclusion
- Semillas y hojas maltratadas.
- Semillas y hojas enfermas, o con algun tipo de manifestacion
patoldgica.

- Semillas y hojas secas.
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3.2. Métodos de investigacion

a. De acuerdo al fin que se persigue.
La presente investigacion fue bésica, ya que estuvo orientada a lograr
nuevos conocimientos de manera sistematica y metddica con el Unico
objetivo de ampliar los ya existentes y sin contrastarlo con ningin aspecto

practico.

b. De acuerdo a la técnica de contrastacion.
La investigacion fue de tipo experimental, pues se realiz6 mediante la
manipulacion de una variable experimental no comprobada, en condiciones
rigurosamente controladas, con el fin de describir la actividad antioxidante
de los hidrolizados proteicos de las hojas y semillas de Moringa Olifera L.

“Moringa” obtenidas.

3.3. Técnicas de investigacion

3.3.1 Obtencidn y seleccidn de la especie vegetal

e 2 Kg de hojas y semillas de Moringa oleifera fueron compradas del
mercado “San Antonio” de la ciudad de Cajamarca.

e Una vez adquirida la muestra, se empacé en bolsa de papel teniendo
en cuenta la temperatura y humedad (que no se maltraten o les llegue
los rayos solares directamente) y se trasladé al Laboratorio de

Quimica de la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo.
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3.3.2

3.3.3.

e Luego se lavaron con agua potable y se secaron al aire libre por
cuatro dias consecutivos, transcurrido este tiempo las semillas
fueron descascarilladas.

e Se selecciond la muestra que se encontrd en mejores condiciones.

Obtencion de extractos proteicos de las semillas y hojas de Moringa
oleifera “Moringa”

Las proteinas de las semillas y hojas de Moringa oleifera “Moringa”,
fueron extraidas usando la siguiente técnica:

En un mortero se colocaron 40 gramos de semillas de moringa (y se
trituraron) y en otro, 20 gramos de hojas trozadas. Ambas muestras se
mantuvieron en un bafio de hielo durante este proceso. A continuacion,
se agreg0 a cada mortero 100 mL de Buffer fosfato salino 50 mM/pH 7
y 10 mL de glicerina 25% v/v y se homogenizé con el pilon hasta
disgregar los tejidos. Se filtro rapidamente en un beaker (evitando que
aumente mucho la temperatura) y se coloc6 en un frasco &mbar cerrado

a -20°C aproximadamente, hasta el momento de su uso.

Extraccién de Papaina de cascaras y semillas de Carica papaya
“papaya”

Antes de comenzar la extraccion se prepard la materia prima, que fue
obtenida en el mercado de Cajamarca, mediante el siguiente

procedimiento:
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a) Se seleccionaron las céscaras de los frutos de papayas inmaduras y
las semillas de papaya de la fruta madura.

b) Los frutos inmaduros fueron lavados y pelados raspando a una
profundidad no mayor de 1,5 mm.

c) Se extrajeron las semillas de los frutos maduros y posteriormente se
limpiaron para eliminar restos de pulpa de fruta

d) Tanto céscaras como semillas fueron pesadas.

e) La extraccion de la papaina contenida en las cascaras y semillas se
realiz6 mediante el método de Extraccion Convencional tipo Soxhlet
segun la técnica usada por Guerra V' y Revetti V (2015).

Para esta investigacion se utilizo, etanol de 96° como solvente de

extraccion y una relacion de sustrato/solvente (expresadas en % p/v) de

1:15, segun la técnica usada por Febres L y Guerra D (2013).

Se tomo una muestra de semillas y céscaras deshidratadas en la estufa
por 72 horas a una temperatura de 50 °C para eliminar la mayor cantidad
de agua posible; se prepararon cartuchos de extraccion con ayuda de
papel filtro e hilo pabilo. Se realiz6 el montaje del equipo Soxhlet,
colocando el cartucho con la muestra; para lograr la evaporacion de
solvente dentro del equipo se abrio el paso de agua. Finalmente, se
encendio la placa calefactora y se inicid el proceso de extraccion. El
proceso de extraccion se llevo a cabo durante 4 horas continuas (o hasta
producir 3 xifoneos como minimo), contadas a partir de la primera gota

de solvente condensado.
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3.3.3

Pasadas las 4 horas se procedio al desmontaje del equipo. Después de
la extraccion, la materia vegetal (residuo) se llevo a cabo el secado en
estufa por 72 horas, tiempo en el cual se garantiza la estabilidad del

peso de la muestra, a 55°C para eliminar el solvente aln presente.

El extracto obtenido se envaso en frascos de vidrio color ambar y
sellados, para evitar la degradacién y oxidacion de los compuestos. Las
muestras se dejaron enfriar en un recipiente para evitar que absorban
humedad del medio ambiente, y posteriormente se refrigeraron

inmediatamente, para evitar su degradacion antes de su uso.

Hidrolisis enzimatica de las proteinas extraidas de las semillas y
hojas de Moringa oleifera “Moringa”

En primer lugar, se prepararon soluciones madre de las enzimas a una
concentracion de 100 mg/mL para papaina y 10 mg/mL para
pancreatina en buffer fosfato 50 mM, pH 7. La temperatura elegida para
la reaccion fue de 38,5 °C. La relacion enzima - sustrato implementada
para cada enzima sera de 10 % v/v, es decir, 10 mL de solucion madre
de la enzima para 90 mL de cada extracto proteico. Estas mezclas
fueron preparadas en matraces y se colocaron en bafio maria.

La reaccion se llevo a cabo durante 6 horas, luego de las cuales se
detuvo agregando 9 mL de acido tricloroacético (TCA) 6,25% (p/v) a
una proporcion de 1 mL de cada muestra, y se dejo reaccionar durante

30 minutos a 4°C.
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3.3.4.

Finalmente, se centrifugaron las muestras a 5000 rpm por 10 minutos,
y se retiraron los sobrenadantes. Estos hidrolizados proteicos fueron

almacenados a 4 °C hasta su uso.

Determinacion de la capacidad atrapadora de radical libres

mediante el método DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo):

Fundamento:

La prueba de DPPH (2,2- Difenil-1-picril-hidrazilo) calcula la
capacidad de un viable antioxidante para someter el radical DPPH. El
compuesto 2,2- Difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical estable,
de color azul-violeta y que impregna radiacion a 517 nm, descolorar
hacia amarillo palido por firmeza con una sustancia antioxidante, por lo
gue su concentracion se puede establecer por métodos
espectrofotométricos y por discrepancia de absorbancias se puede

lograr el porcentaje de captacion de radicales libres®.

NO, NO,
O,N N—N v AH O,N ( \ N—N A
-
NO, D @

NO,

2.2 difenil Dipicrilhidrazilo (radical libre) 2,2 .difenil 1-picrilhidrazilo (no radical)

Morado Amarillo

Figura N° 8: Estructura del DPPH antes del después de la reaccion

con el antioxidante.

Fuente: Alam M, Bristi N, Rafiqguzzaman M. Review on in vivo and in vitro methods
evaluation of antioxidant activity. Saudi Pharmaceutical Journal. 2012; 2 (1): 143 —
1523
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3.3.5.

3.3.6.

Preparacion de la solucion de DPPH:

Se pesaron 2 mg del reactivo DPPH al 99 % en una balanza analitica, a
continuacion, se afiadié a un matraz de aforo de 100 mL y se llevé a
volumen con metanol. El reactivo se prepard el dia de su uso y se
mantuvo aislado de la luz por medio de la defensa del matraz de aforo

con papel aluminio.

Medicién de la actividad atrapadora de radicales libres de los
hidrolizados de Moringa oleifera.

40 pL de cada hidrolizado de Moringa oleifera “Moringa”, se adiciono
a 960 pL de la solucion metanolica de DPPH, esta solucion se
homogeniz6 con la ayuda de un vortex y se llevo a incubar por 30
minutos en bafio maria a 37 °C. Transcurrido el tiempo se determind la

absorbancia a 517 nm en espectrofotometro.

Se utilizé como blanco la solucion metanolica de DPPH, como control
negativo una mezcla de buffer fosfato y DPPH y para el control positivo

se utiliz6 una mezcla de Trolox y DPPH.

Con los efectos de las absorbancias obtenidos, se calculé el porcentaje

de radicales libres DPPH atrapados, usando la siguiente formula:

A =100%(1- (Abs muestra/Abs referencia))

Dénde: A = Porcentaje atrapador de radicales libres.
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3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos

3.4.3. Instrumentos
- Ficha de Recoleccion de datos.
- “Programa Estadistico Sofware 1.B.M. Statistical Package for the
Social Sciences (IBM - SPSS) version 22,0”.

- Programa Baésico Estadistico Excel 2013.

3.4.4. Equipos
- Espectrofotémetro UV/VIS Spectronic 20.
- Estufa.
- Refrigeradora.
- Balanza analitica.
- Bafio maria.
- Centrifuga.
- \Vortex.

- Equipo sholext

3.4.5. Reactivos
- DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) 99%.
- Trolox(R)-(+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) 98%.
- Solucién de buffer fosfato pH 7,4.

- Etanol 96°.
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- Metanol 99,8%.
- Agua destilada.

- Enzimas: Papaina, pancreatina.

3.4.6. Materiales
- Tubos de ensayo.
- Micropipeta automatica rango variable 10 y 100 pL.
- Micropipeta automatica rango variable 100 y 1000 pL.
- Vasos de precipitacion con pico graduado de 50 y 100 mL.
- Fiola con tapa esmerilada de 25, 50, 100, 150, 250 y 500 mL.
- Matraz Erlenmeyer 100 y 1000 mL.
- Pipetas de vidriode 1, 2,5y 10 mL.
- Cubeta de pléastico 1,5 mL.
- Gradillas
- Espatulas.
- Capsulas de porcelana.
- Morteros y pilones.
- Papel de aluminio.

- Frascos de color de ambar con tapa rosca.

3.5. Técnicas de analisis de datos
Los datos obtenidos fueron procesados en el Programa Estadistico
Statistical Package for the Social Sciences (IBM - SPSS) version 22,0 y

fueron expresados en los graficos correspondientes, la técnica estadistica
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a emplear fue el analisis de varianza (ANOVA), que ayudd para comparar
el promedio de los resultados de todos los grupos de estudio y una prueba
post hoc (Tukey) que compara el promedio grupo por grupo. Se considero

el intervalo de confiabilidad del 95 % y como valores de p:
e p<0,05 significativo

e p < 0,01 medianamente significativo

e p<0,001 muy significativo

e p > 0,05 como no significativo

3.6. Aspectos éticos de la Investigacion
Los datos y resultados obtenidos en la presente investigacion fueron
reportados con honestidad, de esta manera se garantizo confiabilidad en

el presente trabajo de investigacion.

Asimismo, se tuvo en cuenta la adecuada proteccion del medio ambiente
que aloja a la especie vegetal en estudio, que es base de la investigacion y

que podria producir valiosos conocimientos a futuro.
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IV. RESULTADO

Tabla N° 1: Absorbancia promedio obtenido de cada grupo experimental.

GRUPO SISTEMA1 SISTEMA2 SISTEMA3 PROMEDIO
BLANCO - - - 0,610
CONTROL 0,577 0,596 0,588 0,587
PATRON 0,059 0,064 0,062 0,062
PROBLEMA 1

(Hidrolizado de hojas 0,262
con papaina)

PROBLEMA 2
(Hidrolizado de hojas 0,449

con pancreatina)

PROBLEMA 3
(Hidrolizado de las 0,572

semillas con papaina)

PROBLEMA 4
(Hidrolizado de
) 0,26
semillas con

pancreatina)

0,267

0,405

0,55

0,215

0,258

0,489

0,596

0,237

0,262

0,448

0,573

0,237
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Gréfico N° 1: Absorbancia promedio obtenido de cada grupo experimenta.

Problema 3
Hidrolizado de  Hidrolizado de
las semillas con

0.573

0.237

Problema 4

semillas con
papaina pancreatina

Interpretacion: En latabla N° 1y grafico N° 1 se observa la absorbancia promedio

para cada grupo experimental, donde el grupo control y el problema 3 son los que

presentan mayores absorbancias; en cambio, el grupo patrén, problema 1 y

problema 4 son los que tienen menores absorbancias.

Tabla N° 2: Porcentaje de captacion de radicales libres por cada grupo

experimental.

ABSORBANCIA

CAPTACION DE

GRUPO
PROMEDIO RADICALES LIBRES (%)
CONTROL 0,587 3,77
PATRON 0,062 89,84
PROBLEMA 1
o . i 0,262 57,05
(Hidrolizado de hojas con papaina)
PROBLEMA 2
N . . 0,448 26,56
(Hidrolizado de hojas con pancreatina)
PROBLEMA 3
- . . 0,573 6,07
(Hidrolizado de las semillas con papaina)
PROBLEMA 4 0,237 61,15
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(Hidrolizado de semillas con pancreatina)
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Grafico N° 2: Porcentaje de captacion de radicales libres por cada grupo
experimental.

Interpretacion: En la tabla N° 2 y grafico N° 2 se observa el porcentaje de
captacion de radicales libres de los 6 grupos experimentales; donde los grupos
problema 2 (26,56%) y el problema 3 (6,07%) son los de menor porcentaje, a
comparacion del grupo patron (89,84%), problema 1 (57,05%) y problema 4
(61,15%) que son los que evidenciaron mayores porcentajes de captacion de

radicales libres.

Tabla N° 3: Analisis estadistico ANOVA de los porcentajes de captacion de

radicales libres de los distintos grupos de experimentacion.

Media
Suma de cuadrados gl . F P
cuadratica
Entre grupos 17589,77 5 3517,95  2706118,34 0,000
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Interpretacion: En la tabla N°3, se muestra el resumen de la prueba ANOVA de

todos los grupos estudiados, obtenemos como resultado para el valor de p = 0,000,

el cual esta en el rango p < 0,05, que indica que hay diferencia significativa entre

grupos. Sr utilizé un IC de 95%.

Tabla N° 4: Prueba estadistica post hoc (Tukey) para comparar los

porcentajes de captacion de radicales libres de los distintos grupos de

experimentacion.

Grupo (a)

Control

Patrén

Hidrolizado
de hojas con
papaina
(HH/Pap)

Hidrolizado
de hojas con
pancreatina
(HH/Panc)

Hidrolizado
de semillas
con papaina
(HS/Pap)

Grupo (b)

Patron

Hidrolizado de hojas con papaina (HH/Pap)
Hidrolizado de hojas con pancreatina (HH/Panc)
Hidrolizado de semillas con papaina (HS/Pap)
Hidrolizado de semillas con pancreatina (HS/Panc)
Control

Hidrolizado de hojas con papaina (HH/Pap)
Hidrolizado de hojas con pancreatina (HH/Panc)
Hidrolizado de semillas con papaina (HS/Pap)
Hidrolizado de semillas con pancreatina (HS/Panc)
Control

Patron

Hidrolizado de hojas con pancreatina (HH/Panc)
Hidrolizado de semillas con papaina (HS/Pap)
Hidrolizado de semillas con pancreatina (HS/Panc)
Control

Patrén

Hidrolizado de hojas con papaina (HH/Pap)
Hidrolizado de semillas con papaina (HS/Pap)
Hidrolizado de semillas con pancreatina (HS/Panc)
Control

Patron

Hidrolizado de hojas con papaina (HH/Pap)
Hidrolizado de hojas con pancreatina (HS/Panc)
Hidrolizado de semillas con pancreatina (HS/Panc)

Diferencia de
medias (a-b)

-86,07000
-53,28000
-22,79000
-2,30000
-57,38000
86,07000
32,79000
63,28000
83,77000
28,69000
53,28000
-32,79000
30,49000
50,98000
-4,10000
22,79000
-63,28000
-30,49000
20,49000
-34,59000
2,30000
-83,77000
-50,98000
-20,49000
-55,08000

Error

estandar

0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944

p valu

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

e
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Hidrolizado
de semillas
con
pancreatina
(HS/Panc)

Control

Patrén

Hidrolizado de hojas con papaina (HH/Pap)
Hidrolizado de hojas con pancreatina (HS/Panc)

Hidrolizado de semillas con papaina (HS/Pap)

57,38000
-28,69000
4,10000
34,59000
55,08000

0,02944
0,02944
0,02944
0,02944
0,02944

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Interpretacion: En la tabla N° 4, se muestra el resumen de la prueba de Tukey. Se

obtuvo que el p valor para la comparacion entre el grupo patrén y el problema 1

(hidrolizados de hojas con papaina) fue 0, 000, de la misma forma para los demas

problemas. Indicando que existe diferencia significativa.
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V. DISCUSION

Los efectos del estrés oxidativo en la poblacion han tenido un notable aumento
en los Ultimos afios. Desde el periodo de los afios sesenta, se ha originado un
estallido en las &reas de exploracion respectivas a los radicales libres y
antioxidantes. Los radicales libres de oxigeno son responsables del desarrollo
de muchas enfermedades e inducen directamente el dafio celular al modificar

proteinas, lipidos o ADN®,

Los esfuerzos han sido dirigidos en la investigacion de potentes antioxidantes
naturales. Asimismo, las hierbas, las especias e infusiones de té son
importantes grupos en la que se basa la exploracion de los antioxidantes
naturales y el hombre los han manejado desde la antigiiedad no s6lo para
aromatizar los alimentos, sino como antisépticos y por sus propiedades

medicinales®.

Los antioxidantes sintéticos a menudo se han utilizado para proteger contra los
radicales libres al eliminar el oxigeno reactivo o al terminar las reacciones en
cadena de los radicales. Por esta razon, se utilizo los hidrolizados proteicos de
semillas y hojas de Moringa oleifera “moringa” para para determinar el efecto

antioxidante®.
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En la tabla N° 1 y gréfico N° 1 se observa la absorbancia promedio para cada
grupo experimental, donde el grupo control y el problema 3 son los que
presentan mayores absorbancias; en cambio, el grupo patron, problema 1y

problema 4 son los que tienen menores absorbancias.

Los radicales libres son moléculas que se derivan del oxigeno, estan en
continua formacion en las células del organismo, y en pequefias cantidades no
producen efectos toxicos. En situaciones normales la produccion de radicales
libres es constante, pero en una concentracion determinada, y son neutralizados
por las defensas antioxidantes propias del organismo, como enzimas (glutation

peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa) 3.

Aunque el oxigeno es fundamental para la vida, también es el principal
causante del envejecimiento y de numerosas enfermedades degenerativas (tales

como: enfermedades cardiovasculares, neuroldgicas, cataratas, cancer, etc.).

En la tabla N° 2 y grafico N° 2 se observa el porcentaje de captacion de
radicales libres de los 6 grupos experimentales; donde los grupos problema 2
(26,56%) y el problema 3 (6,07%) son los de menor porcentaje, a comparacion
del grupo patron (89,84%), problema 1 (57,05%) y problema 4 (61,15%) que
son los que evidenciaron mayores porcentajes de captacion de radicales libres.
Estos resultados concuerdan con la investigacion de Mamani J y Tacora R
(2017)*® en su estudio denominado “Aislado proteico y efecto antioxidante del

extracto de la “moringa” Moringa oleifera “moringa” para la elaboracién de
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una bebida funcional”, obtuvo un contenido proteico de 71,20% en hojas y
88,47% en semillas, en las pruebas bioldgicas se logrd los siguientes valores
PER: HM = 1,28, SM=1,67, control 2,88 y DV: HM = 77,07, SM = 84,07 y
control = 86,77. Estos resultados indican que la hidrolisis enzimética con
alcalasa, pepsina y tripsina puede usarse para producir hidrolizados de
proteinas de semillas de M. oleifera con potencial para ser utilizados como

ingredientes para la formulacion de alimentos funcionales y nutracéuticos®®.

Liang L et al (2019)%, en su estudio denominado composiciones nutricionales
de la semilla de Moringa oleifera india y actividad antioxidante de sus
polipéptidos”, obtuvo que el contenido de proteina en la semilla de Moringa
oleifera de la India era alta al 40,34%, conteniendo siete amino&cidos

esenciales. Quiere decir que los aminoacidos tienen capacidad antioxidante?®.

Una ventaja adicional es la capacidad de producir péptidos de productos
vegetales facilmente disponibles y subutilizados con pocos o ningun efecto
secundario, pero con capacidades protectoras contra sustancias nocivas. Las
proteinas alimentarias son ricas en varios péptidos bioactivos (BAP), que son
capaces de ejercer funciones fisiologicas positivas mas alla de sus funciones
béasicas de proporcionar beneficios nutricionales. Estos BAP son fragmentos de
proteinas especificos, que estan inactivos dentro del polipéptido original.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos primaria de la proteina original

y la especificidad de la enzima hidrolizante empleada, pueden proporcionar un
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grado variado de funciones fisiolégicas tales como antihipertensivos,

antimicrobianos, opioides, inmunomoduladores y actividades antioxidantes®®.,

Ademas, menciona que, la semilla de moringa posee un valioso contenido de
aminoacidos como metionina, cisteina, y de antioxidantes como las vitaminas
C y E, y B-caroteno. Ademas, contiene 7 aminoacidos hidrofébicos; alanina,
valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina y fenilalanina. La actividad
antioxidante esta estrechamente ligada con la composicion de estos
aminoéacidos, debido a que aumentan la solubilidad en la interfaz agua — lipido
e interactuar mejor con los radicales libres. El tamafio molecular juega un papel
importante en la actividad antioxidante; los péptidos que tienen dos a diez
aminoacidos muestran actividad de eliminacion de radicales libres y pueden

inhibir la peroxidacion lipidica®®.

Para esta investigacion, la actividad antioxidante se determiné a través del
método de DPPH (2,2 — Difenil — 1 — picril - hidracilo) que calcula la capacidad
de un viable antioxidante para someter el radical DPPH. En la Tabla N° 2 y
Grafico N° 2 se evidencia el problema 1 (hidrolizados de hojas con papaina),
muestra una actividad antioxidante de 57,05%. Por otro lado, en el problema 4
(hidrolizados de semillas con pancreatina) muestra una capacidad de 61,15%,
observandose que los hidrolizados de semillas con pancreatina muestra una

actividad antioxidante mayor.

Por lo antes mencionado, se le podria atribuir la propiedad antioxidante de los

hidrolizados al contenido de aminoacidos como la cisteina y metionina; el
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posible mecanismo de accion podria estar fundamentada en que la enzima
glutation peroxidasa reducida (R-S-H), dona los electrones al radical libre para
estabilizarlo, produciendo dos moléculas de agua y oxigeno, las cuales son
inocuas para el organismo, de esta forma queda la enzima glutation oxidada
(R-S-S-R), y es aqui en ddonde la cisteina y la metionina podrian intervenir,
gracias a la presencia del grupo Tiol en ambos, compiten por el azufre de la
glutation oxidada y rompen el enlace disulfuro de esta, con ello se reduce a la
glutation para iniciar nuevamente su actividad antioxidante y estabilizar a los

radicales?®,

Las semillas contienen gran cantidad de proteinas globulares, que estan
constituidos por prolaminas, quienes poseen entre 3 - 4 restos de cisteinay 6 a
8 grupos disulfuro, la cisteina, ademas, se caracteriza por adherirse a otra
cisteina, formando cistina, capaz de formar o simular la actividad de la

glutation peroxidasa’®.

Por otro lado, Leung R (2018)%! menciona que los péptidos que contienen
tirosina pueden actuar principalmente a través de un mecanismo de la
transferencia de atomos de hidrégeno o hemoliticos (HAT), mientras que los
péptidos de cisteina, triptéfano e histidina actian principalmente a través de
mecanismos transferencia de electrones individuales (SET), mediante esos dos

mecanismos los aminoacidos desactivan radicales libres®!.
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Cabe aclarar que la propiedad antioxidante de Moringa oleifera también se
podria explicar por la presencia de fitoconstituyentes con capacidad
antioxidante como los flavonoides, entre los cuales tenemos a la quercetina y

kaempeferol, que juegan un significativo papel en el estrés oxidativo.

Finalmente, y por todo lo expuesto en la presente investigacion se concluye en

que los hidrolizados proteicos de las semillas y hojas de Moringa oleifera

“Moringa” tienen actividad antioxidante significativa.
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VI.

CONCLUSIONES

Se determind que los hidrolizados proteicos de las semillas y hojas
de Moringa oleifera “Moringa” tienen actividad antioxidante
significativa, debido a su contenido de secuencias de péptidos
biolégicamente activos que pueden a provecharse para la

formulacion de nuevos aditivos nutricionales y farmacologicos.

Se realiz6 la extraccion de proteinas de semillas y hojas de Moringa
oleifera “Moringa”, es rica en aminoacidos esenciales capaces de
eliminar radicales libres segun su tamafio molecular y solubilidad

para detoxificar y prevenir el dafo celular.

Se realizé la hidrolisis enzimética de proteinas de semillas y hojas
de Moringa oleifera “Moringa” con enzimas naturales como papaina
y pancreatina, usando el método DPPH, dando como resultado una

actividad antioxidante significativa en ambos hidrolizados proteicos.

La capacidad atrapadora de radicales libres mediante el método de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), que alcanzé los hidrolizados
proteicos de las hojas de Moringa oleifera “Moringa, fue de 57,049;
y de las semillas de Moringa oleifera fue de una concentracion de

61,148%, demostrando actividad significativa antioxidante.
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Vil. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar un estudio de todas las partes de la planta,
con la finalidad de encontrar donde existe la mayor concentracion de

metabolitos de interés.

e Realizar un estudio de toxicidad de la planta para identificar la dosis

toxica.

e Emplear otros métodos de actividad antioxidante.

e Tener en cuenta ciertas condiciones como son vollimenes,

calibracion de equipos, tiempos de medicion y la presencia de luz

para la obtencion de resultados mas preciso
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ANEXOS



GALERIA FOTOGRAFICA

Fotografia N° 1. Lavado y seleccion de Carica papaya ‘“Papaya”.

Fotografia N°2. Obtencion de la cascara de Carica papaya “papaya” para

obtencion de Papaina.
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Fotografia N° 3. Obtencion de semillas de papaya para extraccion de papaina.

Fotografia N° 4. Filtracion y obtencion de las enzimas papaina y pancreatina.
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Fotografia N° 5. Semillas y hojas de Moringa oleifera “Moringa.
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Fotografia N° 6. Obtencion de extractos proteicos de las hojas de

Moringa oleifera “Moringa.

Fotografia N° 7. Medicidn de la actividad atrapadora de radicales libres de

los hidrolizados de Moringa oleifera “Moringa.
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