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RESUMEN EJECUTIVO

La atribucion de propiedades medicinales e industriales de Moringa
oleifera ha incrementado su consumo en los Gltimos afios. En el Ecuador se
cultiva en zonas subtropicales y tropicales presentando altos niveles de
adaptacion por la similitud de las condiciones climaticas respecto a su lugar de

origen atribuido al Nord este y Sur de la India.

En la provincia de Bolivar se cultivan y expenden hojas secas y
pulverizadas como un suplemento nutricional rico en proteinas, pero se
desconocen por completo la cantidad (porcentaje) y calidad (caracterizacion)
de las mismas. Se han reportado a nivel mundial contraindicaciones para la
salud sobre el consumo de esta planta siendo una de las mas relevantes los

problemas gastricos.

En este estudio se ha podido cuantificar el porcentaje de proteina a
través de un analizador elemental obteniéndose un 25,77% en la harina
procesada. Por otra parte, el porcentaje de proteina de los concentrados
obtenidos por el método de punto isoeléctrico modificado determind que el pH
5.0 es el més recomendable para la extraccion de proteinas obteniendo un
40.66 %. Como resultado de la caracterizacién por electroforesis SDS-PAGE
se identificaron 4 proteinas de 12, 46, 53 y 218 kDa. Para la simulacion del
proceso gastrointestinal in vitro se utilizaron pepsina, pancreatina y sales
biliares realizando variaciones de pH para simular un adulto con problemas

gastricos (pH 1.2), un adulto sano (pH 2.0) y un nifio no lactante (pH3.2).

Una vez culminado el proceso de simulacién gastrointestinal las
proteinas volvieron a ser caracterizadas encontrandose que en nifios no
lactantes, 3 de las 4 proteinas cuyos pesos moleculares son 12, 45 y 52 kDa
respectivamente; no han sido totalmente digeridas, esto sugiere que podrian
tener consecuencias no deseadas para su salud, pudiéndose manifestar desde un
simple proceso diarreico hasta un proceso de reaccion alérgica, sin embargo se

necesitarian mas estudios y pruebas in vivo para corroborar esta informacion.

Palabras claves: Moringa oleifera, punto isoeléctrico, digestibilidad

gastrointestinal, electroforesis de proteinas, in vitro.



ABSTRACT

The attribution of medicinal and industrial properties of Moringa
oleifera has increased its consumption in recent years. In Ecuador it is
cultivated in subtropical and tropical zones presenting high levels of adaptation
due to the similarity of climatic conditions with respect to its place of origin
attributed to the North East and South of India.

In the province of Bolivar, dried and powdered leaves are cultivated
and sold as a nutritional supplement rich in proteins, but the quantity
(percentage) and quality (characterization) of them are completely unknown.
Contraindications to health have been reported worldwide on the consumption

of this plant being one of the most relevant gastric problems.

In this study it was possible to quantify the percentage of protein
through an elemental analyzer, obtaining a 25.77% in the processed flour. On
the other hand, the protein percentage of the concentrates obtained by the
modified isoelectric point method determined that pH 5.0 is the most
recommended for the extraction of proteins, obtaining 40.66%. As a result of
the SDS-PAGE electrophoresis characterization, 4 proteins of 12, 46, 53 and
218 kDa were identified. For the simulation of the gastrointestinal process in
vitro, pepsin, pancreatin and bile salts were used, performing pH variations to
simulate an adult with gastric problems (pH 1.2), an adult healthy (pH 2.0) and
a non-lactating child (pH3.2).)

Once the gastrointestinal simulation process was completed, the
proteins were again characterized, finding that in non-lactating children, 3 of
the 4 proteins whose molecular weights are 12, 45 and 52 kDa respectively;
they have not been completely digested, this suggests that they could have
undesirable consequences for their health, being able to manifest from a simple
diarrheic process to an allergic reaction process, however more studies and in

vivo tests would be needed to corroborate this information.

Key words: Moringa oleifera, isoelectric point, gastrointestinal

digestibility, protein electrophoresis, in vitro.
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INTRODUCCION

Moringa oleifera es un arbol perteneciente a la familia Moringaceae,
originario de la India sur de Himalaya, pero se ha introducido en diferentes
lugares como: Asia, Africa, América, Europa y Oceania, existen 13 especies
dentro del mismo género en areas tropicales y subtropicales a altitudes de hasta
2000m. (Yang, Xiao yue Wang, Xue Min, Zi Tong, & Jian Pping, 2018)

Debido a que esta planta se considera de gran beneficio para la salud
humana, es comun encontrar plantaciones de esta en varios paises por su
multipropdsito, la mayoria de sus usos son medicinales e industriales. (Coz, y
otros, 2018)

En el Ecuador a partir del afio 2016 existen plantaciones de Moringa en
las regiones de: la Peninsula de Santa Elena, Guayaquil y Pedernales; es
conocido como "el arbol milagroso” ya que se utiliza principalmente para fines

medicinales y dietéticos. (Landazuri, y otros, 2018)

Tradicionalmente, la mayoria de las partes de Moringa se han utilizado
para tratar diversas enfermedades, incluyendo escorbuto, tumores abdominales,
llagas, histeria y vejiga helmintica. En las Gltimas décadas, un nimero
creciente de estudios ha evaluado los efectos y beneficiosos de la Moringa
contra enfermedades como la obesidad y diabetes. (Mengfei, Junjie, &
Xiaoyang, 2018)

La Moringa contiene un alto nivel de proteinas, vitaminas, A, By C, B-
caroteno, minerales incluyendo el acido folico y compuestos antioxidantes,
siendo muy recomendable para mujeres embarazadas y personas en general.
(Leone, y otros, 2016)

Las proteinas contenidas en las hojas pueden variar desde 29.1 a 35. 3g/
100g de peso en seco, por esta razon, en la Gltima década la FAO promovio6 un
programa para el uso de la Moringa dirigido a la poblacion infantil con altos

indices de desnutricion y a madres gestantes. (Martin, y otros, 2013)
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Realizando una comparacién del promedio de proteinas registrado en la
moringa (30%) con la proteina de leche en polvo (35%) existe poca diferencia,
al parecer toda la proteina es asimilable. (Sanchez, Martinez, Sinagawa, &
Vazquez, 2013)

Las hojas de Moringa oleifera representan menor riesgo en la salud,
entre las sustancias toxicas encontradas resaltan los alcaloides morginina,
moringina y spirochin; las cuales en su mayoria estan situadas en la raiz, al
parecer las hojas son seguras. (Terrazas, Garcia del Carpio, Albarracin, &
Fernandez, 2017)

El grado de digestibilidad gastrointestinal in vitro simula condiciones
fisioldégicas humanas en diferentes tipos de personas; es asi que para la
simulacion de la digestibilidad de las proteinas se utilizaron diferentes pHs.
Para simular la condicion de personas con enfermedades gastricas se trabaj6 a
un pH 1,2; para el caso de personas adultas en condiciones sanas el pH del
estomago es de 2,0; y para el caso de nifios no lactantes se utilizd6 un pH

cercano a 3,2. (Puruncajas, 2017)
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CAPITULO 1

EL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

En los ultimos afios se ha evidenciado el aumento progresivo del
consumo de Moringa oleifera a nivel mundial debido a su alto contenido de
proteinas con distintas capacidades biologicas, pero no existen estudios
respecto al contenido de proteinas (porcentaje) y el perfil de estas (tipo), asi
como la capacidad del organismo humano para digerirlas. Se han reportado
algunas contraindicaciones como insomnio, diarreas, afecciones metabdlicas y
nerviosas. En el Ecuador, provincia Bolivar, canton Guaranda, parroquia
Salinas en la comunidad Chazo Juan se han implementado plantaciones que
luego son comercializadas, pero carecen de estudios cientificos que respalden
la calidad del producto, sus beneficios o perjuicios para la salud y las formas

adecuadas en las que este se debe consumir.
1.2.  Formulacién del problema

¢Los concentrados proteicos de las hojas de Moringa oleifera son

completamente digeribles a nivel gastrico y duodenal?

17



1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la digestibilidad gastrica y duodenal in vitro en

concentrados proteicos de Moringa oleifera.

1.3.2. Obijetivos especificos

o Identificar el porcentaje de proteinas que contiene Moringa oleifera.
o Caracterizar a nivel molecular las proteinas de Moringa oleifera.
e Verificar si las proteinas son digeridas en su totalidad a nivel gastrico y

duodenal mediante técnicas in vitro.

18



1.4.  Justificacion de la investigacion

Los problemas nutricionales a nivel mundial han ido evolucionando con
el pasar del tiempo. Si bien, se han hecho avances importantes al respecto,
persiste desconocimiento sobre los beneficios de mantener una dieta
balanceada entre carbohidratos, proteinas y lipidos, por parte de la poblacion.
En el Ecuador el consumo excesivo de carbohidratos ha traido problemas
graves para el sistema de salud como el aumento de casos de diabetes,
hipertensién,  obesidad, problemas cardiovasculares, y problemas

gastrointestinales.

Las fuentes de proteina son diversas y han aparecido nuevos
suplementos nutricionales que varian de acuerdo con su concentracion tales
como: aislados, concentrados e hidrolizados proteicos de diversas fuentes como
la soya, la leche, los huevos, el pescado. En los Gltimos afios se han venido
desarrollando estudios sobre nuevas matrices vegetales y animales y una de las
mas destacadas es la Moringa oleifera, matriz vegetal de origen hindu que

posee un alto contenido de proteina (aproximadamente 28,7 %).

Existen publicados varios estudios respecto a los beneficios del
consumo de esta planta, pero existen muy pocos sobre los problemas
reportados entre los que podemos destacar problemas gastricos, insomnio,

afecciones metabdlicas y nerviosas.

Es por tanto necesario investigar el porcentaje y el tipo de proteinas (a
nivel molecular) que tienen los quimiotipos de Moringa oleifera que se
producen y consumen en el Ecuador y analizar la capacidad del organismo
humano para digerirlas, realizando los ensayos (pruebas in vitro) a nivel de
laboratorio, valiéndonos de la tecnologia para el escalamiento posterior de la

investigacion.

La Universidad Estatal de Bolivar y el Departamento de Investigacion
han hecho inversiones importantes en cuanto a infraestructura, equipamiento y
personal capacitado lo que le ha permitido tener uno de los mejores centros de
investigacion del pais y de Latinoamérica. EI Grupo AFROPROBIOPEP ha

venido desarrollando investigaciones importantes respecto a las proteinas y
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péptidos bioactivos, realizando importantes publicaciones de caracter mundial.
Con el fin de aprovechar al méximo estas capacidades, se justifica la

realizacion de la investigacion propuesta en este documento.
1.5. Limitaciones

Limitacion en las fuentes de informacion bibliografica respecto al
contenido molecular de proteinas de la Moringa oleifera para el

establecimiento de conclusiones.

Falta de capacidades técnicas (falta de practicas para manejo de equipos

y protocolos) para la realizacion de ensayos de laboratorio.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1.1. Origen y distribucion geogréfica de la planta

Figura 1. Hojas de Moringa oleifera
Fuente: (Suradech Kongkiatpaiboon, 2016)

Moringa oleifera es la especie mas conocida del genero Moringa. Es
un arbol originario de sur de Himalaya, noreste de la India, Bangladesh,
Afganistan, Pakistan y ampliamente distribuida en regiones tropicales y
subtropicales. Se encuentra diseminado en una gran parte del planeta, y en
América Central fue introducida en 1920 como planta ornamental. (Villareal &
Ortega, 2014)

Esta planta habita en los lugares mas pobres y donde predomina la
necesidad de nutrientes. Fue redescubierta por los Médicos sin Fronteras entre
1974 y 1976 ya que hay registros que indican que, en 1992, varios médicos
guedaron varados en Malawi y como no tenian como alimentar a la gente, les
dieron las hojas de Moringa como una alternativa alimentaria. Debido a esto se
le llama el arbol milagroso, arbol de la vida, porque salvo a muchas personan
que padecian de hambre. (Gomez L., 2013)

Moringa oleifera es una planta que ha adquirido gran importancia en
los ultimos afios, debido a la gran diversidad de usos que se le ha dado; es un
arbol pequefio perenne, de crecimiento rapido perteneciente a la familia
Moringaceae y en la actualidad existen solamente 13 especies dentro del
género Moringa, la mas popular la Moringa Oleifera Lam debido a sus grandes

propiedades medicinales y curativas. Es cultivada principalmente en lugares de
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clima tropicales secos en varias regiones del mundo. (Estrada, Hernandez, &
Guerrero, 2016)

Se la conoce comunmente con varios nombres como marango, reseda,
arbol de rébano, arbol de los milagros, arbol de baqueta, angela, arbol de los
esparragos, arbol de las perlas, arbol de ben, entre otros, es una de las especies
mas conocidas y més ampliamente distribuidas por el mundo. (Villareal &
Ortega, 2014)

El cultivo del arbol de Moringa oleifera ha aumentado enormemente
para mejorar la seguridad alimentaria y reducir la desnutricion, en particular
para las mujeres en edad fértil en las regiones en desarrollo. (Raman, Alves, &

Gnansounou, 2018)

En la década de 1990 se encontrd que, gracias a su alto contenido
proteico, la administracion proteica de Moringa oleifera a madres en lactancia
en situacion de inanicion extrema aumentaba la produccion de leche,

posibilitando asi la supervivencia de los nifios. (Olson, y otros, 2016)
2.1.2. Historia de la Moringa en el Ecuador

Moringa Oleifera fue introducida en el Ecuador en el afio 2009 cuando
el zootecnista Fausto Mantilla en uno de sus viajes mostro interés por esta
planta que permite combatir la desnutricion infantil. Se trajo unas semillas para
realizar investigaciones de su adaptacion en el suelo, plagas, interaccion con la
biodiversidad local, para lo cual descubri6 que el suelo ecuatoriano es muy
favorable para su produccion. En ese mismo afio decidieron crear la empresa
ECUAMORINGA. Iniciando con la obtencion de la semilla desde el exterior e
implementando los primeros cultivos de la planta y bosques de Moringa
oleifera en diferentes lugares de pais como en Santa Elena, Porto Viejo,

Machala, y pequefios agricultores en Naranjito y Salitre. (Estupifian , 2017)
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2.2. Bases teoricas
2.2.1. Composicion molecular

La Moringa tiene una amplia gama de compuestos bioactivos que se
pueden obtener a partir de diferentes estructuras vegetativas, como hojas,
semillas, tallos y cascaras de las vainas. Estas moléculas bioactivas incluyen
carbohidratos, compuestos fendlicos, aceites, &cidos grasos, proteinas y
péptidos funcionales y tienen un gran potencial para usarse en varias

formulaciones de productos alimenticios. (Sausedo, y otros, 2018)

Moringa oleifera ha sido reconocida por su alto contenido de proteina
ademas son ricas en 4&cidos fenolicos, flavonoides, glucosinolato e
isocinocinatos. Los flavonoides presentes en esta planta, por ejemplo,
quercetina y kaempeferol, juegan un importante papel que reduce el estrés
oxidativo, con efectos antihipertensivos, antiproliferativos y antiinflamatorios.
Ademas, se ha informado que el kaempferol induce la detencién del ciclo

celular en células de cancer de colon humano. (Cuellar, y otros, 2018)
2.2.2. Uso nutricional

La Moringa ha sido recomendada por Organizacion de la Naciones
Unidas (ONU) para complementar la dieta. Algunos estudios muestran que es
segura su ingesta de hasta 1g por kg corporal. (Velazquez, Peon, Zepeda, &
Jimenez, 2016)

Sus hojas pueden ser consumidas frescas, secas 0 molidas; las hojas
frescas, las vainas de frutas y los extractos tienen un alto valor nutritivo,
incluidas proteinas, vitaminas, minerales y fotoquimicos. (Raman, Alves, &

Gnansounou, 2018)

En la hoja, el &cido linoleico es el mas abundante: mientras que en el
resto de la planta el predominante es el palmitico. (Velazquez, Peon, Zepeda, &
Jimenez, 2016)

Se describe que onza por onza, las hojas de Moringa, contienen cuatro

veces mas vitamina A que las Zanahorias, cuatro veces mas calcio que la leche,
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siete veces la cantidad de vitamina C de las naranjas, tres veces mas potasio
que los platanos, cantidades significativas de hierro, fosforo y otros elementos.
(Mora & Gacharna, 2015)

Alimentos, I Partes de la Moringa y sus usos I
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medicina e industria
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Figura 2. Partes de la Moringa oleifera
Fuente: Gomez, Pita, & Zumalacarregui (2016)

2.2.3. Propiedades medicinales

Alrededor de 100 g de hoja fresca pueden suplir las necesidades diarias
de calcio, cerca del 80% de las necesidades de hierro y la mitad de las proteinas
necesarias. Se ha informado que Moringa Oleifera tiene propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes. Ademas, se ha demostrado
que tiene efectos contra los trastornos neurodegenerativos. (Omotoso, y otros,
2018)

La comunidad cientifica describe en los Gltimos afios el mecanismo de
accion en muchas de estas propiedades curativas debido a una multitud de
estudios metodoldgicos in vivo como in vitro. (Doménech, Durango, & Ros,
2017)

2.2.4. Proteinas

Las proteinas son sustancias organicas complejas y de elevado peso
molecular, formadas por la union de aminoacidos. Constituyen los principales

elementos estructurales de las celulas y realizan funciones vitales para todos

24



los seres vivos. La importancia de la ingesta de proteinas se debe a que el
humano no las puede generar por si mismo, sino las obtiene a través de los
alimentos, tanto vegetales como animales. Las proteinas son moléculas
formadas por aminoacidos, normalmente esta constituida por 300 aminoacidos.
(Bakker, 2017)

2.2.5. Proteinas de Moringa.

Se caracterizaron varios constituyentes quimicos en las hojas secas y en
polvo de Moringa oleifera. La muestra de polvo de hoja examinada contenia
28.7% de proteina cruda, 7.1% de grasa, 10.9% de ceniza, 44.4% de
carbohidratos, 3.0 mg de calcio y 103.1 mg de hierro por 100 g, 20.7 mg de
taninos /g, 17 mg de nitrato /g, 10.5 mg de oxalato /g, 161 ug de p-caroteno /g
y 47 pg de luteina /g.

El extracto seco contenia 22.6% de fibra, 2.73% de ceniza, 3.78% de
proteina, 9.53% de azUcares totales, 0.00746% de calcio, 0.0549 % de hierro, y
0,0468% de catequinas / flavonoides totales (0,0323% de epicatequina). No se
encontraron carotenoides, vitamina C o fitosteroles en el extracto. (Stohs &
Harmant, 2015)

2.2.6. Aisladoy concentrados proteicos

Los aislados proteicos son la forma comercial méas purificada de los
extractos proteicos, que se logra eliminando algunos componentes ya sea por
hidrélisis o por posterior precipitacion controlando los diferentes parametros
como pH, temperatura, solubilidad y otros que permiten el enriquecimiento de
la proteina requerida obteniendo el producto final con un 90% o mas de
proteina. (Herrera P. , 2015)

Los concentrados proteicos vegetales resultan de un enriquecimiento
del material en su contenido proteico, mediante una separacion paulatina de sus
componentes no proteicos (lipidos, fibra, carbohidratos, minerales, etc.), de tal
manera que sus propiedades nutricionales no se pierdan. Segun el Codex, para
productos de soya, un concentrado debe tener entre 65 y 90% de proteina en
base seca y en el caso de productos de otro tipo de vegetales son considerados
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proteicos cuando tienen un porcentaje de proteina mayor de 40%. (Herrera P. ,
2015)

2.2.7. Electroforesis de proteinas

La técnica de electroforesis es un método analitico en el que se separan
biomoléculas, de otros factores, fue empleada por primera vez por Tiselius
(1937), quien descubre que las proteinas se podian separar por accion de un
campo eléctrico. Raymond y Weintraub (1959), emplearon como soporte un
gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente la técnica fue perfeccionada.
Laemmli (1970) describié una nueva técnica que logra un aumento en la
resolucion por la utilizacién de dodecil sulfato de sodio (SDS). En los afios
posteriores se emplearon agentes reductores y SDS, para la determinacion del
peso molecular de las proteinas en lo que se denomind electroforesis en geles
de poliacrilamida con SDS o bien SDS-PAGE. (Garcia, 2000)

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar
macromoléculas en funcion del tamarfio, la carga eléctrica y otras propiedades
fisicas. Es una técnica de separacion basada en la movilidad de las
biomoléculas en una fase liquida sometida a un campo eléctrico. Las moléculas
que posean carga negativa migraran hacia el polo positivo de un aparato

electroforético y viceversa. (Pefia, Ramirez, & Barrera, 2013)

La electroforesis en geles de poliacrilamida ha sido la técnica de
eleccion para el analisis de la composicion proteica de un determinado tipo de
células. Segun la naturaleza de la carga neta, las particulas cargadas migraran
hacia el catodo (+) o hacia el 4nodo (-). La fuerza motriz de la electroforesis es
la tensidn eléctrica aplicada a los electrodos en ambos extremos del gel.
Cuando se ha completado una electroforesis, las moléculas mas pequefias han
llegado al anodo, entonces se pueden “revelar” mediante la adicién de un
colorante especifico para hacerlas visibles. Hoy en dia se emplea la tincion con
plata, azul de Coomassie o reactivos fluorescentes para las proteinas. Es
esencial, para el caso de las proteinas pequefias, una rapida tincién, destincién

y fijacion de color, para evitar su elucion.
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La tincion con nitrato de plata es exclusivamente cualitativa y no puede
ser utilizada para cuantificar proteinas. El colorante azul de Coomassie es el
mas aceptado para el gel de electroforesis, el cual se une a las proteinas y la
intensidad de coloracion es relativamente hasta cierto punto independiente de
la concentracion y naturaleza quimica de las proteinas, es el mas recomendado
para cuantificar una proteina. (Carrillo, Candia, Lugo, Espinoza, & Noriega,
2013)

2.2.8. Técnicas in vitro

Los estudios en humanos se dificultan por consideraciones éticas y
técnicas. Por esta razon se ha desarrollado la aplicacion de modelos in vitro que
utilizan condiciones que ocurren en los procesos in vivo. En general lo que le
sucede a las proteinas durante el proceso de digestién ha sido estudiado en

sistemas in vitro usando proteasas. (Carrillo W. , 2014)

El método in vitro que simula los procesos de digestion son
ampliamente utilizados para estudiar el comportamiento gastrointestinal de
alimentos o productos farmacéuticos. Este método tiene la ventaja de ser mas
rdpido, menos costoso, menos intensivo en mano de obra y no tiene
restricciones éticas, tienen en cuenta la presencia de enzimas digestivas y sus
concentraciones, pH, tiempo de digestion y concentraciones de sal, entre otros

factores. (Minekus, y otros, 2014)
2.2.9. Digestibilidad gastrointestinal in vitro

La digestibilidad es el aprovechamiento de un alimento, es decir, la
facilidad con que es convertido por el aparato digestivo en sustancias Utiles
para la nutricion. Comprende dos procesos, la digestion que corresponde al
hidrolisis de las moléculas complejas de los alimentos y a la absorcion de

pequefias moléculas con aminoacidos y acidos grasos en el intestino.

El organismo humano ha desarrollado un sistema complejo para
descomponer los alimentos y extraer los nutrientes que necesitan para mantener

una adecuada salud. Los estudios en sistemas animales son una alternativa
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eficaz para remplazar los estudios en sistemas humanos especialmente cuando
se refiere al caso de las alergias. (Vallejo Ibarra & Ramos Moya)

La digestibilidad de las proteinas vegetales es muy importante para su
uso en la industria alimentaria, farmacéutica y médica. Por esta razon es
importante conocer su contenido de posibles alérgenos. (Greffa, Barrionuevo,
Vilcacundo, & Carrillo , 2018)
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2.3.  Definicion de términos

Moringa: Se trata de un &rbol originario de la India, la planta y sus
frutos son empleados para la alimentacion de los animales y de los humanos ya
que presenta un alto contenido de vitamina, proteinas, minerales y

antioxidantes que confieren sobresalientes cualidades para la nutricion.
Oleifera: se atribuye a la planta que contiene aceite.

Punto isoeléctrico: Se define como el pH en el cual el numero de
cargas positivas se iguala al nimero de cargas negativas que aportan los grupos
ionizables de una molécula. En el punto isoeléctrico la carga neta de la
molécula es (0).

pH: Es un pardmetro utilizado para medir el grado de acidez y
alcalinidad de una sustancia, especificamente mide la cantidad de iones de

hidrégeno que contiene una solucion determinada.

Liofilizacion: Es un proceso que tiene como objetivo separar el agua (u
otros solventes) de wuna disolucion mediante congelacion y posterior
sublimacion del hielo a presion reducida, es el mejor método para secar
compuestos organicos e inorganicos sin alterar su composicion cualitativa o

cuantitativa.

Electroforesis: Este método consiste en la separacién de particulas por
medio de una corriente eléctrica, dividiendo las moléculas de una solucion
seglin su tamafio y su carga eléctrica dependiendo del pH de la solucion, estas
se desplazaran en el momento que sean sometidos a un campo eléctrico, la
movilizacién de las particulas se desarrollara al polo, es decir si la molécula es

de carga negativa se desplaza al polo positivo y viceversa.

Digestibilidad: La digestibilidad es una forma de medir el
aprovechamiento de un alimento, es decir, la facilidad con que es convertido en
el aparato digestivo en sustancias Utiles para la nutricion. Comprende dos
procesos, la digestibilidad que corresponde a la hidrdlisis de las moléculas
complejas de los alimentos, y la absorciobn de pequefias moléculas

(aminoacidos, acidos grasos) en el intestino.
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In vitro: Es la técnica que se realiza fuera del organismo, dentro de un
tubo de ensayo, en un medio de cultivo o en cualquier otro ambiente artificial

estéril.

Concentrado proteico: Se denomina concentrado proteico a aquel
producto alimenticio obtenido de harinas de origen vegetal o animal. A estas
harinas de les ha elevado el contenido proteico mediante una serie de
tratamientos originando un producto alimenticio con menos contenido graso,

mayor contenido de proteinas y con un valor nutritivo.

Sobrenadante: Parte superior clara de cualquier mezcla después de ser
centrifugada.

Centrifugacion: Se usa para separar muestras heterogéneas en funcion
de parametros como la velocidad de sedimentacion o la densidad de flotacion.
Método por el cual se genera una fuerza vectorial mediante la rotacién de un
rotor en una maquina llamada centrifuga. En el rotor se puede disponer tubos

conteniendo material en solucién o suspension.

Filtracion: Separacion de particulas sélidas de liquidos, usando un

material poroso que solo permite el paso del liquido.

Enzima: Proteina producida por células vivas que actia como

catalizador de reacciones quimicas especificas en los procesos metaboélicos.

Pepsina: Enzima digestiva que se segrega en el estbmago y que
hidroliza las proteinas en el estomago. Fue la primera enzima animal en ser

descubierta, por Theodor Schwann en 1836.
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2.4. Sistema de hipétesis

2.4.1. Determinacion cuantitativa de proteina de concentrados proteicos

de Moringa Oleifera.

HO: El contenido proteico de concentrados de moringa es igual en

todos los pH de precipitacion.

H1: Por lo menos uno de los contenidos proteicos no es igual a los

demas.

2.4.2. Digestibilidad gastrointestinal de concentrados proteicos de

Moringa Oleifera.

HO: Todos los concentrados proteicos de moringa oleifera son

digeridos a nivel gastrointestinal.

H1: Al menos una de las proteinas caracterizadas de la moringa

oleifera no es digeridas a nivel gastrointestinal.
2.5.  Sistema de variables
2.5.1. Variable independiente

Precipitacion de concentrados proteicos de Moringa Oleifera por su

punto isoeléctrico.

2.5.2. Variable dependiente

Digestibilidad gastrica y duodenal in vitro de concentrados proteicos de

Moringa Oleifera.
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CAPITULO 3

MARCO METODOLOGICO

3.1.  Nivel de investigacion
3.1.1. Tipo de investigacion

Este estudio es de tipo experimental con abordaje cuantitativo.
3.1.2. Investigacion experimental

Se entiende por investigacion experimental a la aplicaciéon de un
conjunto de manipulaciones, procedimientos y operaciones de control, de tal
forma que proporcionan informacion no ambigua sobre el fendmeno que se
trata de estudiar. Se trata de demostrar que la manipulacion de una variable
independiente produce un cambio en la variable dependiente. Esto permite
cuantificar el cambio inducido por el tratamiento experimental y garantiza la

posibilidad de verificar las variaciones.
3.1.3. Investigacion de laboratorio

Se desarrolla en un ambiente artificial, para realizar la investigacion, ya
sea en un aula de laboratorio 0 un centro de simulacién de eventos que cuenta

con las instalaciones necesarias y el equipamiento adecuado.
3.1.4. Investigacion prospectiva

Se registra la investigacién segin van ocurriendo los fenémenos.
3.2. Disefo

El disefio utilizado fue completamente al azar y la técnica estadistica de

ANOVA de un factor con tres repeticiones.
3.2.1. Localizacion de la investigacion

La presente investigacion se desarrolld en las instalaciones de los

Laboratorios de Investigacion (Biofabrica) de la Universidad Estatal de Bolivar
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ubicada en la cuidad de Guaranda, Sector campus Laguacoto Il. Direccion Via

Guaranda-San Simén Km 1 Y.
3.3.  Técnicas e instrumentos
3.3.1. Material experimental

Hojas de Moringa oleifera, planta originaria de la comunidad Chazo

Juan, adquirida en la parroquia de Salinas del Cantén Guaranda.

3.3.2. Obtencion de harina, aislados y concentrados proteicos de Moringa

oleifera

Para la obtencion de la harina, las hojas de Moringa fueron colocadas
en el molino electrénico Retsch CYCLONE MILL, a 10 g le fueron afadidos
100mL de agua destilada, esta mezcla fue llevada a agitacion a temperatura

ambiente durante 30 min.

Se obtuvieron los aislados proteicos siguiendo el método descrito por
Martinez y Afion (1996), con modificaciones. La técnica utilizada es la de
extraccion de proteina por su punto isoeléctrico. Se trabajé con una relacién de
peso/volumen 1:10, 10 g de harina de Moringa fueron disueltos en 100 mL de

agua destilada.

Para ajustar el pH hasta llegar a 8.0 fue afiadido NaOH 2N, el pHmetro
utilizado fue un HANNA HI 2221, la mezcla fue centrifugada a una
Temperatura de 5°C y 4500 RPM durante 20 min utilizando la Centrifuga
Eppndorf 5804R. El sobrenadante fue filtrado descartando los residuos. Dicho
sobrenadante se llevo a agitacion durante 30 min, y se ajusté a pH 3.0 con una
solucion de HCI 2N. EI mismo procedimiento fue repetido a pHs de 4.0, 5.0 y
6.0. Las muestras fueron refrigeradas a 5°C durante 48 h. La proteina
precipitada fue neutralizada a pH 7.0. Las muestras fueron ultracongeladas a -
80°C vy finalmente liofilizadas en el equipo CHRIST modelo Alpha 1-4
LDplus.
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3.3.3. Calculo del porcentaje de proteinas

Se realiz6 la cuantificacion de proteina de Moringa oleifera mediante la
norma espafiola 15104. Para esta determinacion se utilizo el equipo Analizador
Elemental marca VARIO MACRO CUBE, obteniendo el porcentaje de
Nitrogeno que posee la muestra y el factor de correccion de 6.25.

Se elaboraron 6 pastillas sin muestra para calibrar el equipo. Estas se
construyen sobre una envoltura de aluminio en forma de canasta, y se afiade
sulfanilamida en un rango de 19 a 23mg, con una minima cantidad de
tungsteno. Luego se realiza el mismo proceso, pero con las muestras de
Moringa oleifera analizando 4 muestras de acuerdo a cada pH de precipitacion

y tres repeticiones de cada una.
3.3.4. Digestibilidad gastrointestinal in vitro

El método utilizado fue el de digestibilidad in vitro que simula las
condiciones del proceso gastrointestinal que ocurre en el ser humano, en

condiciones de laboratorio.
3.3.4.1. Digestibilidad gastrica

Para el proceso de simulacion gastrica se emple6 la enzima Pepsina de
origen porcino de nombre comercial SIGMA ALDRICH y un Simulador de
Fluido Gastico (SFG: NaCl 0.35 M).

Para la Simulacion de Fluido Gastrico (SFG) las muestras se ajustaron a
pHs 1.2 (persona con problemas gastricos) 2.0 (personas sanas) y 3.2 (nifios no
lactantes), simulando diferentes condiciones gastricas.

Se pesaron 10 mg de la muestra, a la cual se la afiadi6 1 mL de agua
destilada y 1 mL de SFG a pH 1.2, 2.0, 3.2 conteniendo 2000U de enzima
pepsina. La mezcla resultante fue calentada a 37°C y agitada a 500 RPM
durante 2 horas, estos parametros simulan el proceso de digestion gastrica en el
ser humano. Se sometio al termoagitador marca TR100-G. Una vez concluido
el tiempo de digestion gastrica, se coloca 200uL de bicarbonato de sodio 1M

para parar la reaccion.
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3.3.4.2. Digestibilidad duodenal

Para simular la digestion duodenal se manejo la enzima Pancreatina
marca SIGMA ALDRICH a una concentracion de 100U y un simulador de
fluido duodenal (SFD: 8% de hidroxido de sodio y 92% de fosfato
monobaésico) ajustados a pH 7.0.

Se tom6 1 mL del digerido gastrico y se mezcl6é con 1 mL de solucion
pancreatina ajustado a pH 7.0 neutro. Posteriormente se afiadieron 1 mL de
SFD. Las muestras fueron sometidas a 37°C y 500 RPM durante 2 horas
simulando el proceso de digestion duodenal del ser humano en el
termoagitador marca TR100-G. Finalmente se elevo a una temperatura de 80°C

durante 10 min, lo cual permite parar la reaccion de la enzima.
Cada ensayo tuvo 3 repeticiones.

3.3.5. Caracterizacion de proteinas y determinacion de digestibilidad por
electroforesis SDS - PAGE

Para establecer diferencias entre las proteinas de las muestras puras y
las muestras después de haber sido sometidas al proceso de simulacion gastrica
y duodenal se elaboraron dos geles de separacién por el método de
electroforesis de proteinas segun Laemmli en 1970 con modificaciones.

La técnica de electroforesis usada fue la SDS — PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) en un equipo BioRad
Mini — PROTEAN® Tetra System, para ello se prepararon soluciones de 10
mg/mL de los concentrados proteicos y de los hidrolizados, de estas soluciones
se tomaron 200 pL y se mezclaron con 200 pL de buffer de muestra (en
presencia y ausencia del agente reductor). El buffer se encarga de
desnaturalizar las proteinas conjuntamente con el calentamiento debido a la

presencia del SDS, estan constituidos como se describe a continuacion:

e Buffer con agente reductor: 3.55 mL de agua destilada, 1.25 mL de
Tris-HCI con pH 6.8 y 0.5 M, 2.5 mL de glicerol, 2 mL de SDS al 10%,
50 pL de 2-mercaptoetanol por cada 950 pL de buffer (actia como

agente reductor de puentes disulfuro, facilitando asi la desnaturalizacion
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completa y el desplegado de las moléculas de proteina) y 0.2 mL de
azul de bromofenol al 0.5%.

e Buffer sin agente reductor: tiene la misma composicion que el buffer
antes descrito a excepcion del 2-mercaptoetanol.

e Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 95°C durante 4 min

con agitacion constante a 500 RPM.

Antes de la inyeccion de las muestras previamente preparadas se
elaboraron los geles, que actian como un tamiz molecular permitiendo separar
las moléculas en funcion de su tamafio y peso molecular. La composicion de
los geles se describe posteriormente en las tablas 1 y 2. Se gelificaron en la
cuba del equipo de electroforesis vertical, colocando primero la solucion del

gel separador y después la solucién del gel concentrador.

Tabla 1.
Composicion del gel separador o de resolucion
Reactivo Volumen
Agua destilada 1.530 mL
Acrilamida/Bis 1.800 mL
Tris-HCL 1.5 M, pH 8,8 1.125 mL
SDS 0.045 mL
PSA 22.5 uL
Temed 2.3 mL
Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
Fuente: Departamento de Investigacion e Innovacién de la U.E.B.
Tabla 2.
Composicion del gel concentrador o de apilamiento
Reactivo Volumen
Agua destilada 1.22 mL
Acrilamida/Bis 0.260 mL
Tris-HCL 0.5M, pH 6.8 0.500 mL
SDS 0.020 mL
PSA 10.00 pL
Temed 2.0 pyL

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba

Fuente: Departamento de Investigacion e Innovacion de la U.E.B.

3.3.6. Carga de las muestras, proceso de separacion y tefiido de los geles

Una vez formado el gel se inyectaron 10 pL de cada muestra y del

estandar de pesos moleculares Dual Color de Bio Rad de 2 a 250 kDa # 161-
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03734. La separacion de las proteinas se efectud a un voltaje de 200 V por 45

min.

Después de retirar el gel del equipo, fue sumergido en la solucion de
teflido (95% metanol, 5% azul de Coomassie) durante 4 horas, con la finalidad
de que se tifian las proteinas, para destefiir el resto del gel se utilizd una
solucion compuesta de 50 % de metanol, 5 % de &cido acético y 45 % de agua

destilada.

Finalmente, los geles fueron analizados mediante un equipo de
fotodocumentacion Analytiklena GelTower y el software Vision Works
version 8.20, el mismo que permite calcular el peso molecular de las proteinas

encontradas.
3.4. Técnicas de procesamientos y analisis de datos

Los datos seran tabulados con el software estadistico
Statgraphics Centurion XV1 a través de un analisis de varianza de ANOVA y

TUKEY con un nivel de confianza de 95%.
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CAPITULO 4

LOGROS ALCANZADOS SEGUN LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS, RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.
Resultados por objetivos

N° Objetivos de Resultados alcanzados

investigacion

1 Identificar el porcentaje Se encontraron porcentajes que van desde el
de proteinas que contiene 36.66 al 40.66% de proteinas en las hojas de
la Moringa oleifera. Moringa oleifera de acuerdo a cada uno de

los pHs de precipitacion.

2 Caracterizar a  nivel Los pesos moleculares identificados varian
molecular las proteinas de desde 13 hasta 218 kDa como muestra la
Moringa oleifera. figura 3.

3 Verificar si las proteinas En la simulacion realizada a distintos pHs:

son digeridas en su
totalidad a nivel gastrico y
duodenal mediante técnica
in vitro.

1.2 (Personas con enfermedades gastricos)
2.0 (adultos sanos) 3.2 (nifios no lactantes) se
encontraron problemas de digestibilidad para
el pH3.2 como se muestra en la figura 4.

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la harina obtenida de Moringa oleifera se determind
un porcentaje de 25.77%. Witt (2013) determin6 un 24% de proteina, mientras
que Stohs & Harmant (2015) determinaron un 28,7% de la fraccion proteica
en las hojas secas de Moringa. El valor obtenido es totalmente comparable con

los reportados bibliograficamente.

En la tabla 4, se observan los porcentajes de proteina de los
concentrados proteicos de cada uno de los tratamientos estudiados (pHs 3.0,
4.0, 5.0, 6.0). Se determin6 que a pH 3.0, pH 5.0 y pH 6.0 el porcentaje de
proteina varia entre 39,66% y 40,66%, sin presentar diferencias significativas a
nivel estadistico. A pH 4.0 se determind un 36,66 en su valor de proteina

siendo un valor diferente a nivel estadistico.

Tabla 4: Determinacion del porcentaje de proteinas de los concentrados
proteicos de Moringa

Tabla 4.
Proteinas por concentrados
(pH) de (pH) de Promedio de concentracion de proteina

solubilizacion precipitacion (%)
3.0 39,66
4.0 36,66 *

8.0 5.0 40,66

6.0 39,66

(*) Representa diferencia significativa

Editado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba

Tabla 5.
Prueba ANOVA para él porcentaje de proteinas por pH de precipitacion
Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 27 3 9 27 0,0002
Intra grupos 2,667 8 0,333333
Total (Corr.) 29,67 11

Como resultado del ANOVA realizado. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de % proteina entre un
nivel de pH de precipitacion y otros, con un nivel del 95,0% de confianza.

39



Los resultados obtenidos en el presente estudio han permitido
establecer que las proteinas aisladas mediante la extraccion por su punto
isoeléctrico, es la técnica mas apropiada en la obtencion de concentrados

proteicos de Moringa oleifera.

Segal & Ortega (2015) menciona que la composicion quimica de cada
proteina es caracteristica y presenta un numero diferente de grupos ionizables
que se neutralizan a diferentes pHs, razon por la cual no se pudo identificar
claramente el punto isoeléctrico (Pl) de precipitacion de las proteinas de

Moringa.

De acuerdo a los porcentajes de proteina obtenidos, se afirma la
obtencion de concentrados proteicos. Segun el Codex, en el caso de productos
de tipo vegetal excepto la soya, son considerados concentrados proteicos
cuando tienen un porcentaje de proteina cercano de 40% de acuerdo a lo
expresado por Herrera (2015).

Caracterizacion de proteina mediante la técnica de electroforesis SDS-
PAGE

De los datos observados en la figura 3:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Con agente reductor Sin agente reductor
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Figura 3. Caracterizacion de proteinas de hojas de Moringa oleifera mediante electroforesis
SDS-PAGE. Pocillo 1: pesos moleculares del estandar; pocillo 2: pH 3.0 + 2-
mercaptoetanol; pocillo 3: pH 4.0 + 2- mercaptoetanol; pocillo 4. pH 5.0 +2-
mercaptoetanol; pocillo 5: pH 6.0 +2- mercaptoetanol, pocillo 6: pH 3.0; pocillo 7: pH 4.0;
pocillo 8: pH 5.0; pocillo 9: pH 6.0.

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba

Fuente: Departamento de Investigacion e Innovacion de la U.E.B
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Los pocillos 2,3, 4 y 5 con agente reductor identificaron 4 proteinas con
pesos moleculares 13, 47, 53 y 218 kDa en comparacién con el estandar (BI1O-
RAD).

En los pocillos 6,7, 8 y 9 sin la presencia del agente reductor se

identificaron 2 proteinas con pesos moleculares 14 y 57 kDa

El uso del agente reductor para la identificacion molecular de proteinas
de Moringa oleifera es altamente recomendado como se evidencia en nuestro

estudio.

Segun Tarone, Fasolin, Perrechil, Dupas, & Lopes (2013) mencionan que las
globulinas 7S son glicoproteinas triméricas que comprenden pesos moleculares
entre: (57 kDa), (58 kDa) y (42 kDa), asociadas mediante interacciones
hidrofobas. Por lo tanto, las proteinas identificadas en el presente estudio
podrian corresponder al grupo de las globulinas 7S. Mientras que Cordero &
Jarma (2011) concuerda que la globulina 7S o vicilina es una estructura

trimérica que consisten de subunidades de aproximadamente 50 kDa a 70 kDa.

El uso de agente reductor en las muestras, ha permitido identificar la
presencia de puentes disulfuro en las proteinas, debido a que la banda proteica
de 57 kDa se ha dividido en proteinas con pesos moleculares de 47 y 54 kDa.
Lomonte (2004) refiere que si la muestra ha sido reducida con 2-
mercaptoetanol los enlaces disulfuro intra- e inter-catenarios son disociados, la
estructura cuaternaria se pierde y las subunidades se separan como cadenas

peptidicas individuales.

Resultados reportados por Pavankumar y otros (2013) sobre el
analisis del perfil de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
mostrd la posible existencia de un homodimero de peso molecular de 14 kDa,
de igual manera Katre, Suresh, Islam, & Gaikwad (2008) determinan que es
un homodimero la proteina con una masa molecular de 14 kDa, al comparar
con los valores obtenidos en nuestro estudio se logré identificar la presencia de
estos homodimeros en los concentrados proteicos de las hojas de Moringa de

pesos moleculares de 13 y 14 kDa.

41



Determinacion de la digestibilidad gastrica y duodenal in vitro
mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE

El método in vitro intenta imitar las condiciones fisioldgicas in vivo,
teniendo en cuenta la presencia de enzimas digestivas, sus concentraciones, el
pH géastrico, tiempo de digestion, concentraciones de sal, entre otros
factores.(Minekus, y otros, 2014)

De los datos de la figura 4:

1 2 3 4 5 6 7 8
pH12 pH20 pH32 pH12 pH20 pH32

52 &l 52
45— *® 45
2By
2Bvemarryi
15
1#6' 12 3 12
1O ——

(Al E 0 E F N H
Figura 4. Determinacion de la digestibilidad gastrica (3,4,5) y duodenal (6,7,8) in vitro de
concentrados proteicos de Moringa oleifera mediante la técnica de electroforesis SDS-PAGE.
Pocillo 1: pesos moleculares del estandar; pocillo 2: tratamiento a pH 4.0; pocillo 3:
digestibilidad gastrica de Moringa a pH 1.2; pocillo 4: digestibilidad gastrica de Moringa a pH
2.0; pocillo 5: digestibilidad géstrica de Moringa a pH 3.2; pocillo 6: digestibilidad duodenal a
pH 1.2; pocillo 7: digestibilidad duodenal a pH 2.0; pocillo 8: digestibilidad duodenal a pH 3.2.
Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
Fuente: Departamento de Investigacion e Innovacion de la U.E.B
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En los pocillos 3 y 6 que simulan un pH (1.2) de adultos con problemas
géstricos comparados con el estdndar (BIORAD) las bandas desaparecen por

completo, lo que evidencia la digestibilidad en los dos niveles.

En los pocillos 4 y 7 donde el pH (2.0) simula el estomago de un adulto
sano las bandas también desaparecen por completo si las comparamos con el
estandar (BIORAD).

Los pocillos 5y 8 donde el pH (3.2) que simula el estbmago de un nifio
no lactante, se evidencias tres proteinas con pesos moleculares de 12, 45y 52
kDa, lo que evidenciaria que no son digeribles ni a nivel gastrico ni duodenal

por lo que podrian representar un peligro para la salud.

Segun Hochwallner , Schulmeister , Swoboda, Spitzauer , &
Valenta (2014) la variabilidad en la digestibilidad in vitro de las proteinas en
parte puede deberse a las diferencias en el pH del ensayo, la pureza de la
pepsina, la relacién enzima/sustrato, la pureza de la proteina y su estructura,
tratamientos térmicos y, por ultimo, el método de deteccidn. De igual manera
Carrillo (2014) manifiesta que otros trabajos proponen que la resistencia a la
digestion por pepsina no puede utilizarse como un método para predecir el
poder alergénico. Razon por la cual las proteinas de pesos moleculares de 12,
45 y 52 kDa no podrian calificarse como alérgenos, pero podrian representar
riesgos para la salud al no poder asimilarse, manifestandose al menos en un

proceso diarreico.
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CAPITULOS5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.  Comprobacion de las Hipotesis.

Determinacion cuantitativa de proteinas de concentrados proteicos

de Moringa oleifera.

Se rechaza la hipdtesis nula HO: EI contenido proteico de concentrados

de moringa es igual en todos los pH de precipitacion.

Se acepta la hipdtesis alternativa H1: Por lo menos uno de los

contenidos proteicos no es igual a los demas.

Digestibilidad gastrointestinal de concentrados proteicos de

Moringa oleifera.

Se rechaza la hipdtesis nula HO: Todos los concentrados proteicos de

moringa oleifera son digeridos a nivel gastrointestinal.

Se acepta la hipotesis alternativa H1: Al menos una de las proteinas
caracterizadas de la moringa oleifera no es digeridas a nivel gastrointestinal.
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5.2.  Conclusiones

El contenido de proteinas encontrado en las muestras utilizadas para el
estudio (25.77%) coinciden con los resultados obtenidos por otros autores

ofreciéndonos una garantia sobre el proceso analitico posterior.

Las proteinas de peso molecular de 47, 53 y 57 podrian considerarse
como globulinas 7S y finalmente las proteinas de peso molecular de 13 y 14

kDa se podrian denominar como homodimeros.

Las proteinas con un peso molecular de 218 kDa no se encuentran

descritas en ninguna base de datos disponible para el efecto.

Luego de la simulacién de la digestibilidad géastrica y duodenal se ha
establecido que las proteinas de la moringa son de facil digestién en adultos
mientras que en la simulacién in vitro a menores no lactantes a pH: 3,2, las
proteinas son parcialmente digeribles y podrian representar un riesgo para la
salud.
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5.3.  Recomendaciones

Se puede recomendar el consumo de la Moringa oleifera analizada en
los adultos, sus altos contenidos de proteinas permitirian: reparar tejidos de la
piel, 6rganos, musculos, ufias, pelo y huesos, generar anticuerpos que refuerzan
el sistema inmunoldgico, aportan energia, mantener los correctos niveles de

azucar en nuestra sangre basados en la bibliografia consultada.

Se recomienda el uso de la Cromatografia liquida para identificar el
tipo de proteina de acuerdo a los pesos moleculares identificados y los

beneficios que pueden generar.

Realizar estudios en los cuales se determine las cantidades en las que se
puede consumir la Moringa tanto en adultos y nifios de acuerdo a la capacidad

de absorcion de los individuos.

Realizar investigaciones adicionales que corroboren los resultados
obtenidos en el presente estudio, permitiéndose descartar o no la presencia de

alérgenos en las proteinas encontradas.

El profesional de salud debe actualizar sus conocimientos sobre la
medicina tradicional enfocandose en los beneficios que proporciona el
consumo de las hojas de Moringa y aquellos efectos adversos que pueden

surgir.

El personal de enfermeria debe educar a los usuarios acerca de la
ingesta de dicha planta ya que la ONU menciona que el consumo Moringa es
de 1g por kg de peso corporal, si este excede pueden presentar molestias tales

como: nauseas, diarrea y acides estomacal.

Se recomienda que el consumo de las hojas de Moringa es segura a

diferencia de la raiz ya que esta contiene sustancias toxicas.

Mediante la consejeria se puede promocionar que dentro de la dieta se
encuentre el consumo de las hojas de Moringa ya que contiene vitaminas y

minerales indispensables para el desarrollo.
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5.5. Anexos

Anexo 1. Recursos

Tabla 6.
Recursos humanos
Autoras: Srta. Carolina Carvajal.
Srta. Elizabeth Catucuamba.
Tutor: Ing. Edgar Marcelo Vilcacundo MSc.
Personal Colaborador: Ing. Maria Fernanda Quinteros.

Ing. Roberto Moran.

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba

Materiales de oficina

e Libreta de apuntes
e Hojas Tamafio A4
e Computadora

e Internet

e Calculadora

e Esferos graficos

e Céamara fotogréafica

e Marcador para rotulas las muestras
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Anexo 2. Presupuesto

Tabla 7.
Presupuesto
Materiales Cantidad Valor Unitario Valor Total

Internet 380h $0.60 $228
Impresion de oficios de
presentacion y validacion del 16 $0.10 $1.60
tema.
Impresion de borradores 3 $10.00 $30.00
Anillados 3 $1.50 $4.50
Empas_tad(_),del Proyecto de 1 $15.00 $15.00
Investigacion.
Cd y portada 1 $4.00 $4.00
Muestra de Moringa 12 $1.60 $19.20
Frascos de muestras 12 $0.35 $4.20

e $0.30 Guaranda
Movilizacion 150 $0.30 Laguacoto $90.00
Total de gastos $396.50
Presupuesto financiado por la U.E.B
Hidréxido de Sodio 12 $0.03 $0.35
Acido Clorhidrico 1 $3.75 $3.75
Anélisis de proteina 4 $12.31 $49.24
Proceso de liofilizacion 2 $22.51 $45.02
Ultra congelacion 2 $24.35 $48.70
Pepsina 9 $0.44 $4.00
Pancreatina 9 $0.05 $0.45
SFG 1 $0.05 $0.05
SFD 1 $0.10 $0.10
Kit de electroforesis+proceso 2 $112 $224
Otros $85.00
Total $460.66

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
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Anexo 3. Cronograma de Actividades

Tabla 8 Tabla9.
Cronograma de actividades

ACTIVIDADES

SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE

DICIEMBRE

ENERO

FEBRERO

Entrega de documentos a Consejo
Universitario.

Asignacion de tutor y entrega de
oficios

Planteamiento del problema
Formulacion del problema

Objetivos generales y especificos
Justificacion de la investigacion
Marco tedrico

Marco metodologico

Desarrollo de la fase experimental
Procesamiento de informacion.
Conclusiones y recomendaciones.
Redaccion de la bibliografia
Revision y correccion de tutoras.
Correccion de primer borrador.
Autorizacion del tutor para la entrega
del borrador.

Entrega de borrador del proyecto para
la asignacion de pares.

Entrega de primer borrador a los pares
académicos.

Calificacion final del proyecto.
Sustentacién del proyecto de
investigacion

X
X

X X X

X X X X

X X X X

X X X

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
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Anexo 4. Evidencias pruebas de laboratorio

OBTENCION DE CONCENTRADOS PROTEICOS DE MORINGA

OLEIFERA

agua destilada.

N
Figura 9. Proceso de centrifugacion
muestra

Fg 7. Precipitacion de la muestra con

Figura 5. Obtencion de la harina de las hojas
de Moringa

de la

2 : \' -
\—f = é -
Figura 8. Proceso de agitacion y ajuste a un
pH de solubilidad de 8.0 de Moringa

Oleifera.(NaOH)

FiuralO. Presentacion  del  s6lido "

sobrenadante al finalizar la centrifugacion.
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Figura 11. Proceso de filtracion Figura 12. Proceso de agitacion y ajuste a
un pH de precipitacién de 3.0, 4.0, 5.0, 6.0.

(HCL)

ph 3.0 pH4.0 ph 5.0 pH 6.0

Figura 13. Obtencion de la proteina y sobrenadante de acuerdo al pH de precipitacion
posterior a las 48h de refrigeracion

=
=,

o I -
Figura 14. Eliminacion del sobrenadante y | Figura 15. Secado por Liofilizacion
peso de la proteina de Moringa

Figura 16. Concentrado de proteina (LIOFILIDAZA)
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Figura 17. Peso de los comprimidos para
calibracion

Figura 18. Elaboraciéon de las canastas de
aluminio

Figura 19. Elaboracion de los comprimidos
de calibracion

Figura 21. Obtencion de las pastillas.

Figura 20. Elaboracion de los comprimidos de
las muestras

Figura 22. Muestras para el analisis elemental.
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TECNICA DE ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Figura 23. Muestras para la realizacion de
electroforesis

Figura 24. Termo agitacion de las muestras

=, L3

Figura 25. Colocacién de gete reductor (2-

mercaptoetanol)

Figura 27. Migracion de las particulas desde el catodo hacia el &nodo

Figura 26. Muestras en la cuba de
electroforesis
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Figura2&_3. Coloracion con Figura 29. pHs para la simulacion de la
Coomassie en el gel obtenido digestibilidad

AY

Figura 30. Colocacion de pHs de simulacion gastrica para posterior electroforesis.
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Tabla 10.
Porcentaje de proteinas de acuerdo a los pHs y sus replicas

IDENTIDAD % NITROGENO FACTOR 9% DE PROTEINA

Moringa O pH 3.0 6,31 6,25 39
Moringa O pH 4.0 5,88 6,25 37
Moringa O pH 5.0 6,44 6,25 40
Moringa O pH 6.0 6,47 6,25 40
Moringa O pH 3.0 6,39 6,25 40
Moringa O pH 4.0 5,82 6,25 36
Moringa O pH 5.0 6,6 6,25 41
Moringa O pH 6.0 6,43 6,25 40
Moringa O pH 3.0 6,37 6,25 40
Moringa O pH 4.0 591 6,25 37
Moringa O pH 5.0 6,58 6,25 41
Moringa O pH 6.0 6,27 6,25 39

Elaborado por: Carolina Carvajal y Elizabeth Catucuamba
Fuente: Departamento de Investigacion e Innovacion de la U.E.B.

Tabla 11.
Prueba ANOVA para él porcentaje de proteinas por pH de precipitacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Entre grupos 27 3 9 27 0,0002
Intra grupos 2,667 8 0,333333
Total (Corr.) 29,67 11

Fuente: ANOVA

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de % proteina entre un

nivel de pH de precipitacion y otros, con un nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 12.
Porcentaje de concentrados proteicos
Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
4 3 36,6667 X
3 3 39,6667 X
6 3 39,6667 X
5 3 40,6667 X

Fuente: TUKEY HSD
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Tabla 13.
Determinacion de diferencias estadisticas significativas

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
3 * 3 1,50907
3 -1 1,50907
3 0 1,50907
4 * -4 1,50907
4 * -3 1,50907
5 1 1,50907

* indica una diferencia significativa.

Fuente: ANOVA

El asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos
pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95,0% de confianza. En la parte superior de la péagina, se han identificado 2
grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey.
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Tabla 14,
Caracterizacion de proteinas e identificacion del peso molecular.

CON 2-MERCAPTOETANOL SIN 2-MERCAPTOETANOL
Band A B C D E F G H I

pH 3.0 pH 4.0 pH 5.0 pH 6.0 pH 3.0 pH 4.0 pH 5.0 pH 6.0

1 250 kDa 339,66 339,66 339,66 339,66 363,60 363,60 363,60 363,60
2 150 kDa 218,16 218,16 218,16 218,16 56,99 56,99 56,99 56,99
3 100 kDa 52,55 52,55 54,22 54,22 13,74 13,74 13,74 13,77
4 75 kDa 47,12 47,12 47,12 47,12

5 50 kDa 13,13 13,13 13,43 13,43

6 37 kDa

7 25 kDa

8 20 kDa

9 15 kDa

10 10 kDa

Fuente: Foto documentacion AnalytikJena GelTower y el software Vision Works version 8.20
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Tabla 15.

Digestibilidad gastrointestinal.

DIGESTIBILIDAD GASTRICA

DIGESTIBILIDAD DUODENAL.

Band A B C D E F G H

pH 1.2 pH 2.0 pH 3.2 pH 1.2 pH2.0 pH 3.2

1 250 kDa 271,74 52,16 52,16

2 150 kDa 218,31 44,71 44,71

3 100 kDa 52,80 12,33 12,33

4 75 kDa 45,79

5 50 kDa 12,33

6 37 kDa

7 25 kDa

8 20 kDa

9 15 kDa

10 10 kDa

Fuente: Foto documentacion AnalytikJena GelTower y el software Vision Works version 8.20
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