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| RESUMEN

El arbol de M. oleifera es un cultivo originario del norte de Afganistan, es un arbol
gue ofrece una amplia variedad de productos alimenticios, ya que todas las partes de
la planta son comestibles (vainas verdes, hojas, flores, semillas y raices) ya que se
consideran nutritivas y que pueden utilizarse para consumo humano por su alto
contenido de proteina, vitaminas y minerales. A las semillas, se les considera que
podrian tener un alto potencial biotecnol6gico y que pueden ofrecer efectos positivos
en la salud humana; sin embargo la mayoria de los estudios se han realizado en
hojas y tallos. El proceso de germinacion es una alternativa tecnolégica para mejorar
la calidad nutracéutica y el valor nutricional en algunas semillas. Por ello, el objetivo
de la presente investigacion fue determinar las mejores condiciones de temperatura
(TG) y tiempo (tG) de germinacion para obtener una harina de moringa germinada
optimizada (HMGO) con valor nutricional y nutracéutico alto. Se utilizé la metodologia
de superficie de respuesta (MSR) como tecnica de optimizacion, como variables de
proceso se utilizaron la temperatura (25-40°C) y tiempo (24-360 h) de germinacion y
como variables de respuesta contenido de proteina (CP), fendlicos totales (FT) y
actividad antioxidante(Aaox). Los niveles maximos y minimos para las variables de
respuesta fueron CP= 21.5-25.6%, FT=197.3-297.6 mg EAG/100g bs y Aaox de
6280.5-11592.8 ymol ET/100g. La mejor condicion para obtener una HMGO fue de
TG= 30°C y tG=336h, ademas se encontré que el proceso de germinacion de
moringa disminuye algunos factores antinutricionales, por lo que, la germinacién de
semillas de moringa podria ser utilizado para la elaboracién de alimentos funcionales

con potencial nutracéutico.



ABSTRACT

M. oleifera tree is a native crop in northern Afghanistan, is a tree that offers a wide
variety of food products, since all parts of the plant are edible (green pods, leaves,
flowers, seeds and roots) and they deemed nutritionally usable for human
consumption due to its high protein content, vitamins and minerals. In the seeds, they
are considered that could have a high biotechnological potential and can have
positive effects on human health; however, most studies have been done on leaves
and stems. Germination process is a technological alternative to improve nutritional
value and nutraceutical quality of some seeds. The objective of this work was to
determine the best germination conditions of temperature and time to obtain a flour
from Moringa (Moringa oleifera) with high nutritional and nutraceutical value.
Response surface methodology (RSM) with a central composite rotatable design was
performed to optimize germination temperature (25-40°C) and time (24-360 h) using
three response variables (protein content, total phenolics and antioxidant activity).
According to regression models, minimum and maximum levels of the response
variables were 21.5-25.6 % protein content of sample DM, 197.3-297.6 mg GAE/100g
DM of total phenolics and 6280.5-11592.8 umol TE/100g DM of antioxidant activity.
The superposition of contour plots of each one of the responses variables allowed to
find, graphically, the best conditions for Moringa oleifera seeds germination. The
higher values of protein content, total phenolics and antioxidant activity were

observed at 30°C and 336h of germination.



Il INTRODUCCION

En la actualidad, existe la tendencia a mejorar los habitos alimenticios
consumiendo alimentos funcionales que ademas de cubrir las necesidades
alimentarias o nutritivas también aporten un beneficio extra a la salud. Las plantas
son el principal reservorio de compuestos bioactivos: aproximadamente el 40% de
los farmacos comerciales se obtienen de una fuente vegetal (Simmonds 2003). El
arbol de Moringa oleifera ha recibido atencién en los ultimos afios ya que se cree que
posee un gran potencial para su cultivo en México asi como en muchas partes de
América tropical por su combinacién singular de propiedades. Este arbol, que
ademas es de ser de rapido crecimiento, tolera el calor y es resistente a las sequias
(Martinez 1959; Reyes y col 2006).

Las hojas son comestibles y ricas en proteinas, con un perfil de aminoacidos
esenciales balanceado. Ademas, proporciona vitaminas (principalmente A y C) en
altas cantidades, asi como antioxidantes potentes (Fuglie 2001; Fahey 2005; Ferreira
y col 2008).

Los frutos jovenes del arbol de moringa son comestibles y las semillas producen
un aceite comestible y lubricante de altisima calidad (= 70 % ac. oleico) (Abdulkarim
y col 2007). Los desechos del prensado de las semillas para obtener el aceite
contienen uno de los floculantes o aglutinantes vegetales mas potentes que se
conocen y pueden eliminar la turbidez del agua. Las hojas del arbol también ofrecen
un forraje nutritivo para animales. En las ultimas décadas el consumo de la semilla
de M. oleifera se ha incrementado en la poblacién. En el mercado se puede
encontrar a la venta una extensa variedad de productos “medicinales” elaborados a

base de las diferentes partes del arbol de moringa (hoja, tallo, vaina, semilla, flor y
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raiz) resaltando los elaborados a base de semillas, que prometen numerosos
beneficios como: incrementar las defensas naturales del cuerpo, promover la
estructura celular, controlar de forma natural los niveles de colesterol sérico, reducir
la aparicion de arrugas y lineas finas, promover el funcionamiento normal del higado
y rifién, entre otras. Todo esto basado en suposiciones empiricas, sin datos
cientificos que puedan permitir conocer el beneficio real que puedan proporcionar
estos productos a los humanos (Padron 2014). En este sentido, poca literatura
cientifica indexada muestra el tipo de compuestos quimicos, propiedades fisiol6gicas
gue el consumo de semilla de moringa podria ejercer; algunos muestran el alto
contenido nutrimental (proteina y lipidos), ademéas la presencia de compuestos
antinutrimentales como inhibidores de proteasas, saponinas, taninos, &cido fitico
(fitatos) y lectinas, compuestos que se caracterizan por formar complejos con
minerales, proteinas, carbohidratos o interaccionar con enzimas digestivas (tripsina,
guimotripsina y pepsina), lo que ocasiona que no se lleve a cabo una correcta
absorcién de los nutrimentos en el intestino delgado (Cheryan 1980; Liener 1989;
Gee y col 1993; Camean y Repetto 2006). Asi mismo, se ha reportado la presencia
de fendlicos (Melo y col 2013; Oluwole y col 2013). La utilizacion de procesos
biotecnolégicos como la germinacion, son alternativas propuestas en la Ultima
década para el desarrollo de alimentos y/o ingredientes funcionales, las cuales
permiten potenciar el uso de algunas plantas, mejorando las propiedades
nutricionales y nutraceuticas, lo que permite obtener productos con mejores efectos
fisiologicos en los seres humanos. Es por ello que el objetivo de la presente
investigacion fue encontrar las mejores condiciones de germinacion para la obtencion

de harina de moringa bioprocesada con valor nutricional y nutracéutico alto.
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Il REVISION BIBLIOGRAFICA

A ESTRES OXIDATIVO
1 Estrés oxidativo

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicién de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un
incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno. Todo esto
tiene como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcién en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado (Ames y col 1993). Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducen peroxidacion lipidica, alteracién de las proteinas
y el ADN (Pietta 2000). Cuando se presenta el estrés oxidativo, este a su vez esta
muy relacionado con carcinogénesis, lesiones inflamatorias, diabetes,
arteriosclerosis, artritis reumatoide, envejecimiento y neoplasias (Mercuri y col
2000). Durante la vida se produce un equilibrio y, a medida que el individuo
envejece, dicho balance estd a favor de los oxidantes; se recomienda de vital
importancia un consumo de alimentos ricos en antioxidantes naturales para
contrarrestarlos (Ray y col 2012).
2 Radicales libres

Los radicales libres se definen como especies que contienen uno 0 Mas
electrones no apareados, y es esta capa de electrones incompleta que confiere su
alta reactividad, dandole una configuracion que genera una alta inestabilidad (Burton
y Jauniaux 2011). En la molécula de oxigeno se conocen las siguientes especies

reactivas:



1. O Anidn saper 6xido.

2. H,O, Perdxido de Hidrégeno.
3. HO radical hidroxido.
4. O, Oxigeno singulete.

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de
radicales libres, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos
deletéreos sobre la funcién celular. Se dice que existe "estrés oxidativo" cuando
existe una excesiva exposiciobn a oxidantes y/o una capacidad antioxidante
disminuida (Gonzéalez y Morera 2001).

3 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Aproximadamente el 90 % del oxigeno que consumimos se destina a la
fosforilacion oxidativa. Las enzimas que requieren oxigeno para las reacciones de
hidroxilacion y oxigenacion utilizan otra fraccion de aproximadamente el 10 %. Una
fraccion residual, en torno al 1 % se convierte en especies reactivas del oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) tales como el superdxido y el peréxido de hidrogeno,
gue son formas reactivas de oxigeno intrinsecamente tdxicas. Las ROS son
importantes en el metabolismo, algunas enzimas utilizan H,O, como sustrato y
desempefian un papel en la regulacion del metabolismo y en las defensas
inmunoldgicas contra la infeccion. Sin embargo, las ROS son también una fuente de
dafio cronico para las moléculas bioldgicas tisulares (Baynes 2005). Estas actuan
como oxidantes y se cree que son las principales causantes del envejecimiento y de
muchas enfermedades asociadas a éste, entre ellas la enfermedad cardiovascular, el

cancer, las cataratas, el declive del sistema inmunitario relacionado con la edad, y las



enfermedades degenerativas del sistema nervioso, tales como las enfermedades de
Parkinson y de Alzheimer (Ashwell 2002).
4 Dafios por ROS a biomoléculas
a Lipidos

Los radicales hidroxilo son capaces de causar la peroxidacion lipidica en la
membrana plasmatica o de cualquier organulo que contiene grandes cantidades de
cadenas laterales de &cidos grasos poliinsaturados. Por la abstraccion de hidrogeno
de la cadena lateral de hidrocarburo de un &cido graso, que crean un radical. Si el
oxigeno esta presente, este puede reaccionar para formar un radical peroxilo (-C—O-
0O), Que a su vez es capaz de abstraer hidrégeno a partir de un acido graso
adyacente, por lo que se da la propagacion de la reaccion (Burton y Jauniaux 2011).

Dado que la vitamina E es soluble en lipidos y posee una cola hidr6foba, que
tiende a acumularse en el interior de las membranas lipidicas. En este caso, actla
como la cadena automatico mas importante, ya que reacciona con los radicales
peroxilo lipidicos alrededor de cuatro veces mas rapido de lo que pueden reaccionar
con cadenas laterales de &cidos grasos adyacentes (Halliwell B. y Gutteridge 1999).

Evidencia de la peroxidacion de lipidos puede ser detectada usando anticuerpos
dirigidos contra uno de los productos principales, 4-hidroxinonenal. Puede ser
desintoxicado de manera eficiente en las células por la glutacion de S-transferasa
grupo de enzimas, pero niveles elevados se asocian con la pérdida de la fluidez y la
funcion de la membrana, y la activacion de la cascada apoptopica (Burton y Jauniaux

2011).



b Proteinas

Los aminoacidos, tanto libres como en las proteinas, son un objetivo para el dafio
oxidativo. La oxidacion directa de las cadenas laterales conduce a la formacion de
grupos carbonilo (aldehidos y cetonas), y prolina, arginina, lisina y treonina son
particularmente vulnerables a los ataques (Donne y col 2003).

Los productos carbonilicos son estables, y su deteccién mediante ensayo inmuno
enzimatico o Western Blot es el método mas utilizado para el ensayo de oxidacion de
proteinas (Burton y Jauniaux 2011).

La abstraccién de iones de hidrégeno del grupo tiol de la cisteina puede conducir
a la formacion de enlaces disulfuro y el plegamiento de proteinas anormales, de una
manera analoga a la activacion de ASK1. Un plegamiento anormal no solo puede
conducir a la pérdida de la funcion, sino también la agregacion de proteinas y la
muerte celular. El peréxido de nitrito reacciona con residuos de tirosina para formar
3-nitrotirosina, que de nuevo puede ser detectado inmuno histoquimicamente. En los
niveles fisioldgicos, se cree que la nitracion de proteinas puede ser un proceso
selectivo y reversible que conduce a la activacion de una manera analoga a la
fosforilacién, pero a niveles mas altos puede ser perjudicial (Burton y Jauniaux 2011).
C Acido desoxiribonucléico (ADN)

El ADN es atacado principalmente por radicales -OH, y una variedad de
productos se pueden generar a través de reacciones con cualquiera de las bases de
ADN o la desoxirribosa (Halliwell y Gutteridge 1999). Los ataques contra los restos
de azucar pueden causar rupturas de cadena, mientras que los de las proteinas
histonas puede conducir a enlaces cruzados que interfieren con el plegamiento de la

cromatina, la reparacion del ADN y la transcripcion. Por lo tanto, pueden dar lugar a
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la mutacion o la expresién génica aberrante. El ADN mitocondrial es particularmente
vulnerable a los ataques ROS debido a su proximidad al lugar de generacion de O»
de la cadena de transporte de electrones, la falta de proteccion de las histonas y los
mecanismos minimos de reparacion que existen. En consecuencia, los dafios en el
ADN mitocondrial es extenso incluso en condiciones normales, y las mutaciones se
producen en cinco a 10 veces la tasa observada en el ADN nuclear (Myatt 2010).

Como el ADN mitocondrial codifica varias proteinas, incluyendo enzimas de la
cadena de transporte de electrones, la mutacién puede conducir a la produccion del
deterioro de energia y el riesgo de nuevos escapes de electrones, lo que agrava la
tension inicial (Burton y Jauniaux 2011).
B RELACION ENTRE DIETA Y ENFERMEDADES CRONICO
DEGENERATIVAS

La dieta humana posee tanto sustancias que participan en la inhibicién del
desarrollo y/o prevencién de algunas enfermedades cronico degenerativas entre las
gue se pueden citar al cancer, cardiovasculares y diabetes. Referente al cancer, a las
sustancias que participan en la prevencion, se les atribuyen propiedades como
antimutagenos y/o anticarcinégenos, entre los mas estudiados estan los polifenoles
(Cardador y col 2002).

Estudios epidemioldgicos muestran cierta quimioproteccion a ciertos tipos de
cancer en comunidades donde se consume frecuentemente frutas y vegetales
frescos, debido al aporte de flavonoides. Esto ha llevado a que los polifenoles de la
dieta, reciban especial atencion como agentes quimioprotectores potenciales, debido
a su accion protectora para suprimir la formacion de radicales libres o bien por su

capacidad para atraparlos (Tamimi y col 2002).
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El mecanismo molecular por el cual los antioxidantes inhiben la proliferacion de
células de céancer estd bajo investigacion. Diversas evidencias sugieren que los
fitoquimicos con actividad antioxidante son especificos para un tipo de célula y
dependientes de la concentracion. Ellos pueden eliminar los radicales libres o bien
generar mas estrés oxidativo que inhiba la proliferacion de las células cancerigenas
(Loo 2003).

C ALIMENTOS FUNCIONALES
1 Definicién

De acuerdo con el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (ILSI por sus
siglas en inglés, en 1999) un alimento puede considerarse funcional si se demuestra
satisfactoriamente que afecta a una o mas funciones corporales especificas, mas alla
de sus efectos nutricionales intrinsecos, de tal modo que resulte apropiado para
mejorar el estado de salud y el bienestar, asi mismo reducir el riesgo de enfermedad,
0 ambas cosas. De manera préactica, un alimento funcional puede ser: (1) Un
alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido mejorado mediante
condiciones especiales de cultivo, (2) Un alimento al que se ha afadido un
componente para que produzca beneficios (por ejemplo, la adicibn de bacterias
probidticas seleccionadas, con efectos benéficos sobre la salud intestinal), (3) Un
alimento del cual se ha eliminado un componente para que produzca menos efectos
adversos sobre la salud (por ejemplo, la disminucidn de acidos grasos saturados), (4)
Un alimento en el que la naturaleza de uno o mas de sus componentes ha sido
modificada quimicamente para mejorar la salud (por ejemplo, los hidrolizados
proteicos adicionados en los preparados para lactantes para reducir el riesgo de

alergenocidad), (5) Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas de sus
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componentes ha sido aumentada para mejorar la asimilacion de un componente
beneficioso, (6) Cualquier combinacion de las posibilidades anteriores (ILSI 1999).

Los alimentos contienen también substancias fisiolégicamente activas que
cumplen, al igual que los nutrimentos esenciales, una funcion de beneficio y
contribuyen a reducir la incidencia de ciertas enfermedades crénicas y, por tanto,
son necesarias para una vida saludable (Caragay 1992).
2 Nutracéuticos en los alimentos
a Definicién

Se define a un nutracéutico como cualquier sustancia que puede ser considerada
un alimento o parte de un alimento y proporciona beneficios médicos o de salud,
incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades ( Andlauer y Frust 2002).
A los componentes o ingredientes fisiolégicos activos presentes en los alimentos
nutracéuticos se les denomina con el término de fitoquimicos (Dillard y Bruce 2000).
El nimero de fitoquimicos y de evidencias cientificas a cerca de ellos ha ido en
aumento. Cada vez se reconoce mas el efecto benéfico de algunos de ellos, como
los presentes en cereales y leguminosas. Son muchos y diferentes los compuestos
gue se investigan por su capacidad nutracéutica, especificamente por su actividad
como antimutagenos y/o anticarcinégenos, asi como antioxidante. Entre los
fitoquimicos mas estudiados se encuentran: fibra, compuestos fendlicos
(proantocianidinas, flavonoides, acidos fendlicos), terpenos (carotenoides),
tocoferoles, calcio, clorofilina, tiocianatos e inhibidores de proteasas, entre otros (Liu

2004).
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3 Antioxidantes
a Evaluacién de la actividad antioxidante

Los compuestos antioxidantes naturales, como los flavonoides, coumarinas,
guinonas y carotenoides, inhiben mecanismos de iniciacion y propagacion de las
reacciones oxidativas (Velioglu y col 1998). Estos compuestos antioxidantes
naturales son muy efectivos en la proteccién del organismo contra mutagénesis,
carcinogénesis y envejecimiento celular (Cook y Samman 1996). Estudios in vitro
sugieren que alimentos con fitoquimicos con potencial antioxidante tienen un efecto
protector contra la mayoria de las enfermedades incluyendo cancer y enfermedades
cardiovasculares (Steinberg 1991; Block y col 1992; Ames y col 1993; Byers y
Guerrero 1995; Knekt y col 1997; Elliot 1999; Kaur y Kapoor 2001; Dolly y col 2013).

En la revision literaria se describen numerosos métodos para predecir la
proteccion frente a la oxidacion que se puede atribuir a los antioxidantes de un
alimento. La informacién suministrada por estos métodos es a veces muy
cuestionada. L os modelos in vitro quimicos hay que interpretarlos teniendo en
cuenta todas sus limitaciones: medio de reaccion, sustrato oxidable, radical,
concentracion de iniciador de la oxidacion, etc. los resultados son indicadores pero
no esta completamente demostrado que se pueden extrapolar a las condiciones
fisiologicas. Sin embargo, son considerados buenas herramientas para seleccionar
extractos fendlicos o sus fracciones con alta capacidad antioxidante principalmente
por la rapidez, reproducibilidad y bajo costo de este tipo de métodos, ademas que
algunos estudios han mostrado buenas correlaciones entre los resultados obtenidos
en modelos animales con resultados de la actividad antioxidante in vitro. A

continuacion se resumen algunas de las metodologias mas utilizadas en el estudio
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in vitro de la actividad antioxidante de compuestos fendlicos. Una de las estrategias
mas aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad antioxidante total de un
compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la actividad del antioxidante
frente a sustancias cromdgenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de
forma proporcional con la concentracion (Arena y col 2001). Con base en las
reacciones quimicas involucradas, la mayoria de los métodos de capacidad
antioxidante se pueden dividir en dos categorias: (1) ensayo basado en reaccion de
transferencia de atomo de hidrégeno (e.g. método de decoloracién del 3-caroteno) y
(2) ensayo basado en reaccion de transferencia de un electron (e.g. TEAC). La
eleccion del método de actividad antioxidante depende del tipo de compuestos que
se quieran evaluar ya sea de naturaleza hidrofilica 6 hidrofébica (Pérez y col 2003).
Los ensayos basados en transferencia de un electrén involucran reacciones de
oxido-reduccion (redox) con el oxidante, en cual es usado también como sonda para
monitorear la reaccién y como un indicador del punto final de la misma (Huang y col
2005). Este método detecta la habilidad de un antioxidante para transferir un electron
y reducir asi cualquier compuesto. Por otro lado, los métodos basados en
transferencia de atomo de hidrégeno generalmente requieren de un generador de
radicales libres, una sonda molecular oxidable y un antioxidante (Huang y col 2005).
En estos métodos, se mide la habilidad de un antioxidante para suprimir radicales
libres por la donacion de atomos de hidrégeno. Estas reacciones son independientes
del pH y solventes empleados, la presencia de agentes reductores, incluyendo
metales, presenta una complicacion en estos ensayos ya que pueden conducir a

reactividades falsas y aparentemente altas (Prior y col 2005).
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D BIOPROCESOS PARA EL DESARROLLO DE ALIMENTOS FUNCIONALES

Existen diversas tecnologias de procesamiento de alimentos las cuales
presentan un alto potencial y pueden ayudar a incrementar la calidad nutritiva,
biodisponibilidad de nutrientes, seguridad alimentaria, estabilidad y palatabilidad.
Entre las tecnologias se encuentran las conocidas como tradicionales las cuales son:
tostado, molienda, horneado, coccion, secado y germinacion (Bressani y col 1984).
En la industria alimentaria también podemos encontrar las siguientes tecnologias:
calentamiento por radio frecuencias, microondas, infrarrojos, perfusion instantanea y
de alto calor, calentamiento 6hmico, extrusion y fermentacién en estado solido
(Fellows 2000; Richardson 2001).
1 Fermentacion en estado sélido

La fermentacién en estado sélido se define como el bioprocesamiento que

utiliza microorganismos, tales como bacterias, levaduras y hongos filamentados
(mohos) (Nout y col 2005; Bourdichon y col 2012). Dicho procesamiento ayuda a
enriquecer la dieta, puede enriquecer los sutratos alimenticios biolégicamente con
vitaminas, proteinas, aminoacidos escenciales y acidos grasos escenciales, puede
mejorar la seguridad alimentaria a través de la inhibicién de patégenos y remueve
compuestos toéxicos (Steinkraus 2002; Bourdichon y col 2012).
2 Germinacion

La germinacién consiste en la reanudacion de la actividad metabdlica y el
crecimiento activo de los tejidos del embrion, lo que resulta en la ruptura de la
cubierta de la semilla y la emergencia de una plantula. En orden secuencial, la
germinacion involucra la rehidratacion, la utilizacion de las reservas y la formacion de

las estructuras de sintesis que permitiran a la plantula asumir un modo autotrofo de
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existencia (Kermode 1990; King 1991). En términos bioquimicos la germinacion es el
resultado de procesos catabdlicos y anabdlicos contrastantes. Los primeros ocurren
en los érganos de almacenamiento (endospermo en plantas monocotiledéneas vy
cotiledones en dicotiledéneas) y consisten en la degradacion y movilizacion de las
macromoléculas de reserva. Los segundos se efectian en los ejes embrionarios e
incluyen la sintesis de macromoléculas, componentes estructurales como
membranas y paredes celulares, para generar nuevas células y tejidos durante el
crecimiento (Kermode 1990).

La formacién de una semilla y su germinacion constituyen fendmenos adaptativos
unicos en el ciclo de vida de las plantas superiores. Involucran el desarrollo del
embrién y median varios procesos fisioldgicos para asegurar la supervivencia de la
planta en la préxima generacion. Durante la formacién de la semilla se acumulan las
sustancias de reserva (proteinas, carbohidratos y lipidos), aunado a un incremento
en los niveles de &cido abscisico (ABA) durante la embriogénesis intermedia y la
pérdida del contenido de agua durante la embriogénesis tardia. Una vez formada, en
la gran mayoria de las especies, la semilla pasa a un estado de desecacion y
posteriormente de latencia hasta el momento de la germinacion (Legaria y col 2000).

Las semillas son el resultado de la reproduccion sexual de las especies
vegetales, contienen un embrion capaz de desarrollarse en una planta semejante a la
gue les dio origen, por lo que poseen toda la infraestructura que permite este
desarrollo, asi como sustancias de reserva que garanticen el aporte inicial de los
nutrimentos requeridos por dicho embrion en el inicio del crecimiento (Duffus y

Slaughter 1980).
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1 Factores que afectan la germinacion
a Temperatura

La temperatura a la cual se germina es otro parametro importante, se considera
una temperatura adecuada aquella que da mejores rendimientos en corto tiempo,
siendo ésta dependiente del tipo de semilla. Se reportan temperaturas que van desde
21°C hasta 33°C (Elmalik y col 1986; Paredes-Lopez y Mora-Escobedo 1989; Mora y
col 1991).
b Tiempo

El tiempo al cual se cosechen las semillas de moringa, dependerd de su
capacidad germinativa. Gonzalez y col (2005) reportaron que el porciento de
germinacion mostraba una tendencia a disminuir conforme aumentaba el tiempo de
cosecha, siendo significativamente diferentes los porcentajes de germinacion,
71.20%, 65.45% y 60.06% para 30, 60 y 90 dias, respectivamente.
C [luminacién

Seo y col (2009), concluyeron que la iluminacién regula las concentraciones de
dos hormonas antagonicas, Giberelinas (GA) y Acido abscisico (ABA), y también la
capacidad de respuesta GA. Las sefiales luminosas se transmiten a GA y genes
relacionados con ABA a través de una proteina que interacciona con el fitocromo,
PIL5, que funciona como un factor de transcripcion que regula directa o
indirectamente los genes relacionados con las hormonas.
d Hormonas

Las hormonas tienen una profunda influencia sobre la regulacion de la
germinacion y la latencia. A su vez, los genes que codifican proteinas que modulan el

metabolismo de estas moléculas de sefializacion (especial las que participan en la
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biosintesis y la desactivacién de GA y ABA) son importantes reguladores genéticos
de estos eventos (Seo y col 2009).
e Metales

Li y col (2005) investigaron los efectos de los metales sobre la germinacién de
semillas y crecimiento de las plantulas en Arabidopsis esencial (Cu y Zn) y no
esenciales (Cd Hg, Pb y). El tratamiento de semillas con metales en el rango
milimolar reducia la germinacion total (GT, es decir, el porcentaje de semillas que
germinan en una prueba de germinacion) con una correlacion negativa entre la
concentracion y GT, y el crecimiento de las plantulas fue en general méas sensibles a
la toxicidad de metales en la germinacién de las semillas, excepto para Cd, que
inhibe tanto a la misma concentracion. Embriones aislados eran mucho mas
sensibles a los metales que las semillas intactas, lo que refuerza que la cubierta de la
semilla actia como una barrera para la absorcion de metales. Ademas, Pb inhibe la
germinacion en la mayor medida en las especies con cubiertas de las semillas de Pb-
permeables, y las cubiertas de las semillas se convirtieron en mas permeable al Pb
durante las etapas posteriores de la imbibicion, retrasar la germinacioén (Wierzbicka y
Obidzinska 1998). Cadmio, plomo y cromo también redujeron considerablemente GT
de una manera dependiente de la concentracion en Parkinsonia aculeata y
Pennisetum americanum, el Ultimo de los cuales fue mas severamente afectado
(Shaukat y col. 1999). En tres especies medicinales en la familia Hyacinthaceae,
volubilis Bowiea, Eucomis autumnalis y Merwilla natalensis, la germinacion de
semillas y crecimiento de plantulas fueron negativamente afectados en diversos

grados, en respuesta a Cu, Cd, Hg, Zny Pb (Street y col 2007).
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Estos estudios resaltan las variaciones inter e intra especificas en la germinacién
de semillas y plantulas de respuesta al estrés metal. Sin embargo, los datos limitados
disponibles sugieren que existe una tendencia a que las semillas de plantas
tolerantes a metales en general, pueden germinar en concentraciones de los
metales, y que los micronutrientes esenciales pueden causar dafio sélo a
concentraciones relativamente altas, como para Zn y Ni (Maheshwari y Dubey 2008),
aunque puede haber excepciones a esta regla.

2 Etapas de la germinacion
a Imbibicién

La rehidratacion de la semilla es una de las fases biogquimicamente cruciales
durante el proceso de germinacion. La captacion de agua generalmente es un
proceso trifasico que se caracteriza por un periodo inicial de ganancia en peso,
seguido de una fase estacionaria con un subsecuente incremento que coincide con el
crecimiento de la radicula. Este proceso se puede llevar a cabo en algunas horas
hasta varios dias (Meredith y Pomeranz 1985; Fincher 1989).

La cantidad de agua absorbida por la semilla estd en funcion directa de su
tamano, de la permeabilidad de la cubierta, cantidad y disponibilidad de agua y
composicion quimica. El agua se absorbe a través de los orificios naturales en la
cubierta, difundiéndose a lo largo de los tejidos; esto ocasiona un incremento en el
volumen de las células y de la semilla. Los cuerpos proteinicos del endospermo
sufren alargamiento e hinchamiento. De los componentes del endospermo las
proteinas son las que absorben agua en mayor proporcion (Chavan y Kadam 1989).

Es notable que una maxima absorcién de agua es deseable, sin embargo; una

absorcion excesiva puede romper la cubierta de la semilla y afectar la germinacion
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puesto que las sustancias celulares van hacia el exterior ocasionando: 1) pérdidas de
reservas, 2) pérdida de la compartamentalizacion con mezclas indeseables de
sustancias (por ejemplo, energia celular en forma de ATP que puede ser degradado
por ATPasa) y 3) estimulo a la actividad de patégenos del ambiente (Chavan y
Kadam 1989).
b Reanudacién del metabolismo energético y reparacién celular

Un evento temprano en la Fase | de imbibicion es la reanudacion del
metabolismo energético. Las semillas secas maduras contienen mitocondrias con
membranas internas pobremente diferenciados. Enzimas funcionales necesarias
para la respiracion, tales como las del ciclo de Krebs, y oxidasas terminales, estan
presentes lo que probablemente proporciona suficiente ATP a partir de la
fosforilacion oxidativa durante varias horas después del inicio de la imbibicion
(Hourmant y Pradet 1981). Las reacciones de oxidacién mitocondrial aumentan tras
la finalizacion de la imbibicion, durante la Fase Il, ya que las mitocondrias se
someten a la reparacion y la replicacién. Hay dos distintos patrones de desarrollo
mitocondrial. En el almacenamiento de almidon de semillas tales como guisantes,
frijol mungo y caupi, hay reparacion y reactivacion de las mitocondrias pre -
existentes; Sin embargo, la biogénesis de nuevas mitocondrias es tipico de semillas
oleaginosas que almacenan tales como mani, semillas de ricino y calabaza (
Morohashi y Bewley 1980, 1981,1986).

Otras dos vias respiratorias, la glucdlisis y la via pentosa fosfato (PPP), también
son activos en semillas embebidas. Muchas semillas experimentan condiciones
anaerobicas temporales durante o después de la imbibicibn que conduce a la

produccion de etanol (Kennedy y col 1992).
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La via glucolitica predomina cuando la produccion de ATP mitocondrial esta
restringido por baja disponibilidad de oxigeno, con frecuencia debido a la
permeabilidad limitada de las estructuras que rodean al embrién.

c Sintesis de proteinas

Muchos de los genes que codifican los ARNm residuales contienen elementos
sensibles a acido abscisico (ABA) y se activan tipicamente durante la maduracion de
las semillas (Nakabayashi y col 2005). Es posible que los ARNm almacenados
apoyen la sintesis de nuevas proteinas antes de que se reanude la actividad
transcripcional y nuevos mensajes estén disponibles durante las primeras etapas de
la imbibicion. En las semillas secas (por ejemplo, embriones de trigo), todos los
componentes necesarios para la reanudacion de la sintesis de proteinas estan
presentes (Marcus y col 1966; Bewley y Black 1994). Pocos minutos después de la
rehidratacién, los ribosomas se convierten reclutados en los complejos de proteinas
gue sintetizan polysomal, utilizando ARNm existentes (Bewley y Black 1994). La
participacion de los ARNm almacenados durante la germinacion es apoyada por
experimentos en Arabidopsis utilizando inhibidores de transcripcion y traduccion.

d Metabolismo de hormonas

El 6xido nitrico (NO) es reconocido como un importante componente de
transduccion de la sefial, y podrian acelerar el flujo metabdlico a través de la ruta de
las pentosas fosfato (PPP), al aumentar indirectamente la oxidacion de NADPH
(Bethke y col 2007a), aunque podria estimular la germinacion a través de otras vias,
tales como los implicados en el metabolismo de la hormona, por ejemplo, NO
promueve la giberelina (GA) biosintesis en Arabidopsis. (Bethke y col 2007b). El

nitrato (por lo tanto NO) podria actuar mediante la desactivacion de acido abscisico
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(ABA) (Matakiadis y col 2009). Una caracteristica importante del metabolismo de GA
y ABA es su interaccién. Por ejemplo, el ABA regula a la baja la biosintesis de GA y
hasta regula la desactivacion de GA (Seo y col 2006), modulando asi el contenido
ABA en la semilla (Seo y col 2009).
e Cambios en el embrién

Después de que la semilla ha captado el agua suficiente, el embrién se
transforma y la plimula y radicula empiezan a emerger, en esta etapa
probablemente hay sintesis y activacién enzimatica, degradacion de inhibidores y
cambios profundos en la estructura de la semilla, asi como su composicion. Existe un
incremento en los niveles de metabolitos intermediarios y enzimas, asociados con la
produccion de energia, particularmente el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Esto se
ve reflejado por el aumento en la velocidad de intercambio gaseoso (Duffus y
Slaughter 1980; Chavan y Kadam 1989).
f Relacion entre el embrién y la estructura circundante

Al final de la Fase Il del embrién, por lo general la radicula, emerge de la semilla,
gue marca la finalizacién de la germinacion. Para ello, tiene que romper los tejidos
circundantes, tales como el endospermo y la testa (cubierta de la semilla). En
algunas especies estas estructuras son barreras para la emergencia, la imposicion
de latencia fisica. Las células adyacentes a la radicula tienen paredes finas (o en el
caso de la fecha, un anillo de células de paredes delgadas) que le permite penetrar a
completar la germinacién (Williams y col 2001; Gong y col 2005). En todas las
semillas que deben penetrar en las estructuras circundantes, el potencial de
crecimiento del embrion debe ser superior a la resistencia mecéanica de estos tejidos

(Nonogaki y col 2007).
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3 Efecto de la germinacion sobre composicibn quimica y valor
nutricional

Las semillas germinadas han tenido un crecimiento en cuanto a su uso
alimenticio en los ultimos afios, esto debido al valor nutritivo y nutraceutico que éstas
presentan los cuales aumentan en comparacion de los presentes en las semillas
crudas. Aphalo y col (2009) estudiaron la modificacién estructural de las proteinas de
amaranto durante la germinacién y reportan que las albuminas y globulinas fueron
modificadas primeramente y mas tarde las glutelinas; sugiriendo que el orden de
movilizacion de las proteinas de reserva dependen de la combinacion de dos
caracteristicas estructurales, el estado de agregacion y la presencia en la superficie
de polipéptidos susceptibles a divisiones.

Donkor y col (2012) reportan que el proceso de germinacién disminuy6 el
contenido de lipidos en diversos tipos de cereales. Ellos suponen que la grasa pudo
haber sido utilizada como fuente de energia durante el proceso para el desarrollo del
embrién. Se observo una tendencia similar para el efecto de la germinacion sobre el
contenido de lipidos de las semillas de soya, el cual disminuy6é gradualmente por la
progresién de la germinacion (Bau y col 1997).

4 Efecto de la germinacion sobre fitoquimicos y propiedades
nutracéuticas

Los granos como cereales y leguminosas, deben ser procesados para su
consumo con el fin de obtener alguna funcionalidad atractiva como sabor y textura o
eliminar la accion antifisiologica de inhibidores enzimaticos en las leguminosas.
Pasko y col (2008) reportaron que el principal acido fendlico, en semillas crudas y

germinadas, fue el acido galico. Ademas, encontraron que los acidos p-
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hidroxibenzoico, vainillico, p-cumarico, caféico y cindmico se encuentran
principalmente en la semilla cruda mientras que en los germinados estan presentes
los &cidos p-cumarico, siringico y ferulico. En cuanto a la presencia de flavonoides en
semillas y germinados estos mismos investigadores reportaron que los encontrados
en germinados son vitexina, isovitexina y morina y que la rutina fue el flavonoide
detectado en mayor cantidad.

F MORINGA (MORINGA OLEIFERA)

1 Origen de moringa

Moringa oleifera Lam. Es originaria del sur del Himalaya noreste de la india,
Pakistan, BanglaDesh, Arabia Saudita y Afganistan se ha naturalizado en la mayoria
de los paises tropicales.

Moringaceae se distingue de las otras familias por una combinacién Unica de
rasgos (Olson 2010). Sus especies se caracterizan por tener hojas pinnadas
grandes, en donde cada hoja esta dividida en muchos foliolos dispuestos sobre un
armazoén llamado raquis (Fig. 1A). Los frutos forman una cépsula larga y lefiosa que
cuando alcanza la madurez se abre lentamente en 3 valvas que se separan la una de
la otra por su longitud, quedando pegadas sélo en la base del fruto (Fig. 1B, C). En la
mayoria de las especies, las semillas presentan 3 alas longitudinales. La
combinacion de hojas pinnadas, frutos trivalvados y semillas con 3 alas hace que sea
muy facil reconocer una Moringa. Para asegurar la identificacion, se pueden buscar
las glandulas foliares caracteristicas de esta familia, las cuales se encuentran en
ambos lados flanqueando la base o en el apice del peciolo y en la mayoria de las

articulaciones del raquis (Fig. 1). Otras caracteristicas Unicas de la familia, incluyen
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glandulas
en las
articulaciones

oja

una h

Figura 1. Esquema de las partes anatomicas de moringa. (A) Hojas; (B) Fruto(vaina);
(C) Fruto abierto (trivalvado); (D) Semilla.
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el estilo hueco y las anteras con 2 esporangios o camaras para el polen en vez de los
4 que suelen presentar las plantas con flor (Olson 2003). Caracteristicas aiun menos
aparentes incluyen los productos de goma en la médula de los tallos y elementos de
vaso con placas de perforacion sin bordes (Olson y Carlquist 2001; Olson 2002b).
2 Taxonomia

A la planta que conocemos como Moringa oleifera se le han aplicado nombres
como Guilandina moringa, que se remonta a Linneo en el afio 1753, y también
Hyperanthera moringa (L.) Vahl, también se le conoce como “el arbol de la vida”.
Todavia es comun que algunos autores empleen el nombre Moringa pterygosperma
Gaertn, que es un nombre ilegitimo de acuerdo con las reglas de nomenclatura
botanica. Indican que G. moringa y H. moringa carecen de validez, mientras M.
oleifera tiene prioridad y constituye el nombre valido. Es miembro de la familia
moringacea teniendo de esta familia una amplia variedad de especies de las cuales
encontramos las siguientes segun su origen (Cuadro 1).

Moringaceae comprende Unicamente un género, Moringa. Dentro de moringa hay
13 especies (Verdcourt 1985; Olson 2002), las cuales abarcan una gama muy
diversa de habitos o formas de crecimiento, desde hierbitas y arbustos hasta arboles
grandes (Olson 2000, 2001, 2002). Si bien varian mucho en su forma, es muy facil
distinguir un miembro de Moringa de cualquier otra planta.
3 Distribucion

En Centroamérica se introdujo y naturalizo en 1920 como un arbol ornamental y
Se uso como cercas vivas, para cortinas rompe vientos. El rango natural de este
arbol se extiende de Arabia a la India, hoy en dia el arbol de moringa es comun en

paisajes de todos los tropicos del viejo mundo del sur de Asia y Africa occidental. Es
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Cuadro 1. Especies de moringa.

Especie

Lugar de origen

Moringa drouhardii

Moringa concanensis

Moringa arbdrea
Moringa hildebrandtii
Moringa borziana
Moringa ovalifolia

Moringa peregrina

Moringa longituba
Moringa stenopelala
Moringa oleifera
Moringa pygmaea
Moringa ribae

Moringa ruspoliana

Madagascar

Asia, principalmente la India

Noroeste de Kenia

Madagascar

Kenia y Somalia

Nambia el estrecho sur occidental de Angola

Mar rojo, Arabia y cuerno de Africa

Kenia, Etiopia y Somalia
Kenia y Etiopia

India

Norte de Somalia

Kenia y Etiopia

Kenia, Etiopia y Somalia

Fuente: Agrodesierto, 1998
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mas visible en partes del este y sur de Africa. También se le puede encontrar en
huertos caseros de muchas islas del pacifico, desde Kiribati hasta las Marianas del
Norte (Fuglie 2000).

4 Composicién quimica de la semilla de moringa
a Proteinas

En la literatura se ha reportado un contenido de proteina en semillas de moringa
cultivadas en diversas regiones como Malasia, Alemania, con valores de 36.7—-
38.4%, Cuadro 2, (Duke y Atchley 1984; Makkar y Becker 1997; Abdulkarim y col
2005).

La composicion quimica varia en correspondencia con la fraccion de la planta
(Garavito 2008); este autor encontré los mayores valores de proteina y energia
metabolizable en las hojas y el mas bajo valor de fibra cruda.

b Lipidos

El contenido de lipidos en semillas es alrededor de 41.2 % reportado por Oliveira
y col (1999) (Cuadro 2), siendo un valor mayor al de algunas variedades de soja
(14.9 a 22.0 %) (Vasconcelos y col 2001). Los principales acidos grasos saturados
presentes en las semillas son palmitico (6.1 — 7.8%), estearico (5.1 — 6.8%),
araquidonico y acido behenico (5.4 %). El &cido oleico es el principal acido graso
insaturado (67.9 - 71.9%) (Abdulkarim y col 2005; Sanchez y col 2015), cuya
concentracion alta es deseable en términos de nutricion.

En el Cuadro 3 se muestran los acidos grasos en semilla de moringa. La
composicion de los esteroles de aceite de semilla de Moringa se compone
principalmente de campesterol, estigmasterol, B - sitosterol, A5-avenasterol y

clerosterol (Tsaknis y col 1999; Anwar y col 2005; Anwar y col 2006). La composicion
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Cuadro 2. Composicion proximal de semilla de moringa (Moringa oleifera).

Caracteristicas Valores obtenidos
(%)

Humedad 4.1-7.9

Proteina cruda® 36.7- 38.4

Lipidos 30.8-41.7

Fibra cruda 35-48

Contenido de cenizas 3.2-6.5

Carbohidratos total” 16.5-17.8

®Proteina cruda=N x 6.25

®Carbohidratos obtenidos por diferencia.

Adulkarim y col 2005 ; Makkar y Becker 1997; Duke y Atchley 1984.

28



Cuadro 3. Contenido de &cidos grasos en semilla de moringa (Moringa oleifera).

Ac. Graso No.C %

Ac. Miristico (C14:0) 0.1 -0.1

Ac. Palmitico (C16:0) 6.1 —7.8

Ac. Palmitoleico (C16:1) 1.8 —2.0

Ac. Estearico (C18:0) 51 -6.8

Ac. Oleico (C18:1) 67.9-71.9
Ac. Linoléico (C18:2) 0.7 -0.9

Ac. Araquidonico (C20:0) 3.0 -4.6

Ac. Eicosanoico (C20:1) 1.6 —1.8

Ac. Behénico (C22:0) 54 -54
Ac. Lignocerico (C24:0) 1.5

Abdulkarim y col 2007; Sanchez y col 2015.
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de esteroles de las principales fracciones de aceite de semilla de Moringa difiere en
gran medida de los de la mayoria de los aceites comestibles convencionales (Rossell
1991 ). La composicion de acidos grasos del aceite de semilla de M. oleifera revela
gue cae en la categoria de aceites de alto oleico (C18:1, 67.90 % -76.00). Moringa
oleifera es también una buena fuente de diferentes tocoferoles (a -,y-y d-);la
concentracion de los reportes, es de 98.82 - 134.42, 27.90-93.70 y 48.0-71.16 mg/kg,
respectivamente (Anwar 2005; Tsaknis y col 1999 ).
o Fibra dietaria

Se le conoce como fibra dietaria a una mezcla heterogénea de componentes de
origen vegetal resistentes a las enzimas digestivas del hombre. Existen diferentes
definiciones de fibra dietaria, pero todas ellas coinciden en que consisten
principalmente de polimeros de carbohidratos (polisacaridos no amilaceos) que son
componentes de las paredes de las células vegetales, incluidas celulosa,
hemicelulosa y pectinas, asi como otros polisacaridos de origen vegetal o algas,
como gomas, mucilagos y oligosacaridos como la inulina. Los carbohidratos no
digeribles analogos que pasan a través del intestino delgado sin cambios, pero se
fermentan en el intestino grueso también deberian incluirse; por ejemplo, el almidén
resistente, los fructooligosacaridos, las celulosas modificadas y los polimeros de
carbohidratos sintéticos, como la polidextrosa (Gray, 2006).

Existen fibras que afectan principalmente la absorcion de la glucosa y la grasa.
Histéricamente, a éstas se las llamo solubles debido a que muchas de ellas eran
viscosas y formaban geles en el intestino delgado (por ejemplo, pectinas y R3-

glucanos). Por el contrario, los tipos de fibra dietética con una mayor influencia en la
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funcion del intestino grueso se denominaron insolubles (incluidas la celulosa y la
lignina) (Gray 2006).

No se encontraron reportes sobre el contenido de fibra dietaria en semillas de M.
oleifera. Montafio (2014) reporta que la cascara, la capa mas externa de la semilla de
M. oleifera, se caracteriza por el alto contenido de fibra, la cual puede estar
compuesta por celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina entre otros.

Se han reportado valores de fibra dietaria en hojas de Moringa oleifera entre
19.2% y 25.8% (Dhakar y col 2011; Moyo y col 2011). Mallillin y col (2014) reporta el
contenido de fibra dietaria total en hojas de M. oleifera de 24.3 + 0.2 g/100g, de los
cuales, el 4.7 £ 0.0 y 19.6 £ 0.2 g/100g de fibra soluble e insoluble respectivamente.
En el mismo estudio se reportdé el contenido de fibra de las vainas de Moringa,
encontrando un contenido de fibra dietaria total de 34 + 0.2 g/100g, de los cuales,
11.3+ 0.2y 22.7 £ 0.2 g/100g son de fibra soluble e insoluble respectivamente.

5 Valor nutricional de la semilla de moringa
a Digestibilidad proteinica

Borges y col 2014 encontraron que en las hojas de moringa tienen bajo valor
nutritivo, lo que puede estar relacionado con su propia resistencia intrinseca frente a
la hidrélisis enzimética y / o la presencia de compuestos termoresistentes, como los
taninos (Correa y col 2004). Cuando aplicaron tratamiento térmico se incremento la
digestibilidad de la harina cruda de 69.2 % y un 57.5 % con respecto a la proteina
estandar. Este aumento en la susceptibilidad a la proteolisis, después del tratamiento
térmico, se ha atribuido a los cambios estructurales que conducen a la interrupcion
de las estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas, favoreciendo la accion

enzimatica. Estos resultados estan en desacuerdo con los de Makkar y Becker
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(1995), quienes evaluaron el forraje de hojas frescas de M. oleifera y observaron un
79% en la digestibilidad proteica in vitro. Tales diferencias pueden estar
relacionadas con la metodologia utilizada para la determinacion de proteinas, ya que
desde que se determind la fracciéon insoluble como nitrégeno, esto no se corresponde
con el contenido de proteina verdadera en el medio.

Un proyecto sobre el cultivo intensivo de M. oleifera, Pérez (2010) plante6 que
es una alternativa para la produccién de forraje de alto contenido proteico para la
alimentacion de ovinos en la zona centro de Sinaloa, debido a su adaptabilidad y
bajo costo de produccion. Ademas presenta un 70,5% de digestibilidad aparente de
materia seca y 65,5% de digestibilidad aparente de proteina.

b Perfil de aminoacidos esenciales

La harina de semilla de moringa cruda tiene un alto contenido de aminoacidos
esenciales, excepto lisina (proteina 15.3g/kg), treonina (30.8 g/kg ) y valina (43.5g/kg
) (Oliveira y col 1999), que estan presentes en niveles inferiores a las recomendadas
para 2 a 5 niflos afios de edad. Los altos contenidos de metionina y cisteina
(43.6g/kg proteina ), son cercanos a los valores de la leche humana y de vaca y los
huevos de gallina, los cuales varian de 33-57 g/Kg proteina (FAO/WHO/UNU1985).
Las semillas de moringa pueden ser un buen complemento de leguminosas las
cuales de manera usual son deficientes en aminoacidos azufrados.

Sanchez y col 2010 reportaron una concentracion total de aminoacidos en partes
comestibles de moringa en un rango de 74.5 — 172.7 mg/g (bs) para flores y hojas
respectivamente. El contenido de aminoacidos escenciales en hojas fue de 44%,
31% en flores y 30% en vainas inmaduras. En dicha investigaciéon encontraron que

los aminoacidos que estan en mayor proporcion en las diferentes muestras fueron:
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Ac. glutamico, Arginina, Ac. Aspartico. Mientras que Metionina y Tirosina se
encontraron en menor proporcion.

Oluwole y col 2013 reportaron un contenido de aminoacidos escenciales en
harina de moringa germinada de 17.65 g/100g proteina cruda encontrando los
valores mas altos en lIsoleucina y Leucina, 4.69 y 4.08 g/100g proteina cruda
respectivamente.

Garavito y col 2008 compararon el contenido de nutrientes en hojas de la
especie con otros alimentos (por cada 100 gramos de parte comestible) Cuadro 4. En
todos los casos la moringa presentd un mayor contenido de vitamina A, vitamina C,
calcio y potasio, con relacion a la zanahoria, la naranja, la leche de vaca y el platano,
respectivamente.

6 Fitoguimicos en semilla de moringa

Los fitoquimicos son los productos quimicos producidos por las plantas. Sin
embargo, la palabra se refiere Unicamente a los productos quimicos que pueden
tener un impacto en la salud o en el sabor, textura, olor o color de las plantas, pero
no son requeridos por los seres humanos como nutrientes esenciales. Un examen de
los fitoquimicos de las especies moringa brinda la oportunidad de examinar una
gama de compuestos bastante Unicas. En particular, esta familia de plantas es rica
en compuestos que contienen el azlcar simple, ramnosa, y es rico en un grupo
bastante Unico de compuestos llamados glucosinolatos e isotiocianatos (Fahey y col
2001; Bennett y col 2003). En el Cuadro 5 se muestras compuestos fitoquimicos

encontrados en aislados de semilla de moringa.
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Cuadro 4. Contenido de vitaminas Ay C en hojas de Moringa.

Nutriente Moringa Otros alimentos
Vitamina A (mg/100g) 1,130 Zanahoria: — 315
Vitamina C (mg/100g) 220 Naranja: — 30

Calcio (mg/100g) 440 Leche de vaca: -120
Potasio (mg/100g) 259 Platano: — 88
Proteina (mg /100g) 6,700 Leche de vaca: 3,200

Fuente: Garavito (2008)
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Cuadro 5. Fitoquimicos presentes en aislados de semilla de moringa.

Aislados de Fitoquimicos

Semilla O- etil -4- (a-L-roamnosiloxi) bencill carbamato,
4(a-L-ramnosiloxi)benzyl isotiocianato, 4(a-L-
ramnosiloxi) bencilglucosinolato, niacimicina, 3 —O-
(6’-O-oleoil-beta-D-glucopiranosil)-B-sitosterol, B-
sitosterol-3-O-3-D-glucopiranoside, niacirin, B-
citoesterol, glicerol-1- (9-octadecanoato),

isothiocianatos,thiocarbamatos y flavonoides
Presencia de hemaglutinina también ha sido
reportada.

Guevara y col 1999; Lalas y Tsaknis 2002; Bennett y col 2003; Katre y col 2008
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7 Propiedades nutracéuticas de la semilla de moringa

Las semillas de Moringa también poseen propiedades antimicrobianas (Olsen 1987;
Madsen y col 1987). Broin y col (2002) informaron de que una proteina recombinante
en la semilla es capaz de flocular las células bacterianas Gram -positivas y Gram -
negativas. En este caso, los microorganismos pueden ser eliminados por
decantacion de la misma manera como la eliminacion de coloides en agua
adecuadamente coagulada y floculada (Casey 1997). Por otro lado, las semillas
también pueden actuar directamente sobre los microorganismos y dar como
resultado una inhibicién en el crecimiento. Péptidos antimicrobianos se cree que
actuan mediante la interrupcién de la membrana celular o mediante la inhibicion de
enzimas esenciales (Silvestro y col 2000; Suarez y col 2003).

Sutherland y col (1990) mostraron que las semillas de moringa podrian inhibir la
replicacion de los bacterid6fagos. Los efectos antimicrobianos de las semillas se
atribuyen al compuesto 4 (a-L-ramnosiloxy) isotiocianato de bencilo (Eilert y col
1981). En el Cuadro 6 se muestran algunos usos medicinales en las diferentes partes
de moringa.

8 Utilizacién y consumo de moringa

Las hojas son comestibles y ricas en proteinas, con un perfil de aminoacidos
esenciales muy balanceado. Al mismo tiempo, contiene vitaminas, principalmente Ay
C, en altas cantidades, asi como antioxidantes potentes. Los frutos jovenes son
comestibles y las semillas producen un aceite comestible y lubricante de altisima
calidad. Los desechos del prensado de las semillas para obtener el aceite contienen

uno de los floculantes o aglutinantes vegetales mas potentes que se conoceny

36



Cuadro 6. Usos medicinales reportados en la literatura de las diferentes partes de

Moringa oleifera.

Parte de la planta Compuestos Bioactividad Referencias
Fendlicos
Semilla Isotiocianatos Antitumoral 1
Niacimicina
Niacirina Antiinflamatorio 2
Sitosterol Antimicrobiano
Hoja Polifenoles Hipolipidémico 3
Quercetina Anticoagulante 4
VitCyE
Flavonoides Antioxidante 5
Antidiabetico
Antiinflamatorio 6
Antiproliferativo vy 7
Antioxidante(Hep-
G2, Caco-2, MCF-
7)
Corteza Fitoesteroles, Antiinflamatorio 8
terpenoides, (THP-1)
acidos grasos
Eugenol, Isotiacinatos,  Anticarcinogénico 9

D-allosa, Ac. Ester etil
Hexadecanoico

(mamay colon)

'Guevara y col 1999; *Santos y col 2012; “Rajanandh y col 2012; *Coppin y col 2013;
’Govardhan y col 2013; °Yassa y Tohamy 2014; ‘Charoensin y col 2014; ®Al-Asmari y col
2015; *Vasantha y col 2015.
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pueden eliminar la turbidez del agua. Sus hojas ofrecen un forraje nutritivo para los
animales, asi como también los residuos de las semillas después de la extraccion de
aceite y aun las ramas molidas (Martinez 1959; Reyes y col 2005). Foidl y col (2001)
informaron que moringa contiene un 10% de azlcares y la energia metabolizable en
las hojas es de 9,5 MJ/kg MS. Son soélo algunos de los usos de este arbol, que

ademas crece con suma rapidez, tolera el calor y es resistente a las sequias.
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IV JUSTIFICACION

Se ha reportado que el arbol de moringa contiene diversos compuestos
bioactivos, sin embargo la mayoria de los estudios se han realizado en hojas de esta
planta. Se han llevado a cabo diversas investigaciones en Moringa oleifera para
evaluar sus propiedades nutracéuticas, esta merece y es objeto de investigacion
cientifica a fin de establecer el mecanismo de funcionamiento biol6gico de los
fitonutrientes y de su valor en la lucha por una mejor salud y calidad de vida.

En diversas investigaciones se ha reportado que el bioproceso de germinacion
incrementa las propiedades nutricionales y nutracéuticas en diversos tipos de
semillas. Con lo cual se pretende estudiar el efecto de las variables del proceso de
germinacion de la semilla de moringa para establecer las mejores condiciones de
proceso, lograr con ello obtener un producto bioprocesado de moringa con los

valores mas altos en capacidad antioxidante y propiedades nutracéuticas.
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V OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL
Encontrar las mejores condiciones de germinacién para la obtencién de harina de
moringa bioprocesada con valor nutricional y nutracéutico alto.
B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar caracteristicas fisicas de la semilla de moringa.

2 Determinar la mejor combinacion de las variables del proceso de
germinacion (temperatura de germinacion, tiempo de germinacion) para la
obtencién de harina de moringa germinada con capacidad antioxidante y
nutracéuticos altos.

3 Evaluar composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y funcionales
de la harina de moringa cruda y germinada optimizada.

4 Evaluar capacidad antioxidante y fitoquimicos (fendlicos totales, taninos
condensados, fitatos y saponinas) de la harina de moringa cruda y
germinada optimizada.

5 Evaluar el perfil de acidos grasos en harina de moringa cruda y germinada

optimizada.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Como materiales se utilizaron semillas de Moringa oleifera procedentes de la
ciudad de Obregdn, Sonora, Proporcionadas por el Dr. Jaime Lopez Cervantes.
B METODOS
1 Caracteristicas fisicas de la semilla de moringa
a Dimensiones fisicas

Se midid la longitud y grosor, utilizando un vernier (calibrador) Scala modelo
UNOX (Metro Méx, S.A. México, DF). Las mediciones se realizaron en 25 semillas de
moringa seleccionadas al azar. La determinacion se realizé por triplicado (Milan y col
2000).
b Peso de 1,000 semillas

Este pardmetro se determin6 pesando 1,000 semillas, tomados al azar de un lote
de semillas limpias, en una balanza OHAUS (Mod TP2KS, Seedburo Equipment, Co.,
EUA). La prueba se realizo por triplicado.
c Peso hectolitrico

Para la determinacion del peso hectolitrico se usé el procedimiento 55-10 de la
AACC (1995) utilizando una microescala. Un recipiente de volumen conocido (1 L) se
llené de granos y se peso6 en una balanza analitica. El peso hectolitrico se obtuvo al
dividir el peso de los granos entre el volumen del recipiente y relacionandolo a un
volumen de 100 L (kg/hL). Esta caracteristica fisica se determino de 10 repeticiones.
2 Composicién quimica

La composicion quimica se determino, de acuerdo a métodos oficiales de AOAC

(1999), proteina cruda, grasa cruda y cenizas, realizada a la harina de granos crudos
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de Moringa oleifera, harinas derivadas de los 13 tratamientos (combinaciones
temperatura/tiempo germinacion) generadas por el disefio experimental y a la harina
de moringa germinada optimizada.
a Proteina cruda

Se utiliz6 el método 46.12, microKjeldahl, de la AOAC (1999) para la
determinacién de nitrégeno en un sistema Kjeltec (Mod 1009 y 1002, Tecator,
Suecia). Se digeriran 0.2 g de muestra, con 5 mL de &cido sulfarico y mezcla reactiva
de selenio (Merck Co., Alemania) a una temperatura de 200°C. En la destilacién de la
muestra, previamente diluida con 25 mL de agua, se emplearan disoluciones de
NaOH al 40% y &cido bdrico al 4% como indicador para recibir el destilado. La
titulacion se llevara a cabo con una disolucion valorada de HCI 0.1 N.
Posteriormente, la proteina cruda se calculara por multiplicacion del contenido de
nitrégeno total por el factor 6.25.
b Grasa cruda

Se determind el contenido de grasa cruda de acuerdo al método 920.39 de la
AOAC (1999). Las extracciones se realizaron en muestras de 3-4 g de harina, que
pasaran a través de malla 80 (0.180 mm). Posteriormente se utilizo el equipo Saxtec
System HT 1043 Extraction Unit (Tecator, Suecia); se usara como disolvente éter de
petréleo. La prueba se realizo por triplicado.
c Minerales

El contenido de cenizas se determino de acuerdo con el método 923.03 de la
AOAC (1999). Se peso 1gr de muestra, la cual se coloco en un crisol de porcelana

para llevarlo a incinerar en una mufla aproximadamente a 550° C hasta obtener una
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ceniza gris luminosa; se enfrid en un desecador y se pesa al alcanzar la temperatura
ambiente.
d Carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos se calculo por diferencia de 100, tomando en
consideracion los porcentajes de proteina cruda, grasa cruda y cenizas.
3 Obtencion de harinas de moringa cruda y bioprocesada

La harina de moringa cruda (HMC), se obtuvo de la molienda directa de las
semillas de moringa en un molino de café marca Krups modelo GX410011 y fue
almacenada a 4°C para su posterior utilizacion y analisis.

Para la obtencion de harinas de moringa germinada se aplico la metodologia
reportada por Mora-Escobedo (1994), Céceres y col (2013), con algunas
modificaciones (Fig 2). Se pesaron lotes de 50g de semillas de moringa, limpias y sin
defecto, fueron sumergidas en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.1% por 10
min, esto para desinfectar y eliminar cualquier contaminante que pudiera traer en la
superficie de la semilla. Luego, se retiraron y se lavaron para eliminar el exceso de
cloro y se dejaran en remojo durante 24h en agua destilada. Pasado el tiempo de
remojo, se decanto el agua, las semillas fueron colocadas homogéneamente sobre
papel filtro en charolas de plastico y cubiertas con papel para retener humedad. Las
charolas se colocaron en una estufa con puerta de vidrio para llevar a cabo la
germinacion de las semillas. Los 13 tratamientos se realizaron en oscuridad sin
fotoperiodos. Una vez cumplidos los tratamientos, los germinados de moringa fueron
llevados a congelaciéon a -80°C, para posteriormente ser secados por medio de

liofilizacién en un equipo Freezone 6°.
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Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de germinacion de semillas de moringa
(Moringa Oleifera).
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Una vez secos los tratamientos se procedieron con la etapa de molienda en
molino de café marca Krups modelo GX410011con malla de 1mm de diametro y se
almacenaron a 4°C para su posterior utilizacién y andlisis.

4 Evaluacién del contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y
actividad antioxidante (AAox) en harinas de moringa bioprocesada (HMB)
a Extraccion de fitoquimicos libres

La extraccion de fitoquimicos libres se realiz6 segun el procedimiento de Adom y
Liu (2002) y Mora-Rochin (2010) con modificaciones (Fig. 3). Los fitoquimicos libres
de cada una de las harinas de los 13 tratamientos derivados del disefio experimental,
se pesaron 0.5g de muestra con 10 ml de metanol al 80% (v/v); se agitaron en un
rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) a una velocidad de 25 por 10 min. Después
fueron centrifugadas las muestras a 3,000xg/10°C durante 10 min. El sobrenadante
se coloco en un tubo coénico y se llevron a concentracién a 45°C con presion baja
(Apud Vac Concentrator, Thermo Elector Corporation) hasta alcanzar un volumen
final de 2 ml. El concentrado se almaceno a 4°C hasta su posterior utilizacion, las
determinaciones se realizaron por cuadruplicado. A partir del precipitado se realiza la
obtencion de los extractos fitoquimicos ligados.

b Extraccion de fitoquimicos ligados

La extraccion de fitoquimicos ligados se realizo segun el procedimiento de Adom
y Liu (2002) y Mora-Rochin (2010) con modificaciones (Fig. 3). El precipitado se
digirio con 10 ml de NaOH 2M, se elimind el oxigeno en presencia de N, gas y la
muestra fue sometida a tratamiento térmico, en bafio maria a 95°C/30 min,

posteriormente se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente (25°C). La mezcla

45



Muestra
v
Metanol 80%
W
x ~
Sobrenadante Precipitado
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Secado Hidrolisis alcalinalacida (NaOH)/(HCI)
7 — 1
Reconstitucion metanol 80% Extraccion grasas (Hexano)
v ¥
Extracto libre Lavado acetato de etilo
¥
Sobrenadante recuperado
¥
Actividad
antioxidante ORAC Secidc
Compuestos Extracto Reconstitucion metanol 50%
Fendlicos totales ligado

Figura 3. Diagrama de flujo para la obtencion de fitoquimicos libres y ligados para la

determinacién de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante.

46



fue neutralizada con 2 ml de HCI concentrado, se agitdé por 2 min en un vortex y
posteriormente en un rotator (OVAN noria R, EUA, 2010) con velocidad de 25 por 10
min e inmediatamente después se le agregaron 10 ml de hexano; se realizo la misma
operacion de agitacion mediante el vortex y rotator, se centrifugo a 3,000xg/10°C por
10 min, y se extrajo el hexano.

La mezcla resultante se le agregaron 10ml de acetato de etilo, se agito por dos
min (vortex) y se pasé a una agitacion en rotador (OVAN noria R, EUA, 2010) con
velocidad de 25 por 10 min y se centrifug6é a 3,000xg/10°C por 10 min, se extrajo el
acetato de etilo y se almacend en un tubo conico; esta extraccion se llevo a cabo 5
veces. La fraccibn de acetato de etilo se evapora hasta sequedad (Apud Vac
Concentrator, Thermo Elector Corporation). Los compuestos extraidos se
reconstituyeron con metanol al 50% y se almacenaron a -20°C hasta su posterior
utilizacion. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

C Compuestos fendlicos totales (CFT)

El contenido de compuestos fendlicos totales (suma de compuestos fendlicos
libres y ligados), en los extractos de fitoquimicos libres y ligados se determind
mediante el método colorimétrico descrito por Singleton y col (1999). Primero se
tomaron 20 uL del extracto los cuales se oxidaron con 180 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu. Luego de 3 min de reposo, se les adicionaron 50 uL de carbonato de sodio
al 7% y se incubaron en oscuridad. Después de 90 min de incubacion, se realizo la
medicion de la absorbancia a 750 nm utilizando un lector de microplacas (SynergyTM
HT Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT). Se preparo una curva de calibracion

utilizando acido gélico como estandar y el contenido de fendlicos totales se expreso
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como mg equivalentes de acido galico (mg EAG) por 100 g de muestra, en base
seca.
d Actividad antioxidante (Aaox) hidrofilica total

La determinacion de la capacidad antioxidante se llevo a cabo por el método de
capacidad de absorbancia de radicales oxigeno (oxygen radical absorbance capacity,
ORAC), desarrollado para compuestos hidrofilicos (Cao y col 1995, 1998; Ou y col
2001; Wu y col 2004). La degradacion térmica del compuesto 2-2°-Azobis
amidinopropano (AAPH) produce radicales peroxilo (ROQO’), los cuales oxidan al
compuesto fluorescente, diclorofluoresceina (DCFH) al compuesto no fluorescente,
diclorofluorescina (DCF). El grado de inhibicion de los antioxidantes (fitoquimicos) de
atrapar o secuestrar a los radicales libres es usado como base para calcular la
actividad antioxidante (Fig 4). Para preparar la solucion de AAPH, se pesaron 0.207
g del reactivo y se aforaron en un matraz volumétrico de 5 ml con fosfato (pH 7.4). La
fluoresceina se preparo hasta el final (ya que puede ser oxidada muy lentamente en
condiciones ambientales) a una concentracion de 0.1uM con fosfato (pH 7.4). Se
realizaron diluciones correspondientes para los extractos de las muestras
(fitoquimicos libres y ligados) usando solucion reguladora de fosfato (pH 7.4) y
posteriormente seran transferidos 25 pl de cada extracto a una placa de 96 celdas.
La placa con las muestras se colocaron en el lector de microplatos (Synergy HT,
Biotek Instrument) del espectrofotometro fluorescente, por medio de un
autodispensador del equipo se agregan 150 pl de fluoresceina a cada celda del
microplato, la solucién fue mezclada agitando a 1200 rpm por 20 s. La reaccion se
inici6 agregando 25 ul de AAPH por medio del autodispensador del equipo

previamente programado. Las muestras y el control se analizaron por cuadruplicado.

48



O2
R-N=N-R (AAPH) N, + 2ROO

ROO- + |DCFH |___, ROOH+ [DCF
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ROOe. + A ROOH

Figura 4. Mecanismo de accion propuesto para el método de capacidad antioxidante

ORAC hidrofilico.
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La reaccion se llevé a cabo a 37°C y la fluorescencia fue medida a 485 nm de
excitacion y 538 nm de emision. Las condiciones de la reaccion se optimizaran de
estudios preliminares para que la reaccién control sea completada en un lapso de 40
min. Los datos se recolectaron por el software del equipo. La reaccién con los
radicales peroxilo genera la perdida de la fluorescencia con el tiempo.

El efecto de un antioxidante es integrado por el area neta bajo la curva sobre la
perdida de fluorescencia (AUC) (AUCaox — AUC o aox)- Los valores ORAC se
reportaron como pmol equivalentes de Trolox. Se generd una curva estandar de
cinco puntos (concentracion de 25 a 100 uM), y los pmoles equivalentes de Trolox de
la muestra se calcularon usando la siguiente ecuacion lineal o cuadrética (Y = a + bX,
lineal; 6 Y = a + bX + cX?, cuadrética) entre la concentracién de Trolox (Y) (UM) y el
area neta bajo la curva de la disminucion de la fluoresceina (X)(ABChuestra —
ABCpianco). La regresion lineal se utilizara en un rango de 100-25 uM de Trolox. Los
datos se expresaran como micromoles equivalentes de Trolox (ET) por 100 ¢
muestra (bs) (umol ET/100 g, bs) (Ouy col 2001; Prior y col 2005).

5 Optimizacion del proceso de germinacion de la semilla de Moringa
a Disefio experimental

Se utiliz6, como técnica de optimizacion, la metodologia de superficie de
respuesta para determinar las condiciones Optimas para la produccion de harina de
moringa germinada (HMGO), mediante el proceso de germinacion. Para seleccionar
el numero y niveles de variacion de las variables de proceso en el disefio
experimental se tomaran en consideracion ensayos preliminares. Se selecciono un
disefio experimental central rotable de dos factores (Temperatura y tiempo de

germinacion) y cinco niveles (dos factoriales, dos axiales, un central) (Khuri y Cornell
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1987). Las variables de proceso independientes consideradas para este estudio
fueron Tiempo de germinaciéon (X;= tG= 24-360h) y Temperatura de germinacion
(Xo= TG= 25-40°C). Las variables dependientes seleccionadas fueron contenido de
proteina ( Y= CP), fendlicos totales (Y2= CFT) y capacidad antioxidante (Y 3= Aaox).
El siguiente modelo “en caja negra” representa la relacion entre variables de proceso

(tGy TG) y de respuesta (CP, CFT, Aaox):

Variables Proceso Variables
de proceso de respuesta
Xi=TG 2 2 , 17 2 Y,=CP
X=G # VizBro+ BriXit Y Brii Xi + B X +€ # YomCFT

Y;= Aaox
i=1 i=1 i=1 j=1+1

La expresion dentro de la “caja negra” representa CP, CFT y Aaox cuando k=1, 2
y 3 respectivamente; BkO, Bki, Bkii and Bkij representa la constante y los efectos
lineal, cuadratico y de interaccion, respectivamente. Xi, Xi?> and XiXj representan los
efectos lineal, cuadratico y de interaccion de las variables independientes,
respectivamente; € representa el error, que cuenta para la inhabilidad para
determinar el modelo verdadero. Se aplicé andlisis de regresion, se eliminaron los
términos no significativos (p > 0.1) del polinomio de segundo orden y se calculé un
nuevo polinomio para obtener un modelo de prediccion para cada una de las
variables de respuesta (Khuri y Cornell 1987). Se utilizo el Programa Design Expert

ver 7.0.0 (Design Expert 2005) para analisis y evaluacion.
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b Optimizacion del proceso de geminacion

Se aplicé el método convencional grafico como técnica de optimizacion, para
obtener los valores maximos de contenido de proteina, fendlicos totales y capacidad
antioxidante (ORAC), fueron utilizados los modelos de prediccion para representar
gréficamente dichas respuestas. Las graficas de contorno de las variables de
proceso fueron usadas para la aplicacion de la metodologia de superposicién de
superficies, para obtener una grafica de contorno; para la observacién y seleccion de
la mejor combinacion (region éptima) de las variables de proceso Temperatura de
Germinacién (TG) y Tiempo de Germinacién (tG). Se utilizé el software Desing
Expert ver 7.0 (Desing Expert 2005).

6 Propiedades fisicoquimicas de harina de moringa germinada
optimizada (HMGO)
a Diferencia total de color (AE)

Se utilizé la metodologia reportada por Reyes y col (2002). El color de las
muestras se determiné6 en un colorimetro Minolta Chroma-meter mod CR-210
(Minolta LTD, Japdn). La determinacién de color se basa en el efecto triestimulo,
donde L mide la brillantez y varia de 100 para un blanco perfecto a cero para negro.
Las dimensione de cromaticidad son dadas por los parametros a 'y b. El valor positivo
de a esta asociado al color rojo y el negativo con el verde. El valor positivo de b esta
asociado al color amarillo y el negativo con el azul. Para la evaluacion del color se
utilizara aproximadamente 100 g de muestra, la cual se colocara en una tapa de caja
petri de vidrio Kimax de 15 cm de diametro y se midié los parametros

correspondientes L, a 'y b. Se usé un mosaico blanco como referencia (estandar) de
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valores L, a y b conocidos (L=97.63, a=-0.78 y b=2.85). La diferencia total de color
(AE) de la muestra se calcul6 con la ecuacion:
AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)2]1/2

Donde: AE = Diferencia total de color entre el estandar y la muestra; AL, Aa y
Ab= Diferencias absolutas de los valores de L, a y b del estandar utilizado y los
valores correspondientes observados en la muestra.

b Actividad acuosa (aw)

Para su determinacion se utilizo un equipo marca Aqualab mod CX2 (Decagon
Devices Inc, Pullman, WA, EUA). Se pesd una muestra de aproximadamente 2 gy se
colocaron en la celda porta muestras del equipo hasta que alcance el equilibrio (40-
60 min). El instrumento se calibro con una disolucion saturada de cloruro de potasio
(aw= 0.876). Las mediciones se realizaron por triplicado a 25 + 1°C (Milan-Carrillo y
col, 2002).

C Densidad aparente

Se determind de acuerdo a la norma oficial mexicana NMX-FF-034/1-SCFI-2002
(NOM 2007). En una probeta graduada se miden 100 mL de harina, vaciada con
ayuda de un embudo, y golpeada suavemente 5 veces para acomodo de las
particulas; se medira el volumen de la harina y su peso correspondiente.

d indice de absorcién de agua (IAA)

Para esta determinacion se utilizé el método descrito por Anderson y col (1969).
Una muestra de harina de 2.5 g se suspendio en 30 ml de agua a 30°C en un tubo
para centrifuga de 50 ml previamente tarado, se agito intermitentemente a una
velocidad moderada por 30 min. La suspension se centrifugo a 3000 x g, 30°C

durante 10 min. El liguido sobrenadante fue decantado cuidadosamente en un
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recipiente previamente tarado para la determinacion de sélidos. Se pesoé el gel y el
indice de absorcion de agua se calcul6 con este peso como gramos de gel por gramo
de muestra seca. Esta prueba se realiz6 por triplicado.

e indice de solubilidad en agua (ISA)

El indice de solubilidad en agua (ISA) expresado como gramos de soélidos por
gramo de sélidos originales, se calcul6 a partir de peso de sélidos secos recuperados
mediante evaporacién del sobrenadante liquido que se guard6 durante la
determinacion de IAA durante la noche a 110°C.

7 Composicién quimica y valor nutricional de harina de moringa cruda
(HMC) y germinada optimizada (HMGO)
a Composicién quimica

La composicion quimica sera determinada acorde a las metodologias descritas
en la seccion VI.B.2.

b Digestibilidad proteinica in vitro (DPIV)

Se aplico la metodologia de Hsu y col (1977). Se seleccion6 un sistema
multienzimético (Sigma hematical, St. Luis, MO, EEUU) constituido por 8mg de
tripsina pancrepatica porcina tipo IX (Sigma T-0303) con 5600U/mg; 15.5mg de
guimotripsina pancreética bovina tipo Il (Sigma C-4129) con 83.9U/mg; y 6.5 mg
peptidasa intestinal porcina grado Il (Sigma P-7500) con 102 U/g; todo en 5 ml de
agua destilada. Mientras se agita en un bafio Maria a 37°C, una cantidad especifica
de cada muestra se utilizo para preparar 50ml de una suspensién acuosa de proteina
(6.25mg/ml) y se ajusto el pH de la suspension a 8.0. A cada suspension proteinica,
mantenida a 37°C y en agitacion constante, se le afiadieron 5ml de solucion

multienzimatica y se registro el pH a los 10min. La digestibilidad proteinica se calculo
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como DP=210.46 - 18.10X, donde X es el pH registrado a los 10 min después de
afadir el sistema multienzimatico a la solucién proteinica (Hsu y col 1977).
c Perfil de acidos grasos
1) Obtencion de extractos

Se realiz6 de acuerdo con la metodologia de Soto y col (2014) con
modificaciones, se pesaron 2g de muestra y se mezclaron con 15 ml de una solucion
de hexano:isopropanol (3:2), se colocaron en tubos de 50ml los cuales fueron
agitados durante una hora en un rotator, posteriormente fueron centrifugados a 4,000
rpm x 10min y se recol6 el sobrenadante en tubos de 15ml, el precipitado se volvio a
resuspender en 15ml de hexano:isopropanol(3:2) se volvié a agitar y centrifugar, se
juntaron los 2 sobrenadantes obtenidos y se agregaron 2.5ml de KCI 0.75%, se
centrifugo la mezcla a 3,000 rpm x min para clarificar el extracto y observar las dos
fases, se recuperé la fase superior, para ser llevada a sequedad en un
rotaevaporador a una temperatura de 50°C (proteger la muestra de la luz)
2) Transesterificacion

Una vez obtenidos las muestras de grasa, se tomaron 0.1g (100ul) del extracto
etéreo fueron mezcladas con 80ul de KaOH (0.14mg/ml de MeOH), posteriormente
aforar a un volumen de 1.5ml en un tubo de 2ml con MeOH, someter la muestra a
ultrasonicacion a una frecuencia de 60mHz por 20s (dependiendo del contenido de
grasa), una vez sonicada se llevé a sequedad, resuspender la muestra en 2 ml de
hexano grado HPLC, centrifugar a 5,000rpm x min durante 5min, filtrar la muestra
(filtros de nylon 0.22mm), se paso el sobrenadante a un vial ambar o inserto para su
analisis cualitativo, el cual se llevd a cabo en un equipo de cromatografia de gases

Agilent 6890N con espectrometro de masas Agilent 5973, columna Omega Wax 250,
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Helio como gas acarreador e inyector automatico serie 7683. Las condiciones de
operacion fueron: volumen de inyeccién, 1 pL; flujo,1 mL min™; temperatura de
columna, 50°C a 270°C (10 min) con una tasa de calentamiento de 5°C
min~t.inyectar la muestra en el cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MC)
para su analisis.
d Fitoquimicos
1) Taninos condensados

El contenido de taninos condensados de los extractos de muestras se determiné
acorde al método de Xu y Chang (2007). Se emple6é una alicuota de 20uL de
extractos metanolicos al 80% de la muestra y una de la solucion estandar de
catequina-(+); y se mezclaron con 1200 pL de vainillina al 4% en metanol y 600 uL
de HCI concentrado y se dejaron en reposo durante 15 min. Se midié la absorbancia
a 500 nm contra un blanco usando un espectrofotdmetro visible UV (Synergy HT,
Biotek Instrument). Los resultados se calcularon y expresaron como mg equivalentes
de catequina/ 100g de muestra. El rango de linealidad de la curva de calibracién fue
de 25 a 500 ppm (r=0.99). La determinacién se realiz6 por triplicado.
2) Saponinas

Para la cuantificacion de saponinas, se utilizo la metodologia propuesta por (Hiai,
1976), quien propone el uso de vainillina y H,SO, para la generacion de grupos
cromoforos en saponinas, los cuales son visibles en longitudes de onda alrededor de
455 - 460 nm.

Se pesaron aproximadamente 0.5 g de harina de semillas de moringa cruda y
optimizada y se colocaron en tubos de centrifuga de 50 mL, posteriormente se

afiadieron 10 mL de metanol acuoso al 80% a cada uno de los tubos y se agitaron
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inmediatamente para que la mezcla quedara lo mas homogénea posible. Los tubos
se mantuvieron en agitacion mecanica en un agitador orbital durante 16 h.

Pasado dicho tiempo los tubos se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos y se
recolecto los sobrenadantes en tubos de vidrio. A los tubos que contenian el
remanente de muestra, se les adicion6 5 mL de metanol al 80%, y se centrifugb a
5000 rpm por 10 minutos, y se recolecto nuevamente el sobrenadante (este
procedimiento se realizé 2 veces).

Para la valoracion de saponinas, primero se anadido la muestra (200 uL de
extracto), y se agregaron 50 pL de metanol al 80% a temperatura ambiente. Los
tubos se transfirieron a un bafio de hielo, ahi se les adicion6 0.25 mL del reactivo de
vainillina (1.6 g de vainillina en 20 mL de metanol absoluto, el reactivo debe ser
preparado al momento de hacer la determinacion) y 2.5 mL de &cido sulfurico al 72%
viv (agregarlo lentamente, resbalando la solucién por la pared del tubo), y agitando
inmediatamente en el vortex. La mezcla obtenida se calenté en un bafio a 60°C por
10 min. Terminado este periodo de tiempo se enfriaron los tubos en un bafo de hielo.
Finalmente se midi6 la absorbancia a 520 nm contra un blanco de reactivos.

Los valores de la absorbancias obtenidas para cada muestra se interpolaron en
la curva tipo de diosgenina, para obtener ug de diosgenina por cada mL y finalmente
los resultados se expresaron en mg equivalentes de diosgenina por cada 100 g de
muestra. Para el estandar de diosgenina se pesaron 10 mg de diosgenina y se
disolvieron en 4 mL de agua destilada. Se afiadieron 16 mL de metanol, para obtener

una concentracion final de 0.5 mg/mL.
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Los célculos se realizaron de la siguiente manera:

mg equivalentes de diosgenina pg de diosgenina 1 ) 1mg
= x - x20mLx ———— x 100
100g de muestra mL peso de la muestra (g) 1000 ug
3) Inhibidores de tripsina

Para la evaluacién de los inhibidores de tripsina se utilizé el método reportado
por Welham y Domoney (2000), basado a su vez en el de Kakadey col. (1974), con
ligeras modificaciones. Estos métodos permiten determinar la capacidad de la
muestra para inhibir la actividad que la tripsina control ejerce sobre el sustrato
sintético a—N—-benzoil-DL— arginina—p—nitroanilida (BAPNA). Para llevar a cabo la
extraccion de los inhibidores de tripsina, se pesaron 0.025g de muestra, se colocaron
en tubos eppendorf de 2 mL y posteriormente se les afiadié1 mL de HCI 0.05M. Se
mantuvieron en agitacion durante 1h a 4°C. Pasado dicho tiempo los tubos se
centrifugaran a 10000 rpm durante 10 min. a 4°C en centrifuga marca eppendorf
modelo 5427R, enseguida se recolecto el sobrenadante y se mantuvieron en un bafo
de hielo hasta el momento de su valoracion. Al mismo tiempo en tubos eppendorf
mantenidos en bafio maria a 37°C se preparé el control, el blanco de control y la
muestra; para el control se agregdé 200 pl de Tris al 7.5 (3.025g de tris aforado a
500mL y ajustado el pH a 7.5) y se anadieron 200 pl de solucién de tripsina (10mg de
tripsina de 16700 unidades/mg de proteina disuelta en 500mL de HCI 1mM). Pasado
el tiempo de inhibicién enzimatico (2 min), se adicion6 500 ul de solucion BTC
(BAPNA en dimetilsulfoxido + Tris — HCI 0.05 M a pH 8.2 y cloruro de calcio 1M). Al
cabo de 10 min. de incubacion, la reaccidn enzimatica se detuvo con 100 pl de acido
aceético al 30%. Para el blanco de control se agreg6 200 ul de tris 7.5 y se afiadieron

200 pl de solucién de tripsina. Pasado el tiempo de inhibicion enzimatico (1 min.), se
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agreg6 100 pl de acido acético al 30%. Al cabo de 1 min. se adicion6é 500 ul de
solucion BTC. Para preparar la muestra se agregaron 200 pl de extracto y se
afadieron 200 ul de solucion de tripsina. Pasado el tiempo de inhibicién enzimatico
(2 min.), se adicionaran 500 pl de solucion BTC. Al cabo de 10 min. de incubacion, la
reaccion enzimatica se detuvo con 100 pl de acido acético al 30%. La muestra se
centrifugé a 10000 rpm durante 10 min.a 4 °C y se medid su absorbancia a una
longitud de onda de 410 nm en un espectrofotometro marca Thermo Scientific,
modelo GENESYS 10UV-Visible, absorbancia a la cual el sustrato cromogénico
BAPNA (amida), al ser hidrolizado por la tripsina, libera un compuesto colorido de p-
nitroanilina (amina). La actividad de los inhibidores de tripsina se expresara en
términos de unidades de tripsina inhibidas, de manera que una unidad de inhibidores
de tripsina (UIT) es la cantidad de inhibidores que reduce 0.01 unidades de
absorbancia, en relacién con la reaccién control de tripsina y en las condiciones
anteriormente definidas. El calculo para obtener el nimero de unidades de inhibidor
de tripsina se realiza de acuerdo con la siguiente formula:

Abs.control de tripsina — Abs. muestra

Unidades inhibidotorias de tripsina (UIT) = 001

4) Acido Fitico

La determinacion de fitatos se llevé a cabo por espectrofotometria, siguiendo el
método de Vaintraub y Latpeva (1988). La técnica se fundamenta en la destruccion
de un complejo de (Fe** &cido sulfosalicilico) conocido como reactivo de Wade y
como sefal analitica se utiliza la disminucién de la absorcion de dicho complejo

colorido. En presencia del fitato, el ion fierro se une al éster de fosfato y provoca su
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indisponibilidad para reaccionar con el &cido sulfosalicilico, resultando un
decremento en la intensidad del color morado.

Se pesaron aproximadamente 0.5 g de harina de moringa cruda y optimizada, se
colocaron en tubos de centrifuga de 50 mL, posteriormente se afadieron 10 mL de
HCI al 3.5% en cada tubo y se agitaron inmediatamente para que la mezcla quedara
lo mas homogénea posible. Los tubos se mantuvieron en agitacion mecanica en un
agitador orbital durante 1 h. Pasado dicho tiempo los tubos se centrifugaron a 5000
rpm por 10 minutos y se recolecto los sobrenadantes.

Para la valoracién de fitatos primero se afiadié la muestra (200 puL de extracto),
posteriormente se agregaron 2800 puL de agua destilada y 1 mL de Reactivo de
Wade. Los tubos se agitaron en el vortex y finalmente se midi6 la absorbancia a 500
nm contra un blanco de agua destilada.

Los valores de la absorbancias obtenidas para cada muestra se interpolaron en
la curva tipo de fitato de sodio (el estandar de fitato de sodio se preparé una con 160
Mg de fitato de sodio/mL de agua destilada), para obtener pg de fitato de sodio y
finalmente los resultados se expresaron en mg equivalentes de fitato de sodio por
cada 100 gramos de muestra en base seca. Los calculos de los resultados se

realizaron con la siguiente ecuacion:

myg equivalentes de fitato de sodio 100

= ug de fitato de sodio x x10ml x

n
. - —_—
100g de muestra peso de la muestra (g) 1000 pg

5) Compuestos fendlicos totales (CFT)

Se determiné acorde a la metodologia descrita en la secciéon VI.B.4.c.
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1) Anélisis cualitativo por HPLC

Se realiz6é un analisis cualitativo de acidos fendlicos por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) de acuerdo al protocolo descrito
por Adom y Liu (2002). Los extractos libres y ligados se utilizaron para el estudio de
acidos fenolicos usando un HPLC (Perkin Elmer, Alemania), equipado con una
columna de 250 mm x 4.6 mm, C-18 YMC y un detector UV-visible. La elucién
isocrética se condujo con 20% de acetonitrilo en agua ajustado a un pH 2 con acido
trifluoroacético, con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y con una temperatura de
columna de 25°C. La deteccion de los compuestos se llevo a cabo a 320 nm para los
acidos p-cumarico, sinapico y ferdlico, 275 nm para la identificacién de catequina y
acido siringico y 260 nm para los acidos p-hidroxibenzdéico y vanilico. El pico de
identificacién de cada acido en los extractos de las muestras se baso en el tiempo de
retencién de cada estandar asi como sus correspondientes espectros UV.
8 Actividad antioxidante en HMC y HMGO
1) ORAC

Se determiné acorde a la metodologia descrita en la seccién VI.B.4.d.
9 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con un analisis de
varianza de una sola via (ANOVA) y las medias de los resultados se compararon con

la prueba de Duncan, con un nivel de significancia p<0.05.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION
A CARACTERISTICAS FiSICAS DE LAS SEMILLAS DE MORINGA

Las dimensiones fisicas son indicadores de la calidad comercial, manejo y
almacenamiento de granos y semillas Los valores obtenidos para dimensiones
fisicas, peso de 1000 semillas y peso hectolitrico de las semillas de moringa, se
muestran en el Cuadro 7.

El tamafio que presentaron las semillas de moringa fueron 1.14 + 0.06 cm de
largo y 0.88 £ 0.10 cm de grosor. El peso de 1000 semillas indica el tamafio de la
semilla de dicha variedad y el peso hectolitrico es una medida indirecta de la
densidad de la semilla. La semilla de moringa utilizada en la presente investigacion
presentd un valor promedio de peso de 1000 semillas de 218.50 + 6.04 g y un peso
hectolitrico de 22.45 + 0.54 K/hL. Aviara y col. (2013) reportaron valores de 1000
semillas de 24.23 K, los cuales, se podrian considerar similares a los obtenidos en
nuetras semillas. Para ancho y largo de las semillas se encontraron valores de 1.19 y
1.00 cm, respectivamente, Aviara y col. (2013) realizaron las mismas mediciones sin
embargo, utilizaron diferentes condiciones de humedad lo cual no nos permite
comprar con las utilizadas en el presente estudio; Sin embargo, Olson y Fahey
(2011) reportaron un rango de longitud de semilla entre 1.05-3.00 cm, encontrando
gue los valores obtenidos de longitud de nuestras semillas de moringa se encuentran
dentro de este rango.

El peso promedio de una semilla fue de 0.22 + 0.07g lo que equivale a tener
en promedio, 4570 semillas en un kilogramo. Garcia y col (2003) reportaron un
namero de semillas por kilogramo de 4,000 a 4,800. Estas caracteristicas describen

a una semilla poco densa y debido a que esta semilla cuenta con 3 alas, se facilita su
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Cuadro 7. Propiedades fisicas de semillas de moringa.

Caracteristicas
Dimensiones fisicas (cm)
Largo

Grosor
Peso de 1000 semillas (g)

Peso hectolitrico (Kg/hL)

HMC?

1.14 + 0.06
0.88 £ 0.10
218.50 £ 6.04

22.45+0.54

®HMC: Harina de moringa cruda
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propagaciéon por el viento en condiciones naturales, ya que esta es la forma de
reproduccioén de la planta.

B OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE GERMINACION PARA LA
OBTENCION DE HMGO

En el Cuadro 8 se muestra el disefio experimental utilizado en la presente
investigacién, para la obtencion de las diferentes combinaciones de las variables del
proceso de germinacion [Temperatura de germinacion (TG) y tiempo de germinacion
(tG)] para la produccién de las 13 harinas de moringa germina y los valores
experimentales de las variables de respuesta [Contenido de proteina (CP), Fendlicos
Totales (CFT) y Capacidad antioxidante (AAox)], obtenidas para cada combinacion.

1 Modelos de prediccién
a Contenido de proteina (CP)

Los valores experimentales para el contenido de proteina variaron de 21.5 a
25.6% (Cuadro 8). El analisis de regresion indico que tanto los términos lineales, de
interaccién y cuadraticos, de temperatura y tiempo de germinacion fueron
significativos (p<0.05) dentro del modelo.

El modelo de regresion explico el 90.13% de la variacion total en los valores de
%Proteina (p<0.05). Las Figuras 5 y 6 muestran el efecto de la TG y el tG sobre el
%Proteina de las harinas de moringa germinada. En las dos figuras se puede
observar que el % del contenido de proteina presenta tres regiones donde se
observaron incrementos en el contenido de proteina al aumentar la TG y disminuir el
tG, cuando se disminuye el tiempo y se incrementa la temperatura, asi como
también a temperatura y tiempos altos de germinacion. Los modelos de regresion

para el contenido de proteina de harinas de moringa germinada fueron:
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Cuadro 8. Disefio experimental utilizado para la obtencion de diferentes
combinaciones de temperatura de germinacién / tiempo de germinacion para la
produccion de harinas de moringa germinada y resultados experimentales para las

variables de respuesta.

Variables de proceso” Variables de respuesta’®
Orden #corrida® TG TG CP(%) CFT Aaox
estandar
1 5 27.0 73 235 197.3 8126.4
2 7 37.8 73 25.6 284.4 6280.6
3 4 27.0 310 24.1 274.0 8961.0
4 6 37.8 310 23.7 256.0 8591.7
5 8 25.0 192 23.0 227.7 7921.6
6 3 40.0 192 24.9 269.9 6576.1
7 13 325 24 25.3 249.4 9056.2
8 12 325 360 255 256.1 11592.8
9 2 325 192 21.9 276.1 9392.9
10 10 325 192 224 284.3 9052.6
11 1 325 192 23.0 272.3 9445.8
12 9 325 192 215 297.7 9817.2
13 11 32.5 192 22.8 295.3 10280.2

®Ordenamiento al azar
°TG = Temperatura de germinacion (°C); tG = Tiempo de germinacion (h)
°CP= Porcentaje de proteina cruda (%, bs); CFT = Contenido de fendlicos totales (mg EAG/ 100 g muestra base

seca); Aaox = Capacidad antioxidante (umol ET/ 100 g muestra base seca).
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Figura 5. Superficie de respuesta del efecto de TG y tG para el contenido de
proteina de las HMG.
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Figura 6. Gréfica de contorno del efecto de la TG y tG sobre el contenido de proteina
de las HMG.
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Usando valores codificados:

Y% Proteina =22.34 + 0.56 X; - 0.13 X, -0.61X1 X, +0.72X;% +1.43X,2

Usando valores originales:

Y% Proteina = 44.00945 — 1.38334 TG - 8.29673E-003tG — 9.72222E-003TG*tG +
0.025769 TG? + 1.01137E-004tG?

R®=0.9013

b Contenido de Fendlicos Totales (CFT)

El modelo de regresion para el contenido de fendlicos totales de las harinas de
moringa germinada como funcion de las variables independientes, explico el 92.37%
de la variacion total (p<0.0001). Los efectos lineales, de interaccion y cuadraticos de
las variables independientes (Temperatura de germinacion y tiempo de germinacion)
fueron significativos (p<0.05), dentro del area experimental evaluada. Las Figuras 7 y
8 muestran la relacion entre la temperatura de germinacion (TG) y el tiempo de
germinacion (tG) sobre la el contenido de fendlicos de las harinas de moringa
germinada. En ambas imagenes se observa que al incrementar la TG y a tiempos
intermedios de germinacion incremento el contenido de fendlicos totales. Los valores
de contenido de fendlicos totales variaron desde 197.3 hasta 297.6 mg EAG/100g
muestra (bs). El modelo de regresion para el contenido de fendlicos totales de las
harinas de moringa germinada fue del orden cuadratico y present6 las siguientes
expresiones:

Usando valores codificados:

YCFT =285.12 + 16.1X; + 7.27X; - 26.26X1 Xz — 17.61X,% -15.64X,°
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Figura 8. Grafica de contorno del efecto de la TG y tG sobre el contenido de
Fendlicos Totales (CFT) de las HMG.
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Usando valores originales:

YCFT = -787.53694 + 51.73853TG + 1.84094tG — 0.041679TG*G - 0.62615 TG? -
1.10848E-003tG?

R® = 0.9237

c Capacidad antioxidante (AA0X)

El modelo de regresion para la AAox de las harinas de moringa germinada como
funcién de las variables independientes, explico el 88.09% de la variacion total
(p<0.0001) en los valores de capacidad antioxidante. Los efectos lineales de las
variables independientes (Temperatura de germinacion y tiempo de germinacion) y el
termino cuadratico de temperatura fueron significativos (p<0.05), dentro del &rea
experimental evaluada. El efecto de la interaccion de las variables independientes
dentro del modelo, no fue significativa (p>0.1). Asimismo, el efecto cuadratico del
tiempo de germinacién no fue significativo (p>0.01) dentro del modelo. Las Figuras 9
y 10 muestran la relacién entre la temperatura de germinacion (TG) y el tiempo de
germinacion (tG) sobre la capacidad antioxidante (AAox) de las harinas de moringa
germinada. En ambas figuras se observa que al incrementar el tG y a TG intermedias
la AAox incrementa. Los valores de AAox variaron desde 6,280.5 hasta 11,592.8
pmol ET/ 100 g muestra (bs). EI modelo de regresion para la AAox de las harinas de
moringa germinada fue del orden cuadratico y presento las siguientes expresiones:
Usando valores codificados:

YAAOX = 9711.94 - 514.75X; + 841.63X, -1395.04X,>
Usando valores originales:
YAAOX = -40885.29424 + 3127.02841TG + 7.08476tG — 49.60139TG>

R? = 0.8809
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2 Optimizacion del proceso de germinacion

La Figura 11 muestra el efecto de las variables del proceso temperatura de
germinacion (TG) y el tiempo de germinacion (tG), sobre el contenido de proteinas,
contenido de fendlicos totales y la actividad antioxidante de las harinas moringa
germinada. La sobreposicién de esas graficas de contornos permitié la construccién
de la Fig. 11 la cual se utilizé para observaciéon y seleccién de la mejor combinacién
de las variables del proceso de germinacion para la produccion de harina de moringa
bioprocesada optimizada. Los puntos centrales de la region de optimizacion en la
Fig.11 para el contenido de proteina= 24.4%, contenido de fendlicos totales=
274.6mg EAG/10 b.s. y para actividad antioxidante= 10673.5umol ET/100 b.s. La
combinacion optima de las variables de proceso temperatura y tiempo de
germinacion, fueron: TG=30°C, tG=336h.
C PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, FUNCIONALES Y COMPOSICION
QUIMICA DE HMC Y HMGO
1 Propiedades fisicoquimicas

El valor Hunter “L” de la harina de moringa cruda fue de 55.65 + 0.25 vy se
observo una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a la harina de moringa
germinada optimizada con un valor de 68.52 + 0.30 (Cuadro 9), lo que indica un
incremento en la luminosidad.

La diferencia total de color (AE) de la harina cruda fue de 42.74 + 0.24 y presento
una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a la harina germinada optimizada
(30.20 £ 0.29) (Cuadro 9), presentado una disminucion. EI AE nos representa la

diferencia total de color con respecto a un estandar de color, valores mayores de AE
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Figura 11. Region de la mejor combinacion de TG y tG para la produccion de
HMGO.
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harinas de moringa cruda y germinada optimizada.

Cuadro 9. Composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y funcionales

HMC™> HMGO*”

Composicion quimica (%bs)
Proteina 25.05 + 0.50% 24.32 +0.87°
Lipidos 32.06 + 0.04% 17.38 + 0.39°
Minerales 3.15 +0.04° 3.09 + 0.05%
Carbohidratos 39.74 +0.01° 55.21 + 0.01%
Digestibilidad Proteinica in vitro 72.46 +0.01°% 69.48 + 0.12°
(%DPIV)
Propiedades Fisicoquimicas®
Color

Hunter "L" 55.65 + 0.25" 68.52 + 0.30%

AE 42.74 £ 0.24° 30.20 + 0.29°
A 0.64 + 0.03" 0.43 £0.02°
DA(g/cm?®) 0.23 +0.01° 0.31+0.01%
Propiedades Funcionales®
IAA 2.61+0.10° 3.21+£0.01°
ISA 15.08 + 0.11° 19.74 + 0.04°

de

'HMC=Harina de Moringa Cruda

’HMGO= Harina de Moringa Germinada Optimizada

8AE= Diferencia total de color, aw= Actividad acuosa,

“|IAA= indice de Absorcion de Agua (g gel/g muestra seca), ISA=indice de Solubilidad en
Agua (g s6lidos/100g de muestra seca)

*Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de rango multiple de Duncan.

Medias con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0.05).
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significan harinas mas oscuras, lo que nos indica que la harina cruda presenté una
coloracién mas obscura que la harina germinada optimizada.

La actividad acuosa para la harina de moringa cruda y bioprocesada fue 0.64 +
0.03 y 0.43 + 0.02, respectivamente (Cuadro 9), presentando un menor valor de a,
(p<0.05) la harina de moringa germinada optimizada, encontrando diferencias
significativas, en ambos casos podemos observar que los valores de ay
encontrados en las harinas corresponden a valores donde la actividad enzimatica, el
crecimiento de microorganismos y reacciones quimicas se llevan a cabo muy
lentamente, lo cual significa una larga vida de anaquel (Fennema 2011) y permite
mantener las caracteristicas deseadas de las harinas para los andlisis posteriores.

La harina de moringa cruda y germinada optimizada, tuvieron valores de
densidades aparentes de 0.23 + 0.01g/cm® y 0.31 + 0.01g/cm®, respectivamente
(Cuadro 9). Presentando una mayor densidad aparente la HMGO encontrando
diferencias estadisticas significativas (p<0.05). La densidad aparente depende del
tipo de harina, del tamafio de las particulas, de la porosidad de las particulas, el
volumen libre en las particulas y la humedad de las harinas (Barbosa y Yan, 2003;
Subramanian y Viswanathan 2007).

2 Propiedades funcionales

En el indice de absorcion en agua se observaron diferencias estadisticas
significas (p<0.05) teniendo valores para la harina de moringa cruda y germinada de
2.61 £ 0.10 y 3.21 + 0.01 g de gel/g de muestra seca, respectivamente (Cuadro 9),
Chinma y col (2015) encontraron un incremento en indice de absorcién en agua en
diversas variedades de arroz germinado con valores de 1.28 - 2.28g de gel/g de

muestra seca para harina cruda y germinada respectivamente, dicho aumento en la
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absorcion de agua de la harina de arroz germinado lo atribuyeron a un aumento en el
contenido de proteina y el cambio en la calidad de la proteina después del proceso
de germinacién y la descomposiciéon de moléculas de polisacaridos; por lo tanto los
sitios de interaccion resultante dan una mayor capacidad de absorcion de agua
(Elkhalifa y col 2010).

La harina de moringa cruda y germinada optimizada, presentaron valores de
indice de solubilidad en agua (ISA) de 15.08 + 0.11y 19.74 + 0.04 g de sdlidos /100g
de muestra seca, respectivamente (Cuadro 9), encontrando diferencias estadisticas
(p<0.05) significativas, donde la HMGO presentd un incremento.

3 Composicién quimica

En el Cuadro 9 se muestra la composiciébn quimica y propiedades fisicoquimicas,
funcionales y nutricionales de la harina de moringa cruda (HMC) y de la harina de
moringa bioprocesada optimizada (HMGO). El contenido de proteina de la HMC fue
de 25.05 £ 0.50% (Cuadro 9), el cual es un valor menor a lo reportado por diversos
investigadores, quienes han reportado rangos de contenido de proteina de 32.2 a
38.4% (bs) (Oliveira y col 1999; Abdulkarim y col 2005; Ferreira 2008; Melo y col
2013), para semilla de moringa sin procesar y pudiera atribuirse a la zona de cultivo
ya que las diversas condiciones de suelo y clima pueden tener cambios sobre su
composicién quimica.

El contenido de proteina cruda de la harina de HMGO fue de 24.32 + 0.87% (bs)
presentando un ligero decremento (p<0.05) con respecto a la harina cruda (25.05 +
0.50%), sin embargo, no se encontré diferencia estadistica significativa, y de

acuerdo con el disefio experimental se encuentra dentro del valor predicho a obtener.
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Oluwole y col (2013) reporté valores cercanos al contenido de proteina en harina de
moringa germinada (23.69 £ 0.11 %).

El contenido de lipidos en la HMC fue de 32.06 + 0.04% bs (Cuadro 9), Oliveira y
col (1999) reportaron un contenido mas alto de lipidos (41.2% bs) en harina de
moringa cruda. Mientras que Abdulkarim y col (2005) reportaron un valor menor de
30.1% (bs). Oluwole y col (2013) reportd valores menores de lipidos (13.35 + 0.03 %)
en semilla cruda, este comportamiento se podria explicar debido al tipo de
procesamiento que se le dio a la semilla ya que durante el proceso de extraccion de
la grasa de la semilla, previamente fue descascarillada y secada.

El bioproceso de germinacién disminuyé el contenidos de lipidos (p<0.05)
aproximadamente en un 50%, encontrando un valor de 17.3 £ 0.39 % (bs) (Cuadro
9). Oluwole y col (2013) reportd valores menores de lipidos (14.62 + 0.09%) en
harina de moringa germinada, en dicha investigaciébn germinaron durante 96 h y
posteriormente se realizd un descascarillado, asi mismo, se utilizé6 semilla cultivada
en Nigeria. Estas diferencias, podrian explicar la activacion de rutas metabdlicas en
la semilla como fuentes de energia para iniciar el proceso de germinacion (Canella y
Castriotta 1982).

El contenido de cenizas de la harina de moringa cruda fue de 3.15 £ 0.04% (bs)
(Cuadro 9), Oliveira y col (1999) reportaron un contenido de cenizas de 4.43% (bs)
en harina de moringa cruda mientras que, Abdulkarim y col (2005) obtuvieron un
valor de 4.5% (bs), valores mayores a los encontrados en nuestras semillas crudas.
Dichas diferencias podrian explicarse por el tipo de suelo donde fueron sembradas

las semillas.

79



La harina de moringa germinada optimizada presentd un ligero decremento
(p<0.05) en el contenido de cenizas con un valor de 3.09 + 0.05% (bs) (Cuadro 9)
con respecto a la harina sin procesar, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas con respecto a la harina sin procesar. Oluwole y col (2013)
reportd valores mayores en cenizas (4.50 = 0.04%) en harina de moringa germinada.
Donkor y col (2012) concluyeron que el contenido de cenizas en diversos tipos de
granos germinados no cambia con respecto a los granos sin germinar.

El contenido de carbohidratos en la harina cruda de moringa fue de 39.74 +
0.01% bs (Cuadro 9). Oliveira y col (1999) reportaron un contenido de carbohidratos
de 21.12 % (bs), y Abdulkarim y col (2005) un valor de 16.5%, dichas diferencias
pudieran deberse a la region donde fueron cultivadas.

La harina de moringa germinada optimizada presentd un incremento (p<0.05)
significativo, con un valor de 55.21 = 0.01%(bs) (Cuadro 9), mayor que el valor
encontrado en harina cruda, tal incremento se puede deber a las reacciones de
biosintesis llevadas a cabo durante el proceso de germinacion. Oluwole y col (2013)
reportd valores similares en el contenido de carbohidratos (53.00 + 0.16%) en harina
de moringa germinada.

En harina de moringa cruda se encontré un valor de digestibilidad proteinica in
vitro de 72.46 + 0.01% bs, encontrando diferencias significativas con respecto a la
harina de moringa germinada optimizada la cual presentd una disminucion (p<0.05)
con un valor de 69.48 + 0.12% (Cuadro 9). Rojas y col (2010) encontraron un
comportamiento similar en la digestibilidad de proteina en semillas de amaranto de
un 79.22% en semillas sin germinar y un 72.60% en semillas con 3 dias de

germinacion.
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a Perfil de acidos grasos en HMC Y HMGO

En el Cuadro 10 se muestra el perfil de acidos grasos realizado por GC-MS
mostro diferencias significativas entre los compuestos en harina de moringa cruda y
harina de moringa germinada optimizada, encontrando el Ac. Oleico en mayor
proporcion en HMC con un 78.29%, mientras que en HMGO hubo una reduccién de
este acido con un valor de 5.23%; se encontré6 en mayor proporcion el acido oleico
anhidrido en HMGO con un valor de 83.43%, lo cual indica la transformacion de
compuestos lipidicos durante el proceso de germinacion.

Sanchez y col (2015), reportaron un estudio del perfil de acidos grasos de aceite
de semillas de moringa cruda, teniendo en mayor concentracion el &c. Oleico con un
valor de 71.09 %.

En un estudio en cambios sobre la composicién de lipidos durante la germinacion
de diferentes variedades de canola realizado por Dawood y col (2013), encontraron
gue el metabolismo de &cidos grasos durante la germinacién varia entre las
diferentes especies de plantas e incluso los cambios de la misma especie, en la
variedad Sero 113, que presenta un mayor contenido de acido erdcico, mostraron un
decremento de acidos grasos insaturados, mientras que se incrementaron los acidos
saturados.

Dichos cambios concuerdan con lo reportado en la literatura ya que la
descomposicion de lipidos desempefia un papel importante en el ciclo de vida de
muchas plantas, proporcionando el esqueleto de carbono que soporta el crecimiento
para la germinacion. Este proceso metabdlico es iniciado por lipasas que catalizan la
hidrélisis de triacilglicéridos para liberar gliceroles y acidos grasos libres (Quettier y

Eastmond 2009).
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Cuadro10. Contenido de lipidos en harina de moringa cruda.

Ac. Grasos HMC? HMGO"
% %
Ac. Palmitico 6.50 ND
Ac. Metilpalmitato 1.20 3.50
Ac. Estearico 6.13 ND
Ac. Oleico 78.29 5.23
Ac. Oleico Anhidrido ND 83.43
Ac. Linoleico 1.23 ND
Ac. Eicosanoico 2.51 ND
Ac. Palmitoleico ND 2.54
Ac. Behenico 2.14 ND

®HMC: Harina de moringa cruda

PHMGO: Harina de moringa germinada optimizada
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b Fitoquimicos
1) Taninos condensados

En cuanto al contenido de taninos condensados (Cuadro 11), se encontraron
valores de 494.69 + 23.10 y 114.92 £ 7.07 mg de catequina/100g b.s. para harina de
moringa cruda y harina de moringa germinada optimizada, respectivamente, teniendo
diferencias estadisticas (p<0.05) significativas con una disminucién en la harina de
moringa germinada optimizada. Oluwole y col (2013), reportaron valores de 241.67 £
1.67mg/100g para harina cruda y 181.67 + 1.67mg/100g para harina de moringa
germinada, encontrando también una disminucién en el contenido de taninos.
2) Saponinas

En el Cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de
saponinas en harina cruda se obtuvo un valor de 374.98 + 28.38mg equivalentes de
diosgenina/100g b.s., en harina de moringa germinada optimizada se encontraron
diferencias significativas presentando un incremento con respecto a la harina cruda
(p<0.05), teniendo un valor de 681.49 + 10.88 mg equivalentes de diosgenina/100g
b.s. En el estudio comparativo realizado por Oluwole y col (2013), reportaron una
ligera disminucion en el contenido de saponinas con valores de 9.83 + 0.17 y 8.00 +
0.29 mg/100g para harina cruda y germinada de moringa respectivamente, teniendo
valores mucho menores a los reportados en el presente estudio, dichas diferencias
se pueden deber principalmente al método utilizado en la cuantificacion de

saponinas, y el proceso de germinacion ya que utilizaron 4 dias a 30°C.
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Cuadro 11. Compuestos fitoquimicos de harina de moringa cruda y germinada

Compuestos fitoquimicos HMC™’ HMGO*'
Taninos condensados? 494.69 * 23.10° 114.92 + 7.07°
Saponinas® 374.98 + 28.38" 681.49 + 10.88°
Ac. Fitico® 1062.06 + 5.812 841.69 + 2.62"
Inhibidores de tripsina® 18.23 + 0.05? 4.80 + 0.01°

'HMC=Harina de Moringa Cruda

’HMGO= Harina de Moringa Germinada Optimizada

® mg equivalentes de catequina/100g b.s.

*mg equivalentes de diosgenina/100g b.s.

®> mg equivalentes de ac. fitico/100g b.s.

® Unidades inhibidoras de tripsina (UIT)/mg de muestra

"Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de rango mdiltiple de Duncan.

Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05).
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3) Inhibidores de tripsina

En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en cuanto al
contenido de inhibidores de tripsina en la harina de moringa germinada optimizada
(p<0.05) Cuadro 11, con un valor de 18.23 + 0.05 y 4.80 £ 0.01 unidades inhibidoras
de tripsina (UIT), para harina cruda y germinada optimizada respectivamente. Sweta
y col (2014), reportaron una disminucion en inhibidores de tripsina en la germinaciéon
de soja, con valores de 53.73 UIT/mg b.s. para harina cruda y 28.35 UIT/mg b.s. para
harina germinada, ellos coincidieron con lo reportado por Mubarak (2005) quien
reportd0 que dichas disminuciones se podrian atribuir a los procesos de
descascarillado y remojo durante el proceso de germinacion.
4)  Acido fitico

La harina cruda de moringa germinada presentd una disminucion en el contenido
de acido fitico con respecto a la harina de moringa bioprocesada optimizada
encontrando diferencias significativas (p<0.05) (Cuadro 11), con valores de 1062.06
+ 5.81 y 841.69 + 2.62 mg equivalentes de ac. fitico respectivamente, Oluwole y col
(2013) también encontraron disminucion en el contenido de fitatos en la harina de
moringa germinada con respecto a la harina cruda con valores de 78.33 y 40.00
mg/100, respectivamente, sus resultados los basaron tomando en cuenta una
relacion molecular 4:6 de hierro/fésforo. Albarracin y col (2013) reportaron
disminucién en el contenido de acido fitico en germinados de arroz, y deducen que
dichos cambios podrian deberse a la lixiviacion de estos compuestos durante el
proceso de remojo y a la actividad enddgena de fitasa durante la germinacion

causada por el miositol y ac. fosforico producida para el crecimiento de la plantula.
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5) Compuestos fendlicos totales
1) Método colorimétrico

En el Cuadro 12 se muestra el contenido de fendlicos totales de la harina de
moringa cruda y de la harina de moringa germinada optimizada. El contenido de
fendlicos totales de la harina de moringa cruda fue de 209.64 mg EAG/100g muestra
(bs) y para harina de moringa germinada optimizada se encontré un valor de
271.67mg EAG/100g muestra (bs).

En harina cruda se encontré que el mayor contenido de fendlicos totales fué de la
fraccion ligada con un valor de 170.90 + 2.96mg EAG/100g muestra (bs) mientras
gue en la fraccion libre presenté un valor de 38.74 + 2.78mg EAG/100g muestra (bs).
Govardhan y col (2013), también encontraron el mismo comportamiento donde, el
mayor contenido de fendlicos totales se encontré en la fraccion ligada, reportando
valores para extractos libres y ligados en harina cruda de moringa desgrasada de
780y 4173 mg EAG/100g muestra (bs) respectivamente.

El proceso de germinacion presentd un incremento con diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) en el contenido de fendlicos totales, teniendo una mayor
contribucion los compuestos fendlicos libres con 158.22 + 10.98 mg EAG/100g
muestra (bs), mientras que en la fraccion ligada se encontr6 un contenido de
fendlicos totales de 113.35 + 10.90 mg EAG/100g muestra (bs). Chinma y col (2015),
reportaron incrementos en el contenido de fendlicos totales en diferentes variedades
de arroz germinado con respecto al crudo; dichos cambios podrian explicarse por la
biosintesis de compuestos fendlicos que se llevan a cabo durante el proceso de

germinacion (He y col 2011).
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Cuadro 12. Contenido de fendlicos totales y actividad antioxidante en harina de

moringa cruda y germinada.

Contenido de Fendlicos totales y Actividad Antioxidante (ORAC)

Contenido de Fendlicos HMC™> HMGO*”

(CFT)?
Extractos libres 38.74 +2.78° 158.22 + 10.98%
Extractos ligados 170.90 + 2.96% 113.45 + 10.90°
Fenolicos Totales 209.64" 271.67%

AAox (ORAC)”
Extractos libres 2695.88 + 53.16° 5397.81 + 149.22%
Extractos ligados 6063.76 + 309.86° 5574.38 + 514.27°%
Total 8759.64° 10972.19°

'"HMC=Harina de Moringa Cruda

’HMGO= Harina de Moringa Germinada Optimizada

*CFT (mg EAG/100g muestra base seca)

“AAox= Actividad antioxidante (umol ET/100g muestra base seca)

°Las medias se separaron por filas, aplicando la prueba de rango mdltiple de Duncan.

Medias con la misma letra no son diferentes (p<0.05)
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2) Analisis de acidos fendélicos por HPLC de la harina de moringa cruda

y germinada optimizada

En el presente estudio se pudo observar que la harina de moringa cruda en el perfil
de compuestos fendlicos por HPLC (Figura 12 y 13), se pudieron identificar los
siguientes compuestos para fitoquimicos libres (Figura 12,A): Ac. Galico, Catequina,
Ac. Parahidroxibenzoico, Ac. Camarico y Ac. Sinapico; mientras que en la harina de
moringa germinada optimizada en los extractos libres se encontraron los siguientes
(Fig 12,B): Ac. Gélico, Ac. Parahidroxibenzoico y Ac. Sinpico; mientras que en la
HMGO pudiendo observaron incrementos en las sefiales de los cromatogramas de
estdos compuestos fenolicos. Ghovardhan y col 2013, identificaron diversos
compuestos fendlicos en harina de moringa cruda desgrasada por la metodologia de
HPLC, en extractos libres se encontraron en mayor proporcion Ac. Galico,
Epicatequina y Ac. Cafeico, y en los fitoquimicos ligados Catequina y Epicatequina.
En los extractos ligados se pudieron identificar los siguientes para HMC (Figura 13,
A): Ac. Gélico, Ac. Parahidroxibenzoico, Ac. Camarico y Ac. Ferulico; y en HMGO se
identificaron (Figura 13, B) los mismos compuestos pudiendo observar sefales
menores con respecto a la harina de moringa cruda. También se observé la
presencia de dos sefiales no identificadas tanto en HMC como en HMGO, pero en
HMGO estas sefiales fueron menos intensas que las de HMC. Esto nos sugiere
realizar andlisis posteriores para la cuantificacion de los compuestos fendlicos
presentes, asi como analisis de masas y/o resonancia magnética nuclear para la

identificacion de los fitoquimicos presentes en las muestras.
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Figura 12. Cromatograma de HPLC de extractos libres de HMC y HMGO. (A)
Fitoquimicos libres en HMC: 1, Ac. galico; 2, Catequina; 3, Ac. p-hidroxibenzoico; 4,
Ac. cumarico; 5, Ac. sinapico. (B) Fitoquimicos libres en HMGO: 1, Ac. galico; 2, Ac.
p-hidroxibenzoico; 3, Ac. sinapico. *No identificado.
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Figura 13. Cromatograma de HPLC de extractos ligados de HMC y HMGO. (A)
Fitoquimicos ligados en HMC: 1, Ac. gélico; 2, Ac. p-hidroxibenzoico; 3, Ac. cumérico;
4, Ac. ferulico. (B) Fitoquimicos ligados en HMGO: 1, Ac. gélico; 2, Ac. p-
hidroxibenzoico; 3, Ac. cumarico; 4, Ac. ferdlico. *No identificado.
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D ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN HMC Y HMGO
1 ORAC

La actividad antioxidante hidrofilica total (AAox) por la metodologia de ORAC
(suma de actividades antioxidantes hidrofilicas de fitoquimicos libres y ligados) de
harina de moringa cruda y germinada optimizada fue de 8 759.64 y 10 972.19 umol
ET/100g muestra (bs) respectivamente (Cuadro 12).

El proceso de germinacion mostré un incremento (p<0.05) en la actividad
antioxidante con diferencias estadisticas significativas.

En los fitoquimicos libres y ligados de la harina de moringa cruda, se encontraron
valores de 2695.88 + 53.16 y 6063.76 + 309.86 pumol ET/100g muestra (bs),
respectivamente, presentando un mayor contenido la fraccién ligada.

En la harina de moringa germinada optimizada se encontr6 que el contenido de
fitoquimicos libres incremento6 con respecto al que se observé en harina cruda con un
valor de 5397.81 + 149.22 ymol ET/100g muestra (bs), y el contenido de fitoquimicos
ligados fue de 5574.38 + 514.27umol ET/100g muestra (bs), encontrando una mayor
actividad antioxidante en los extractos ligados.

El incremento de la actividad antioxidante durante la germinacion podria deberse
principalmente a un aumento en la actividad hidrolitica endégena de la enzimas
(Chavan y Kadam 1989). Tal como una mayor acumulacion de compuestos fendlicos
con actividad de eliminacion de radicales peroxilo (Andriantsitohaina y col 2012). Sin
embargo, en esta investigacion la actividad antioxidante evaluada por el ensayo
ORAC no mostro una correlacion lineal significativa con el contenido de fendlicos
totales en el bioproceso de germinacion de las harinas de moringa (p < 0,05), lo que

puede sugerir la presencia de otros compuestos con actividad antioxidante como
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pequefios péptidos de peso molecular generados durante la germinacion mediante la

protedlisis de las proteinas de almacenamiento.
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X1 CONCLUSIONES
Las caracteristicas fisicas de la semilla de Moringa (M. oleifera) presentan
densidad baja, teniendo esta semilla una ocupacién de gran volumen durante
su almacenamiento y transporte.
La mejor combinacién de temperatura (TG) y tiempo de germinacién (tG) para
obtener una harina de moringa germinada optimizada, con valor nutricional y
nutracéutico alto fueron TG=30°C y tG=336 h.
El proceso de germinacion no mostrd diferencias estadisticas significativas en
el contenido de proteina (25.05 y 24.32 %) mientras que el contenido de
lipidos disminuy6 cuando fueron comparados con la HMC.
La HMGO disminuy6 la DPIV e increment6 la densidad aparente, I1AA e ISA
cuando se compararon con la HMC.
La HMGO presentd disminucion en contenido de taninos condensados, &cido
fitico e inhibidores de tripsina, y se observo incremento en contenido de
saponinas con respecto a la harina de moringa sin procesar. Asimismo, el
contenido de compuestos fendlicos totales increment6 de 209.64 a 271.67 mg
EAG/100g bs en HMGO.
EL proceso de germinacion incrementa la actividad antioxidante. LA HMGO
increment6 de 8 759.64 a 10 972.19 ymol ET/ 100g bs. Sin embargo, no se
observo correlacion lineal entre el contenido de fendlicos totales y actividad
antioxidante.
El proceso de germinacion modificé el perfil de acidos grasos. En HMGO

presentd disminucion de acido oleico (5%), pero acido oleico anhidrido tuvo
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proporcion mayor (83.43%). Ademas no se detectd la presencia de acidos

béhenico, esteérico y linoleico
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NO Oxido de nitrégeno

nm Nanometro

nM Nanomolar

ORAC Capacidad de Absorbancia de Radicales
Oxigeno

pH Potencial de Hidrégeno

ppm Partes por millon

p/v Relacion peso/volumen

ROO’ Radicales peroxilo

rpm Revoluciones por minuto

S Segundo

TC Taninos condensados

TCA Acido Tricloroacético

TE Equivalentes de Trolox

TG Temperatura de germinacion

tG Tiempo de germinacion

Ton Toneladas

pL Microlitro

pm Micrémetro

pmol Micromol

uM Micromolar

viv Relacién volumen/volumen

Zn Zinc
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