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Resumen. Moringa oleifera es una planta tropical cuyas semillas con-
tienen un agente que exhibe excelentes propiedades coagulantes en el
tratamiento de las aguas. Los estudios preliminares sugieren que dicha
sustancia puede estar compuesta por una o varias proteinas, con caracte-
risticas cationicas, solubles en agua. Se caracterizo el agente activo de
las semillas de M. oleifera, mediante cromatografia liquida de alta reso-
lucion (HPLC), aplicando el método comercial Pico Tag. El Perfil de
aminoacidos obtenido revel6 la presencia de 17 aa: Asp, Glu, Ser, Gli,
His, Arg, Tre, Ala, Pro, Tir, Val, Met, Cis, Ile, Leu, Fen y Lis, represen-
tando un total de 6,92% p/p; el acido glutamico es el componente mayo-
ritario (1,680% p/p). A los aminodcidos polares con carga negativa,
Asp y Glu, corresponde el 2,01% p/p mientras que a los aminoacidos
polares con carga positiva, His, Argy Lis, corresponde el 1,14% p/p. La
presencia de Lis, 0,26% p/p, no se ha reportado en otras investigacio-
nes. La naturaleza hidrofilica de los aminoacidos Asp, Glu, His, Arg y
Lis, presentes en las semillas de M. oleifera probablemente permite,
mediante los mecanismos de adsorcion y puente quimico, que éstos
puedan interactuar con las particulas coloidales responsables de la tur-
biedad de las aguas, contribuyendo asi a su remocion.
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Galactosa	84	49	61	63

Arabinosa	4	31	14	15
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Manosa	-	4	2	1

Xilosa	-	1	2	-

Glucosa	-	-	8	9
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CHARACTERIZATION OF THE ACTIVE
COAGULANT AGENT IN Moringa oleifera SEEDS
THROUGH HPLC

Abstract. Moringa oleifera is a tropical plant the seeds of which con-
tain a water soluble substance that has excellent coagulation properties
for water treatment. Preliminary studies on the active ingredients of
Moringa oleifera as a coagulant have suggested that the active compo-
nents are one or several water soluble cationic peptides. The active
agent of the seeds of M. oleifera was characterized by HPLC, using the
commercial method called Pico-Tag. The amino-acid profile of the
seeds of M. oleifera revealed the presence of 17 aa: Asp, Glu, Ser, Gly,
His, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Cys, Ile, Leu, Phe y Lys, which
represent 6.92%p/p, having Glu, the highest percentage (1.680%). Po-
lar amino-acids with negative charge, Asp and Glu, was 2.1%, while for
the polar amino-acids with positive charges, His, Arg and Lys, were
1.1%. The presence of Lys, 0.26% p/p, was not reported in other re-
searches. The hydrophilic nature of Asp, Glu, His, Arg and Lys, present
in the M. oleifera seeds, probably allows them to interact with the col-
loidal particles responsible for water turbidity through the Adsorption
and Bridging mechanisms, contributing to their removal in this way.

Key words: Amino acid profile, coagulation, HPLC, Moringa oleife-
ra, Moringaceae, organic coagulant, water treatment.

INTRODUCCION

Los agentes coagulantes son usados convencionalmente en la
potabilizacion de las aguas crudas para el consumo humano. El sul-
fato de aluminio o alumbre es el agente coagulante mas ampliamente
usado en las plantas de tratamiento debido a su probada efectividad y
bajo costo. Sin embargo, algunos estudios han reportado que el Alu-
minio podria inducir enfermedades neurologicas, tales como el mal
de Alzaheimer, sindromes de demencia y disminucion de la capaci-
dad motora y mental (Okuda et al. 2001, Ndabigengesere y Narasiah
1998). Recientemente se ha estudiado la factibilidad de sustituir el
uso del alumbre por compuestos organicos naturales de origen vege-
tal y animal. En varios paises de Africa y Latinoamérica se han utili-
zado algunas plantas para mejorar la calidad del agua, destacando las
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semillas de melocotén y habas usadas en Bolivia y las de Moringa
oleifera comunmente en Guatemala, El Sudan y Malawi. Sin embar-
go, entre todas las especies investigadas, las semillas de Moringa
oleifera han demostrado una mayor efectividad como coagulante
primario para el tratamiento de agua (Sutherland 2001).

Moringa oleifera (Moringaceae) es una planta tropical, cuyas
semillas contienen un agente activo que permite su uso como coa-
gulante alternativo en el tratamiento de las aguas. Los estudios pre-
liminares sobre el ingrediente activo de M. oleifera sugieren que
esta constituido por péptidos catidnicos con un peso molecular en-
tre 6 y 16 KDa (Gassenschmidt et al. 1995; Ndabigengesere et al.
1995).

El objetivo de esta investigacion es caracterizar el agente coa-
gulante activo de la semillas de M. oleifera, mediante la identifica-
cion y cuantificacion de los aminoacidos constituyentes por HPLC.

MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DEL POLVO CRUDO

Se colectaron las vainas secas de arboles de M. oleifera ubica-
dos en el cementerio Corazon de Jesus de la ciudad de Maracaibo,
Venezuela. Se extrajeron las semillas y se pulverizaron mediante un
molino; luego se tamizd para obtener un polvo mas fino, el cual se
envaso y coloco en el desecador para su posterior utilizacion.

2. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA HIDROLISIS ACIDA

El polvo crudo (5 g) de M. oleifera se tratd con éter de petroleo
(100 mL) y se agit6 (30 min.). El residuo se separ6 por filtracion, se
seco al horno (60°C, 2h) y se conservo en un desecador para su pos-
terior utilizacion.

3. DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS

Los aminodacidos se analizaron por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) mediante la aplicacion de un método co-
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mercial (Manual Pico-Tag 1995). Este método involucra tres etapas:
hidrolisis 4cida, resecado-derivatizacion y andlisis cromatografico
de la muestra.

El proceso de hidrolisis acida se llevo a cabo tratando el polvo
crudo de las semillas de M. oleifera con HCI 6N al 1% de fenol du-
rante un periodo de 24 h. Posteriormente el hidrolizado se sec6 al va-
cio para eliminar cualquier tipo de impurezas, se agreg6 una solu-
cion resecante preparada con etanol, agua y trietilamina (TEA)
(2:2:1) y nuevamente se seco al vacio. Cada muestra resecada se tra-
td con una solucidn derivatizante preparada mezclando etanol, TEA,
aguay fenilisotiocianato (PITC) en una proporcion de 7:1:1:1. Final-
mente se agregd una solucion diluyente preparada con NaHPOy,
agua y acetonitrilo y se inyectaron 25 plL de muestra al
cromatografo.

El analisis cromatografico se realiz6 en un Cromatografo Li-
quido de Alta Resolucion, marca Waters, equipado con una bomba
cuaternaria modelo 600E, un detector de arreglo de fotodiodo (PDA)
modelo 996, un inyector automatico modelo 717, y una columna de
fase reversa (C-18) para analisis de aminoacidos Waters Pico-Tag
modelo 88131 de 3,9 mm x 150 mm. Los datos fueron procesados en
un computador NEC POWER MATE 433 con el software
Millennium 2032.

La separacion de los aminoécidos (aa) se logré mediante elu-
cion por gradiente, a 38°C, usando como fase movil la combinacioén
de los eluentes A: acetato de sodio trihidratado(19 g), agua (1 L),
TEA (0,5 mL) y B: acetonitrilo (600 mL) y agua (400 mL). El tiempo
total de analisis y equilibrio del sistema fue de 20 minutos.

El proceso de resecado-derivatizacion también se aplico a una
solucion estandar sigma AA-S-18, la cual contenia los aminoacidos
investigados a la misma concentracion (2,5 umol/mL), a excepcioén
de cisteina (2,5 pmol/mL). Para cada uno de estos aa se prepar6 una
curva de calibracion, inyectando por duplicado alicuotas de 15 pL,
20 uL y 25 puL.
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Se aplico el método de estandar externo, mediante comparacion
de los tiempos de retencion y de las areas de los picos entre la mues-
tra y la solucion estandar de aminoécidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El perfil de aminoacidos de las semillas de M. oleifera
(Fig. 1), permiti6 identificar 17 aminoécidos: 4acido aspartico
(Asp), acido glutamico (Glu), serina (Ser), glicina (Gli), histidina
(His), arginina (Arg), treonina (Tre), alanina (Ala), prolina (Pro),
tirosina (Tir), valina (Val), metionina (Met), cistina (Cis), isoleuci-
na (Ile), leucina (Leu), fenilalanina (Fen) y lisina (Lis). Gas-
senschmidt ez al. (1995) reportaron la presencia de estos aminoaci-
dos en la fraccion activa de M. oleifera, a excepcion de la lisina.
Este ultimo aminoécido podria participar en la desestabilizacion de
las particulas coloidales, responsables de la turbidez del agua, y de
su subsiguiente coagulacion.
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FIGURA 1. Perfil de aa constituyentes del agente activo de las semillas de
M. oleifera.
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La presencia de aminoécidos polares hidrofilicos en la muestra,
tales como Glu, Asp, Arg, His y Lis, sugiere que el agente coagulan-
te activo de las semillas de M. oleifera podria estar constituido prin-
cipalmente por una o varias proteinas o cadenas polipeptidicas solu-
bles en agua, tal como ha sido reportado por otros investigadores
(Sawar y Botting 1993, Ndabigengesere et al. 1995, Gassenschmidt
et al. 1995).

El contenido total de aminoacidos en las semillas de M. oleifera
representa el 6,92% p/p. El mayor porcentaje corresponde al acido
glutamico (1,680%), seguido de arginina (0,687%) mientras que el
menor porcentaje corresponde a la tirosina (0,105%) (Fig. 2).

La proporcion (% p/p) de aminodcidos, varia en orden decre-
ciente, de la siguiente forma: Glu > Arg > Pro > Thr > Gly > Leu >
Ala> Asp > Val > Phe > Lys > Ile > Se r> His > Cys > Tyr (Fig. 2),
como lo reportd Gassenschmidt ez al. (1995).

Los resultados obtenidos indican que ocho de los 17 aa caracte-
rizados en el agente activo de las semillas de M. oleifera son no pola-
res: Gli, Ala, Pro, Val, Met, Ile, Leu y Fen (Fig. 2); estos aminoaci-
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FIGURA 2. Clasificacion y % p/p de los aminoacidos constituyentes de la
proteina activa de M. oleifera.
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dos son hidréfobos, es decir, que no tienden a asociarse con el agua,
y como grupo representan un porcentaje masico de 2,779% p/p. Los
nueve restantes aa incluyen grupos radicales polares (Lehninger
1978), Ser, Tre, Tir, Cis, His, Arg, Lis, Asp y Glu, y les corresponde
un 4,135% p/p; estos aminoacidos son hidroéfilos, es decir, tienen
tendencia a asociarse con el agua, en menor o mayor grado, la cual
depende de la carga del grupo radical de cada aminoacido. Dentro de
este grupo, los aa polares sin carga, Ser, Tre, Tir y Cis (Fig. 2) son
débilmente polares y representan un 0,99% del peso total de la mues-
tra. Los aa polares con carga neta positiva, His, Arg y Lis (Fig. 2),
son fuertemente polares por lo que normalmente suelen hallarse en
las superficies exteriores de las proteinas donde pueden hidratarse
por el entorno acuoso que les rodea (Mathews y Van Holde 1999), y
como grupo, su porcentaje masico representa el 1,136% p/p; y por
ultimo, los aa polares con carga neta negativa (Lehninger 1978),
donde se agrupan el Asp y Glu (Fig. 2) representa un porcentaje ma-
sico de 2,009% p/p. Al igual que los aa con carga positiva, estos tam-
bién son claramente hidrofilos, por lo tanto, tienden a encontrarse en
la superficie de las moléculas de proteinas, en contacto con el agua
que las rodea (Mathews y Van Holde 1999).

La presencia de los aminodcidos anidnicos, Gluy Asp, y de los
aminoacidos cationicos, His, Arg y Lis, nos permite inferir que la
proteina activa de las semillas de M. oleifera es un polielectrolito
que podria tener en su superficie aminodcidos polares con carga po-
sitiva y negativa, los cuales estarian disponibles para interactuar con
las particulas coloidales responsables de la turbiedad en el agua, y de
esta forma contribuir al proceso de coagulacion-floculacion de las
mismas. Los grupos radicales del Asp, Glu, His, Argy Lis probable-
mente reaccionan quimicamente con las particulas coloidales res-
ponsables de la turbiedad y el color, formando asi un puente quimico
entre las particulas que permite el incremento del tamafio de éstas y
promueve su eventual precipitacion. Los sitios de la proteina activa
de las semillas de Moringa oleifera cargados positivamente se plega-
ran o seran adsorbidos a un numero determinado de particulas coloi-
dales en uno o mas sitios de las mismas; este plegamiento sera pro-
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ducto de las fuerzas culombinas de atraccion debido a que las cargas
de las moléculas involucradas son opuestas. De la misma forma
aquellos sitios de la proteina activa cargados negativamente también
se plegaran a las particulas coloidales debido a un intercambio
i6nico, a la formacion de puentes de hidrogeno o a las fuerzas de Van
der Waals (Benefield y Judkins 1975).

CONCLUSION

Las semillas de Moringa oleifera contienen cantidades impor-
tantes de aminoacidos polares, con carga neta positiva y negativa,
que podrian interactuar con las particulas coloidales responsables de
la turbidez y el color, durante el proceso de clarificacion de las
aguas, contribuyendo a la eliminacion de las mismas.
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